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Resumo

O projeto consistiu no estudo de uma série de compostos acil-hidrazénicos como protétipos
multialvos para a doenca de Alzheimer (DA). Os alvos moleculares escolhidos foram o
peptideo f-amildide (Af) e a enzima acetilcolinesterase (AChE). O primeiro alvo molecular
foi escolhido dado a relevancia da hipdtese amildide que considera que o processo de
producdo, agregacdo e deposi¢do do peptideo Af € o iniciador que leva a progressdo da DA.
O segundo alvo foi a AChE, responsdvel pela hidrélise da acetilcolina. Nesta enzima
destacam-se dois principais sitios de interacdo ligante-receptor - o sitio catalitico e o sitio
periférico. O sitio catalitico age como catalisador da hidrélise, enquanto o sitio periférico
auxilia no processo de fibrilizacdo do peptideo Af. Doze acil-hidrazonas foram sintetizadas e
caracterizadas por IV, RMN e EM. O composto-chave para a sintese das acil-hidrazonas € a
3-carboetoxi-4-oxo-1H-quinolina (1), que foi obtida por dois métodos diferentes: um, via
reacdo de Morita-Baylis-Hillman, e o outro, via condensacdo da anilina com
dietiletoximetilenomalonato. A reag¢do da quinolona obtida com hidrazina monoidratada levou
a correspondente hidrazida em 82 % de rendimento. A condensacdo dessa hidrazida com
aldeidos aromaéticos substituidos permitiu a preparacdo das acil-hidrazonas, alvo desse estudo
em rendimentos de 63 a 90 %. Os espectros de RMN de 'H apresentaram sinais duplicados
referentes aos rotameros da funcdo amida, que coalesceram a 120 °C. Todas as acil-
hidrazonas tiveram efeito inibitério sobre a AChE, avaliado pelo método colorimétrico de
Ellman, com valores de ICsy de 0,0058 a 17 uM. O estudo cinético mostrou que as acil-
hidrazonas 11, 14 e 20 s3o inibidores competitivos, enquanto a acil-hidrazona 19 é um
inibidor misto. Estudos de docking molecular realizado no AutoDocking Vina corroboram
esses modos de inibi¢cdo. No estudo de inibicdo da agregacdo do peptideo f-amildide, pelo
ensaio de emissdo de fluorescéncia da tioflavina-T, mostrou que as acil-hidrazonas inibem
essa agregacdo de 49 % (acil-hidrazona 11) a 67 % (acil-hidrazona 14). Assim, os compostos
sintetizados se destacam como agentes capazes de interferir em dois processos relacionados
ao desenvolvimento e progressao da DA, o que os coloca como potenciais candidatos a

farmacos.



Abstract

The project consisted in the study of a series of acyl-hydrazones compounds as multi-target
prototypes for Alzheimer's disease (AD). The molecular targets chosen were the f-amyloid
peptide (Ap) and the enzyme acetylcholinesterase (AChE). The first molecular target was
chosen given the relevance of the amyloid hypothesis, which considers that the production
process, aggregation and deposition of the Af peptide is initiator and leads to the progression
of AD. The second target was AChE, responsible for the hydrolysis of acetylcholine. In this
enzyme, there is two main binding catalytic and the peripheral site. The catalytic site acts as a
catalyst for the hydrolysis and the peripheral site assists in the process of fibrilization of the
Ap peptide. Twelve acyl hydrazones were synthesized and characterized by IR, NMR and
MS. The key compound for the synthesis of acyl-hydrazones is 3-carboethoxy-4-oxo-1H-
quinolone (1), which was obtained by two different methods: first, via a Morita-Baylis-
Hillman reaction, and the other via condensation of the aniline with diethylethoxymalonate.
Reaction of the quinoline 1 obtained with hydrazine monohydrate led to the corresponding
hydrazide in 82 % yield. The condensation of this hydrazide with substituted aromatic
aldehydes allowed the preparation of the target acyl-hydrazones of this study in yields of 63 to
90 %. '"H NMR spectra showed duplicate signals for the amide function rotamers, which
coalesced at 120 °C when the analysis was performed at higher temperatures. All acyl-
hydrazones had an inhibitory effect on AChE, evaluated by the Ellman colorimetric method,
with ICsy values of 0.0058 to 17 uM. The kinetic study showed that the acyl-hydrazones 11,
14 and 20 are competitive inhibitors, while the acyl-hydrazone 19 is a mixed inhibitor.
Molecular docking studies conducted in AutoDocking Vina corroborate these modes of
inhibition. In the study of inhibition of f-amyloid peptide aggregation by the fluorescence
emission assay of thioflavin-T, it was shown that acyl-hydrazones inhibit this aggregation in
49 % (acyl-hydrazone 11) 67 % (acyl-hydrazone 14). Thus, the synthesized compounds stand
out as agents capable of interfering in two processes related to the development and

progression of AD, which places them as potential drug candidates.
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1. Introducao
1.1 Doenca de Alzheimer (DA)

A deméncia € uma condi¢do debilitante frequentemente associada ao
envelhecimento. Dentre os vérios tipos deste quadro clinico se destaca a doenca de Alzheimer
(DA) por representar 70% de todos os casos de deméncia.' Clinicamente, a DA ¢ detectada
por deficiéncia na memdria recente, seguida por outras disfuncdes relacionadas aos processos
de linguagem, aprendizado e concentracdo. Embora a perda de memoria recente seja um dos
primeiros sintomas detectados, estudos mostram que o processo fisiopatolégico se inicia antes

. . . . s 2
de surgirem OS primeiros sintomas clinicos.

A DA é um disturbio multifatorial, no qual ha alteracdes de proteinas, estresse
oxidativo, neuroinflamac¢do, desregulagdo imune, comprometimento da comunicagcdo neuro-
glial e agentes neurotéxicos, que sdo apontados como fatores que desencadeiam a
degeneracido neuronal, sendo que cada um desses pode variar de paciente para paciente.” Com
a progressdo da doenca de Alzheimer, diversos outros sintomas relacionados a perda de
atividade neuronal ocorrem até que a doencga atinja um ponto méiximo de inatividade do

cérebro.

Sabe-se que o hipocampo, regido localizada no lobo temporal (Figura 1), € a
estrutura cerebral inicialmente afetada pela perda de atividade neuronal. O hipocampo ¢é
responsavel por vdrias fungdes cerebrais,’ como aprendizagem, consolidacdo da memoria,
regulacdo do sono, batimento cardiaco,’ regulacdo do humor® bem como um importante

processo de producdo de neur6nios na fase adulta conhecida como neurogenése.
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Hipocampo

Catherine E. Myers. Copyright © 2006 Memory Loss and the Brain Artwork copyright © 2000 Ann L
Figura 1. Principais divisdes do cérebro. Em destaque, o hipocampo localizado no

lobo temporal.

Na neurogénese, isto €, no processo geracdo de novos neurdnios na fase adulta
. A+ ~ . -7 z
estima-se que 700 neurdnios sdo gerados no hipocampo por dia.” O cérebro adulto de

humanos e outros mamiferos geram continuamente novos neurénios ao longo da vida.®

Evidéncias emergentes indicam que a neurogénese alterada no hipocampo adulto
representa um evento critico precoce da DA.>'" Anomalias na neurogénese do hipocampo
estdo diretamente associadas a problemas de aprendizagem e memdria, plasticidade sindptica,

neurodegeneracio na DA,'" distdrbios no sono e até alteracio do batimento cardfaco."”
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Além do hipocampo, outras dreas no cérebro sdo responsaveis pelos processos
cognitivos, incluindo o cértex frontal e os lobos occipitais (Figura 1 )."* Todas as habilidades
cognitivas requerem comunicagdo e transferéncia de informagdes de todas essas regides do
cérebro. Sintomas posteriores que incluem prejuizo na comunicagio, desorienta¢io, confusao,
dificuldade para fazer julgamentos e tomada de decisdo, mudangas de comportamento e, em
ultima instancia, dificuldade em falar, engolir e andar. Progressiva e irreversivelmente, todas

as capacidades do paciente serdo afetadas levando o individuo a morte.

O maior fator de risco da DA € o avanc¢o da idade, seguido de histérico familiar.
Outros fatores de risco sdo traumatismo craniano, género, depressdo, diabetes mellitus,

. .. . 14
hiperlipidemia e fatores vasculares.

Atualmente, o diagndstico da DA incorpora o diagndstico clinico e alguns testes
de biomarcadores para a DA. Sdo realizadas andlises por imagem do peptideo f-amildide e,
além disso, monitoramento do peptideo Af e proteina tau no liquido cefalorraquidiano,15 16
que € um fluido corpéreo encontrado em regides especificas no cérebro e medula espinhal.
Embora se observe um enorme avanco nesses testes usando biomarcadores da fisiopatologia

17,18 A -~ . o . .
da DA, somente evidéncias histopatoldgicas obtidas por bidpsia ou necropsia confirmam o

diagnéstico.
1.2 Genética e Doenca de Alzheimer

A heranga genética da DA pode expressar-se em portadores Alzheimer de inicio
precoce ou tardio. Simplificadamente, existem algumas mutagdes raras na proteina precursora
do amildide (APP), e duas isoformas de presenilinas (PSEN1 e PSEN2),19 que causam a DA

. 20,21
de inicio precoce (< 65 anos). 0.

Originalmente, PSEN1 e PSEN2 codificam as presenilinas, que constituem a
subunidade catalitica da y—secretase,21 um importante complexo que estd envolvido
diretamente no metabolismo da proteina precursora do amiléide (APP) e formagdo do
peptideo f-amildide, que serd descrito no item 1.4. Estudos também sugerem que mutacdes
genéticas na PSEN1 alteram a neurogénese do hipocampo e a fun¢do de memoria em modelos

22
de ratos.
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As mutacdes nos genes dessas trés proteinas levam ao declinio cognitivo na
terceira ou quarta década de vida, enquanto que, polimorfismos genéticos comuns, tais como
as variantes dos alelos epsilon 4 (g4), 2 (¢2) e no gene APOE estdo associados ao

aparecimento de DA apds os 65 anos.”

PSENTI € o gene mais comumente envolvido, com 241 mutagdes relatadas como
patogénicas no banco de dados Alzforum.** O segundo gene mais comum envolvido é APP,
com 52 mutacdes patogénicas descritas, enquanto 45 diferentes mutacdes patogénicas tém

sido relatadas para PSEN2.

O gene APOE, por usa vez, codifica a proteina apolipoproteina E. Existem trés
isoformas da APOE alélicas: €3, €4 e €2, em ordem decrescente de prevaléncia populacional.
Especificamente, os portadores do alelo €4 apresentam um risco maior de desenvolvimento de
DA, de tal forma que os heterozigéticos e os homozigdticos t€ém um risco de vida de 2-3

. . 2
vezes e 12 vezes maior , respectivamente. >

Essa variacdo ¢4 comum no locus APOE € o fator de risco genético mais forte
para a DA.* A identificacdo da variante €4 do gene APOE, como o fator genético de risco
mais comum para a DA de inicio tardio, sugere que o colesterol pode ter um papel direto na
patogénese da doencga. Apesar desta forte responsabilidade genética, alguns portadores de
APOE-¢4 nunca desenvolvem DA sintomdtica ou tém uma idade de inicio muito tardia,
sugerindo que esses individuos podem também apresentar alelos protetores. O género também
pode influenciar — mulheres que apresentam APOE €4 apresentam maior chance de

desenvolver DA do que homens.*

Muitos outros loci de DNA foram identificados a partir de estudos gendmicos de
associacOes que possivelmente conferem algum risco de DA. Alguns notaveis sio BINI,
GAB2, GALP, ABCA7, TNK1, TREM2, PICALM, eCLU.% Muitos destes estdo envolvidos
no transporte de membrana, endocitose, sistema imunolégico e/ ou metabolismo lipidico.
Embora se encontre relacdo entre a genética dos pacientes e a patogénese da DA, esta relacao
ainda ndo estd totalmente clara. O conhecimento da conectividade entre o mecanismo
patogénico da DA e esses genes é fundamental para o desenvolvimento de novas abordagens

terapéuticas.
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1.3  Caracteristicas histologicas da DA

Desde a descoberta da DA por Alois Alzheimer, os neuropatologistas tem
identificado placas senis e emaranhados neurofibrilares intracelulares em cérebros post
mortem de portadores da DA, sugerindo que estas estruturas poderiam estar conectadas com

a génese da doenca.

O peptideo f-amildide € o principal componente proteico das placas senis
cerebrais extracelulares, enquanto que as formas filamentosas de proteina fau intraneuronal
sdo os principais componentes dos emaranhados neurofibrilares tal como mostra a Figura 2.
Tanto as placas amildides quanto os emaranhados neurofibrilares coexistem na doenca de
Alzheimer, mas com diferentes padrdes topoldgicos e temporais. Se essas duas lesdes sdo

. . . . . L, . 29,30
independentes ou biologicamente relacionadas ainda € incerto.

Tau-hiperfosforilada

-

Emaranhados
neurofibrilares

Placas neuriticas

l

Peptideo AB

Figura 2. Biomarcadores histoldgicos: placas neuriticas extracelulares e

emaranhados neurofibrilares intracelular.

Curiosamente, observou-se que os emaranhados neurofibrilares raramente
ocorrem no cortex cerebral a menos que as placas amildides também estejam presentes. Isto
levou a ideia de que placas amildides de alguma forma desencadeam a propagacdo de

2 . PP .. L.
emaranhados.”” No entanto, o aparecimento do déficit cognitivo detectados na fase clinica,
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por sua vez, ¢ mais fortemente ligado a presenca de emaranhados neurofibrilares no cortex

31,32
cerebral.

Além destas evidéncias histoldgicas, madltiplas alteragdes celulares sdo
identificadas na patogénese da doenga de Alzheimer, incluindo danos mitocondriais, perda
sindptica, respostas inflamatérias,” desequilibrio metélico™ e influxo de calcio,” dentre
outros. Outra caracteristica da DA € o estresse oxidativo, definido como um desequilibrio
entre a produgdo de espécies reativas de oxigénio / nitrogénio (ROS / RN S).*® Baseados nas
principais caracteristicas histolégicas, genética e os sintomas cognitivos observados em
paciente com a Doenca de Alzheimer foram desenvolvidas vdrias hip6teses na tentativa de
explicar a génese da doenca. Na sequéncia, as hipoteses mais relevantes e que se relacionam

ao desenvolvimento desse trabalho serao discutidas.
1.4 Hipotese amiloide

A hipétese amildide é baseada em caracteristicas histolégicas e genéticas
encontradas em pacientes portadores da DA.>’ A andlise post-mortem de cérebro destes
pacientes revela a presenca de placas senis extracelulares compostas por agregados insoluveis

de peptideo f-amildide.

Na hipétese amildide, a presenca do peptideo f-amildide € interpretada como um
efeito de mutacdes genéticas, que subsequentemente conduzem a morte celular neural
progressiva e leva a deméncia. A mutacdo anormal no gene da APP, que codifica a proteina
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precursora f-amildide, e/ou das prenisilinas do complexo y-secretase,” leva ao

processamento dessa proteina conduzindo a producdo do peptideo f-amildide (Ap).

Desse modo, conjectura-se que o peptideo S-amildide € a proteina-chave que leva
N . - ., . . - ~n . 41.42
a disfuncdo sindptica progressiva, degeneracdo dos neurdnios e morte neuronal na DA.™"
Para que se compreenda melhor a hipétese amildide, € necessdrio apresentar brevemente o

processamento proteolitico da APP.
1.4.1 Protedlise da APP via secretases

A APP ¢é uma glicoproteina transmembrana contendo 695-770 residuos de

aminoécidos, que pode sofrer processamento proteolitico por enzimas denominadas
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secretases, € que estd presente na superficie celular dos neur6nios e células da glia. > A APP
tem uma grande regido N-terminal extracelular, um dominio transmembranar € uma pequena

cauda C-terminal citoplasmaético (Figura 3).

APP

B-secretase

a-secretase

y-secretase

Figura 3. Representacdo esquematica da APP e as a, f e y- secretases em uma
membrana celular neuronal. (Reproduced from Praveen P.N. Rao et al. Amyloid cascade in
Alzheimer’s disease: Recent advances in medicinal chemistry. Eur J Med Chem.

2016;113:258-272. Copyright©2016. Elsevier Masson SAS. All rights reserved.)

Trés enzimas secretases estdo envolvidas na clivagem dessa proteina - as enzimas

L. 44 . - .
proteoliticas a, f e y-secretase.” A clivagem proteolitica da APP, representada na Figura 4,
resulta na geracdo de peptideos de vdrios tamanhos conhecidos por suas fungdes de

45

neuroprotecdo, reparacdo da membrana sindptica, - crescimento celular, formagdo de sinapses,

crescimento de neurites,46 sinalizacao celular,47 dentre outras.
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a-Secretase B-Secretase (BACE)
Néo-amiloidogénica Amiloidogénica
| | | - . |
aAPP c83 BAPP C99

y-Secretase y-Secretase

I I = r
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Figura 4. Produ¢ao do mondmero A via clivagem da APP pela acdo das enzimas
BACE e y-secretases. (APP: proteina precursora do amiléide; C99; fragmento carboxiterminal

99; AICD: proteina do dominio APP-intracelular).

Na clivagem normal, conhecida como via ndo amiloidogénica, a APP € clivada
pela acdo da enzima a-secretase, liberando no meio extracelular o fragmento peptidico C-
terminal (C83) e um fragmento solivel denominado APP-a (sAPPa). Esse fragmento tem
varias fungdes fisiologicas, como por exemplo, a neurotréfica, neuroprotetora, neurogénica,
estimuladora da sintese proteica e da expressdo génica, além de potencializar a memdria.*®
Em um segundo momento, o fragmento C83 € processado pela y-secretase, produzindo o

peptideo P3 e outro fragmento derivado do dominio intracelular da proteina precursora

amiléide (AICD), que também possuem funcdes sinalizadoras e neuroproteroras.

O peptideo f-amildide (Ap), por sua vez, é produzido na rota amiloidogénica a
partir da clivagem anormal da APP que € encontrada nas membranas de células e organelas.48
A clivagem do APP pela enzima BACE-1, anteriormente denominada de f-secretase (Figura
4), produz uma espécie SAPPP e um fragmento contendo noventa e nove aminoacidos (C99).
C99, que por sua vez, é clivado pela y-secretase. E importante mencionar que a clivagem pela
y-secretase € imprecisa e resulta na producdo de peptideos que variam de 37 a 43

aminoécidos.*’

O peptideo Ap pode ser encontrado na forma de mondmeros e em estruturas
compostas por dimeros, trimeros,”’ e formando estruturas oligoméricas, enquanto que as

protofibrilas sdo as estruturas intermedidrias entre estes agregados e as fibrilas amildides. As
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estruturas oligoméricas sdo altamente complexas, pois caracterizam um amplo grupo de

agregados ndo fibrilares.

Estes agregados amildides sdo de natureza soluvel, sendo consideravelmente mais
toxicos de todas as formas agregadas. Além disso, é bem estabelecido que oligdmeros do Af4
sd0 mais toxicos que protofibrilas e fibrilas.”' Os peptideos A também podem se auto-
modelar em uma variedade de oligdmeros soluveis de baixo peso molecular bem como

agregados de alto peso molecular, >2 tais como protofibrilas anulares como mostra a Figura 5.

(W,

- e —

& —F

Fibrila AB
Protrofibrilas

\/\ Interagdo com
% chaperonas

Interagao com ROS

Conférmeros
nao-amiloide |,

Interagao com metais

Figura 5. Estruturas amiléides, a formacdo de fibrilas do peptideo Af e alguns

efeitos e interacdes do AP.

Em contraste com as fibrilas inertes, os oligdmeros sao altamente heterogéneos e
estruturalmente desorganizados, permitindo a exposicdo das sequéncias da cadeia lateral do
aminodcido para participar de interacdes com outros componentes celulares.” Espécies de
diferentes metais, chaperonas, espécies oxidativas tem a capacidade de interagir com as
fibrilas do peptideo amildide e, desse modo podem participar na formacdo e estabilizacdo

desses agregados.
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1.4.2 Doenca de Alzheimer e alteracoes na homeostase de ions metalicos

H4 varios processos anormais documentados em estudos da DA correlacionados

com o peptideo amildide. Esses processos incluem a disfun¢do mitocondrial, o desequilibrio
PO 4 . . . . L.

da homeostase de célcio,”* e de diversos metais™ tais como cobre, zinco, ferro e aluminio,

2 . . 7
além do estresse oxidativo.®>

A andlise morfométrica revela que a quantidade de mitocondrias diminui na
doenca de Alzheimer.”® Isto implica em mudancas no metabolismo energético celular,
particularmente relacionado a baixos niveis de glicose. As mitocOndrias sdo organelas
altamente metabdlicas que combinam trajetdrias de sinalizacdo de nutrientes e de sinalizacao
de crescimento para regular o periodo de satide e a longevidade, mantendo a produgdo de
energia e homeostase Ca®* e reduzindo a apoptose celular. A alteracdo mitocondrial, por sua

vez, também pode implicar em desequilibrio dos niveis de célcio.

A sinalizacdo intracelular de Ca®* é fundamental para a fisiologia e viabilidade
neuronal. Notavelmente, existem interagdes reciprocas entre caminhos que envolvem o cétion
Ca** e a patologia amildide. A alteracdo da sinalizacdo de Ca®* acelera a formagao do
peptideo Af, enquanto que outras estruturas do peptideo de Af, como as formas oligoméricas
soliiveis, induzem a desequilibrio de Ca** intra e extracelular.”” Dentro desse contexto, hd

evidéncia de que particularmente o peptideo Af pode promover sobrecarga celular de célcio.

Um estudo realizado em cérebros de ratosmostrou que os agregados amildides sao
capazes de induzir a produgdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), a atividade da
acetilcolinesterase, niveis de nitrito, peroxidagdo lipidica e inibi¢do da atividade enzimética

antioxidante nas regides hipocampo e cértex cerebral. >’

Ions célcio, zinco, ferro e cobre tém papel fundamental na sinalizacdo de

A . ~ s . ~ 60
neurdnios, apoptose, inflamacdo, controle do estresse oxidativo e proliferacdo celular.

Alteragdes na sua homeostase provocam um aumento de espécies reativas de oxigénio e de

. A s 6] 2 Lo .
nitrogénio,®' é uma das caracteristicas da Doenca de Alzheimer.

Para dar uma idéia sobre a participacdo dos metais e sua relagdo com o estresse
oxidativo, ions metdlicos de cobre e ferro, por exemplo, podem sofrer reacdes do tipo redox

produzindo ROS na presenga de oxigénio (O;) e um agente redutor.
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No caso do ferro, é relatado que a expressdo excessiva da enzima hemeoxigenase
cortical no hipocampo promove a conversio do hemo para Fe?* induzindo a insuficiéncia
mitocondrial, aumentando a atividade da citocromo C oxidase e a geracdo de H202.62 Além
disso, o envolvimento de ferro e cobre na reagdo de Fenton (Esquema 1) gera radicais livres

que podem se associar a diferentes estruturas amiléides.
(i)  Fe™+H,0,— Fe'" + OH +«OH
(i) Cu'+H,0, — Cu™ +OH ++OH
Esquema 1. Reacdo de Fenton: oxida¢do de ions metdlicos e geracdo de ROS.

Os metais cobre, zinco e ferro sdo naturalmente abundantes no cérebro, no
entanto, no cérebro de pacientes com a doenga de Alzheimer contém elevadas concentracdes

. . . s 63
desses metais em areas correlacionadas com as placas amildides

O desequilibrio metélico, especialmente no caso de Cu* e Zn2+, tem atraido o
interesse na investigacdo da etiologia de uma variedade de condi¢des neurodegenerativas e,

em particular, a patogénese da DA.%
1.4.3 Peptideo f-amildide e sitios de coordenacao com metais

Particulamente, o peptideo Af4, € o mais potente catalisador para gerar espécies
reativas, podendo dar inicio a essa reagdo, antes mesmo de oligomerizar. Por causa disso, o

ABs também desempenha um papel significativo na perda da homeostase oxidativa.®’

As espécies metdlicas de zinco, cobre, célcio, ferro e aluminio complexam com
residuos especificos do peptideo Af, que age entdo como quelante metdlico. De forma
resumida, os principais residuos de interacio com cobre, zinco, ferro e célcio relatados na

literatura® encontram-se na Tabela 1.
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Tabela 1. Metais e seus respectivos sitios de coordenacdo no peptideo f-amildide.

Ton metilico Estabilidade da Nimero de Residuo de
ligacao coordenacio aminoacido
Zn™ Alta 3 His, Cys, Glu
Cu’ Alta 3,4 His, Cys, Met
Cu** Alta 3,4 His, Cys
Ca* Intermedidria 7 (8) Glu, Asp
Fe** Baixa 4-6 His, Glu, Asp
Cys
Fe* Alta 4-6 Glu, Asp, Tyr
Cys

A ligacdo de fons metdlicos ao peptideo Af invariavelmente resulta em agregacao,
que pode ser de tipo amorfo ou amildide, dependendo do ion metdlico e da estequiometria.65
As altas concentracdes de Zn** e Cu®* sdo responsdveis pela formagdo de agregados Af

amorfos.

Por outro lado, concentracOes equimolares de Cu** e Zn*™* conduzem 2 fibrilacao
Ap. Zn** liga-se a Af estequiometricamente (1:1) com um amplo intervalo de afinidade de 1 a
300 pM. Na presenca de Cu®*, o peptideo ABs se organiza em fibrilas amiléides com
estequiometrias mais elevadas, Afs € Afs, formam oligbmeros esféricos de 10 a 20 nm de

largura e grandes agregados amorfos citotoxicos insoluveis.

Dentre os residuos apresentados na Tabela 1, os que mais se destacam sdo os de
histidina (His13 e Hisl4) localizados na parte N-terminal do peptideo Apfs. Uma
representacdo da interacdo do complexo formado entre cobre ou zinco com esses residuos de
histidina se encontra na Figura 6. Além da histidina, os ions metalicos se ligam também aos

residuos de aspartato e tirosina do peptideo Aﬂ.62
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Figura 6. Coordenacdo de cobre e zinco com o peptideo amiléide com os residuos

de histidina (His13 e His14).

Um residuo de metionina (Met35) na regido C-terminal, tem sido apontado como
uma das regides fundamentais para ligagcdo com o fon metélico. Estudos sobre a formacao de
ROS em linhagens celulares mostraram que um residuo de metionina (Met 35) presente na
estrutura do peptideo Afs € um residuo considerado essencial em reacdes redox.”” A
metionina parece estar envolvida com a redug¢do do cobre e geracdo de perdxido de

hidrogénio, por exemplo.
1.4.4 Hipoétese amiloide e alvos moleculares para a DA

A hipétese amildide tem impulsionado a investigacdo em busca de tratamento da

. P 42 . .
doenca de Alzheimer nos ultimos 25 anos.”~ O desenvolvimento de medicamentos concentra-
se em alvos farmacoldgicos que incluem enzimas, receptores e suas diferentes vias de

sinalizacgao.

As principais propostas de novos farmacos baseados da hipdtese amildide icluem
(a) moléculas moduladores do processamento de precursor de proteina -amiléide (APP), por

exemplo, através de modulacdo das secretases a, S e y; (b) pequenas moléculas que podem



38

inibir os processos de agregacdo de estruturas amildides; ou ainda (c) compostos que
promovem a remog¢ao de estruturas amiléide. Adicionalmente, do ponto de vista genético, os
trés genes de inicio precoce, ou seja, a APP e as duas presenilinas, e o gene de
apolipoproteina E de inicio tardio (ApoE) tambem sdo alvos potenciais para o tratamento da
DA. Dentro desse contexto, as duas principais abordagens usadas para prevenir o acimulo de
peptideo fS-amildide sdo (i) desenvolvimento de inibidores da f-secretase (BACE) e (ii)

inibidores diretos do processo de agregacdo S-amiléide.

Embora nao haja divida alguma quanto ao fato de que a desregulacdo da biossintese e
interacdes da APP alteram o equilibrio em seu processamento proteolitico, desde o
processamento ndo amiloidogénico até o amiloidogénico, contribuindo assim para um
aumento da carga amilide,” ainda hd vdrias vias relacionadas ao APP que ainda ndo sdo bem
entendidas. Isso ocorre devido aos seus multiplos locais de clivagem e a produgdo de varios
metabdlitos que podem ou ndo ser benéficos ao individuo. Para modular a producdo do APP

com eficdcia hd a necessidade urgente de entender todos esses processos e suas interacoes.
1.5 Hipoétese tau

Tau € uma proteina citoplasmética com fun¢do estrutural que se localiza
predominantemente para axOnios neuronais, onde modula a estabilidade e a montagem de
microtdbulos.”’ Estes, por sua vez, sdo construidos a partir de heterodimeros de tubulina que
se polimerizam em protofilamentos e se associam lateralmente a microtibulos. Ao fazé-lo,
tau gera um estado parcialmente estavel, mas ainda dindmico, em microtibulos importantes

para o crescimento axonal e o transporte axonal efetivo.

No entanto, em cérebros de paciente Alzheimer, a proteina tau € desagregada dos
microtibulos e depositada no citosol devido a uma hiperfosforilagdo anormal que afeta o
complexo da fau com os microtibulos. Isto leva ao desprendimento da proteina tau e, desse

modo provoca instabilidade e desagregacdo dos microtibulos.”®

A agregacgdo da proteina tau nao € um processo tardio e se inicia a partir dos 40 ou
50 anos de idade. Esse dado clinico inicial chamou a ateng@o dos pesquisadores que passaram

a estudar mais cuidadosamente os mecanismos de hiperfosforilacio da proteina tau e,
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posteriormente, levaram a formular a hipétese de que a proteina fau poderia ser o iniciador da

DA.

Nesta teoria, uma sinalizacdo andmala ainda ndo bem esclarecida leva a
hiperfosforilacdo da proteina tau através, por exemplo, da via fyn kinase.”® As modificacdes
da proteina tau levam a sua oligomerizacdo e ao desenvolvimento dos emaranhados
neurofibrilares, o que resulta em trafico intracelular anormal, colapso do citoesqueleto e

subsequente morte neuronal.

Como resultado da morte neuronal, as formas oligoméricas e os filamentos de fau
sdo liberados para o ambiente extracelular, contribuindo para a ativacao de células microgliais
e estimulando o ciclo deletério levando a disseminacdo progressiva da degeneracdo
neuronal.” Ou seja, os agregados patologicos de fau induzem a ativacdo microglial
conduzindo a eventos subsequentes da cascata neuroinflamatéria.”’ Por uma via oposta,
muitas evidéncias sugerem que mudangas estruturais que ocorrem em ambiente de

metabolismo energético alterado e estresse oxidativo precedem a agregacdo da proteina fau.”®

Os emaranhados sdo compostos de proteina tau e o seu nucleo € composto de uma
parte do filamento proveniente de um dominio da fau. Esta por¢do da tau pode catalisar e
propagar a conversdo de fau solivel normal em tau oligomérico e agregado fibrilar que, por

~n . .. 2
sua vez, pode se espalhar para neurdnios vizinhos.’

Estudos recentes demonstraram que o grau de comprometimento cognitivo ou
disfun¢do neural estd mais correlacionado com a extensdo da patologia tau do que a

distribuicao da deposicdo de placa Ap.

Algumas evidéncias clinicas indicam que a proteina fau tem uma relacdo mais

proxima com os estagios de deméncia dos pacientes com DA como, por exemplo:

) A gravidade da deméncia correlaciona-se com o aumento do acimulo de
emaranhados neurofibrilares no cérebro;

(i1) A alta correlacdo entre as espécies de tau hiperfosforiladas no liquido
cefalorraquidiano de pacientes com DA e a extensdo da gravidade do

comprometimento cognitivo;
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(i11))  As diminui¢des nos filamentos de tau por farmacos dirigidos a este alvo

molecular sdo capazes de diminuir o comprometimento cognitivo.

A favor da hipétese amildide, ha ainda indicios de que a presenca do peptideo Af

~ -~ s . . . , 2
nduz a formacao e deposicao de espécies bioativas de proteina tau. ?

Nos udltimos anos, a investigacdo de possiveis terapias abordando a hipétese fau
vem se desenvolvendo, e inclui imunoterapéuticos ativo e passivo, agentes estabilizadores de

microtibulos, inibidores de proteina quinase e, por tltimo, inibidor direto da agregacio fau.
1.6 Hipdétese colinérgica

A hipétese colinérgica foi a primeira teoria proposta na tentativa de explicar a
doenca de Alzheimer. Foi proposta hd mais de 30 anos como um processo degenerativo
primdrio capaz de prejudicar seletivamente grupos de neurdnios colinérgicos no hipocampo,
cortex frontal, amigdala, nicleo basal e septo medial, e outras regides e estruturas que tém
fungdes importantes em processos de concentracdo, aprendizagem, memoéria € outros
processos mnemonicos.” Achados clinicos revelam atrofia cortical e hipocampal significativa

N ~ 62
associada a modulacao colinérgica.

O sistema colinérgico € constituido principalmente por duas enzimas, a
colinesterase e a colina acetiltransferase (ChAT) responsdveis pela hidrélise e pela biossintese
da acetilcolina (ACh), respectivamente e, pelos receptores colinérgicos chamados de
muscarinicos e nicotinicos. A ativacao nos receptores muscarinicos € nicotinicos pela acao do
neurotransmissor colinérgico ACh s@o essenciais para as mais variadas fungdes no sistema

nervoso central e periférico.

1.6.1 Neurotransmissao colinérgica

z

O sistema neurotransmissor colinérgico € responsavel pela biossintese e
degradacdo da ACh pela acdo das enzimas colina acetil-transferase (ChAT) e

acetilcolinesterase (AChE), respectivamente, como mostrado no Esquema 2.
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Esquema 2. Reagdes de biossintese e degradacdo da acetilcolina, pela acdo das

enzimas AChE e ChAT, respectivamente.

Na Figura 7-A, temos um esquema de comunicacdo entre dois neurdnios,
demonstrando a producao e degradacdo da acetilcolina nos neur6nios denominados pré e pos-
sinapticos. No neurdnio pré-sindptico, ocorre a biossintese da ACh pela acdo da enzima colina

acetiltransferase (ChAT), a partir de colina e o cofator acetil-CoA.



42

W OH
Neurénio pré-sinaptico | |Recaptagao da colina
Acetil-CoA + Colina

Hidrolise da Ach

ChAT Finalizar acdo bioldgica
AChE/H,0
Neuronio
— ds-sinaptico
N v N
/'\

Regido de sinapse

T

Receptor Nicotinico Receptor muscarinico

Extracelular

Intracelular

Figura 7. A) Ciclo da acetilcolina no sistema colinérgico; B) Ativacdo dos

receptores colinérgicos pela acetilcolina na regido de sinapse. (ChAT: colina acetil

transferase; ACh: acetilcolina; Direcdo do sinal sinapse =~ ¥; AChE: acetilcolinesterase).

Uma vez produzida, ACh € transportada em vesiculas pelo axonio através de
estimulo elétrico. Esse impulso terd que atingir as extremidades do axonio da célula pré-
sindptica, para entdo ocorrer a liberacdo de substancias quimicas, no caso ACh, nos espacgos
sine’lpticos.74 Nesse ponto, o neurotransmissor pode ligar-se reversivelmente aos receptores

colinérgicos, muscarinicos e nicotinicos, produzindo outro estimulo elétrico no orgdo efetor
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(nervo, musculo ou glandula) e, assim dé inicio as mais variadas a¢des bioldgicas no sistema

nervoso central e periférico (Figura 7-B).

Os receptores muscarinicos sdo encontrados em ganglios do sistema nervoso
periférico e nos 6rgdos efetores autondmicos, como coragdo, musculos lisos, cérebro e
glandulas exécrinas.” Por exemplo, quando a ACh ativa os receptores muscarinicos no
sistema nervoso periférico tem acdes que incluem a regulacdo da frequéncia cardiaca, o
relaxamento de vasos sanguineos periféricos e a constri¢do das vias respiratdrias. No sistema
nervoso central, ela é responsavel por fun¢des cognitivas como aprendizado, concentracio, e
participa de processos relacionados a qualidade do sono, modulacdo do estresse, dentre

outros.

A ativagdo dos receptores nicotinicos, por sua vez, € mais abundante em
determinadas regides cerebrais, como a amidala, hipocampo, estriato, cerebelo e o cortex pré-
frontal.”* Estes sdo amplamente expressos no sistema nervoso, onde participam da transmissao
colinérgica. No sistema nervoso central, a inervacdo colinérgica que atua através de NAChRs
(receptores nicotinicos da acetilcolina) regula processos como a liberacdo do transmissor,
excitabilidade celular e integracdo neuronal, que sdo cruciais para as operacOes de rede e
influenciam fungdes fisioldgicas, tais como excitacdo, sono, fadiga, ansiedade, processamento

de dor, ingestdo de alimentos e uma série de fungdes cognitivas.

Para finalizar o estimulo no receptor colinérgico, a ACh sofre uma reagdo de
hidrdlise, catalisada pela enzima acetilcolinesterase (AChE) formando acetato e colina. Esta
dltima pode ser recapturada e reutilizada para biossintese de ACh no neurdnio pré-sindptico, e

assim reinicia-se o ciclo biossintético da acetilcolina.

Todo o processo que envolve transporte do precursor biosintético colina para
dentro do neur6nio, biossintese da ACh pela ag¢do da enzima colina acetil-transferase (ChAT),
transporte e liberacio de ACh na fenda sindptica, ativacdo dos receptores colinérgicos e
degradacdo da ACh pela acetilcolinesterase sido essenciais para a agdo bioldgica do
neurotransmissor colinérgico, acetilcolina, que constitui a base da hipétese colinérgica. Falhas
em qualquer dessas etapas interfere na acdo bioldgica proporcionada pela ativacdo dos

receptores colinérgicos.
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Alteragdes neuropatoldgicas observadas em paciente Alzheimer incluem perda
neuronal, problemas na liberacdo de acetilcolina na regido de sinapse, decréscimo da
densidade de receptores muscarinicos, ° déficits na expressdo de receptores nicotinicos e
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muscarinicos,”’ defici€nicas no transporte axonal e problemas de recaptacdo da colina para o

neurdnio pré-sinaptico.

A disfuncdo colinérgica é uma das principais alteracdes patoldgicas na DA,
embora o déficit de neurdnios colinérgicos seja causado pela toxicidade das placas S-
amiléides e emaranhados neurofibrilares.”® Atualmente, h4 um consenso de que a relacdo
observada entre comprometimento cognitivo e a diminui¢do da transmissdo colinérgica no
cérebro desempenha um papel importante na DA, mas por si s6 ndo estabelece causalidade

definitiva da doenca de Alzheimer.

A hipétese colinérgica tem servido de base para a maioria das estratégias de
tratamento e abordagens de desenvolvimento de farmacos para a DA, como os inibidores de
acetilcolinesterase, precursores colinérgicos, agonistas de receptores colinérgicos,
bloqueadores dos receptores NMDA. Recentemente, verificou-se que a AChE tem também
uma fun¢do ndo colinérgica nas fases iniciais de DA. A ligacdo da AChE ao peptideo Ap,

acelera a polimerizacio do peptideo em oligdmeros e fibrilas.”
1.6.2 Acetilcolinesterase

AChE € uma glicoproteina, classificada como serina hidrolase, que € encontrada
predominantemente no SNC, mas também na superficie de eritrocitos e tecido muscular.
Embora possa ser encontrada como mondmero, ¢ mais comum na forma de dimero ou

tetrAmero.>°

O principal papel biologico da acetilcolinesterase é o término da transmissao
colinérgica por hidrdlise rdpida do neurotransmissor, acetilcolina. A sua inibi¢do € uma das
estratégias mais bem-sucedidas no refor¢o da transmissao colinérgica. Além disso, a AChE
realiza diversas funcdes cataliticas e ndo cataliticas, abrangendo desde a adesdo celular da
neuritogénese, sinaptogénese, hematopoiese e da trombopoiese até a promog¢do da fibrilagdo

PR |
[-amiléide.
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O sitio ativo da AChE (Figura 8) € localizado no fundo de um vale com 20 A de
profundidade caracterizado pela presenca de alguns aminodcidos estratégicos com fungdes
bem definidas. Dentre estes se destacam os triptofanos na catdlise enzimadtica por sua ligacdo
do tipo cation-t tendo uma fung¢do de cunho conformacional essencial para a hidrdlise da

ACh.%

Estudos cinéticos indicaram que o sitio ativo de AChE contém dois sitios
principais, os chamados de "esterdsicos" e "anidnicos".** O primeiro € o sitio catalitico e o
segundo € conhecido como sitio periférico anidnico (PAS), correspondendo, respectivamente,

A maquinaria da reacio catalitica da hidrélise da ACh e ao local de ligagdo da colina.™

Asp72

Tyr334

Tyr70 Phe330
Tyr130

Tyr121

His440

LU Phe331 %
Phe290 Glu327
Ser200
Phe288
Ala201
B Triade catalitico Sitio de ligac@o acil B ras
Sitio catalitico - Cavidade oxianion

Figura 8. Visao tridimensional da regido do sitio ativo da enzima IEVE.®

O papel do sitio periférico anidnico é a formagao de interagdes cation-x na entrada
do sitio ativo com o ligante. Uma vez que o ligante esteja devidamente orientado, a formacgao
de interacdes catiOnicas serd especifica e sincronizada.®® Além do PAS estar envolvido na
modulacdo alostérica na catélise no sitio ativo, ele também estd associado a um nimero de

~ ~ L, . . < - , R A . 4
fungdes ndo cldssicas, em particular, a adesdo de células e a deposicao de amiléide 3+
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O segundo subsitio tem um papel conformacional, no qual o Trp84 mais
precisamente € o local de ligag@o ao grupo quaterndrio amonio da acetilcolina. Os outros dois
subsitios da AChE estdao localizados mais profundamente na cavidade: o subsitio anidnico
(canal de oxigénio) formado por Glyl119, Ala201 e Glyl18 e o subsitio catalitico também
conhecido como esterdsico, que é composto pela triade Ser200-Glu327-His440*® (destacados

em amarelo na Figura 8), onde ocorre a hidrélise de ACh.

Estes dois subsitios sdo conhecidos como o sitio de acilacdo catalitica (CAS). O
residuo 4cido glutamico da triade catalitica é essencial para estabilizar o estado de transi¢cdo
através de interacOes eletrostéticas. O orificio de oxianion, também é considerado um papel

importante na catdlise.

De acordo com estudos realizados por Zhang et al®” sdo formados duas ligacoes
de hidrogénio entre o oxigénio carbonilico da ACh e os grupos peptidicos NH de Glyl21
(Gly118) e Gly122 (Glu119). A medida que a reacio prossegue, a distincia entre o oxigénio
carbonilico do grupo ACh e NH de Ala204 (Ala201) torna-se menor € uma terceira ligacao de

hidrogénio € formada tanto no estado de transi¢do como no intermedidrio tetraédrico.

A estratégia de planejamento de prototipos para a DA, usando a enzima AChE,
consiste em inibir os sitios catalitico e periférico, envolvidos com a hidrélise da AChE e com
o processo de formacdo de fibrilas do peptideo f-amildide, respectivamente. Inibir o sitio
catalitico pode ajudar na melhoria de cogni¢do dos pacientes com Alzheimer, enquanto que
interagir com o sitio periférico, que atua como uma chaperona,88 pode impedir ou retardar a
formagdo das fibrilas do peptideo S-amiléide (AB).*™ Na Tabela 2 esti apresentada a

composi¢ao e funcao dos sitios da AChE.
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Tabela 2. Principais locais de interagdo do sitio ativo da AChE e suas respectivas

fungoes.
Ton metilico Estabilidade da Nimero de Residuo de
ligacao coordenacio aminoacido
Zn™ Alta 3 His, Cys, Glu
Cu’ Alta 3,4 His, Cys, Met
Cu** Alta 3,4 His, Cys
Ca* Intermedidria 7 (8) Glu, Asp
Fe** Baixa 4-6 His, Glu, Asp
Cys
Fe* Alta 4-6 Glu, Asp, Tyr
Cys

* Os niimeros dos residuos de aminodcido podem variar em fungdo da espécie de origem da enzima. A
numeragdo aqui apresentada é da enzima 1EVE, que foi utilizada nos ensaios desse projeto.

1.7 Fdrmacos aprovados para o tratamento da DA e perspectivas de tratamento

Até os dias atuais, os farmacos utilizados para tratar a DA tém um valor
terapéutico limitado. Nao ha tratamento disponivel que possa reverter a patologia da doenca
de Alzheimer ja estabelecida. As principais classes de farmacos recomendados para o
tratamento da DA pelo U.S. Food and Drug Administration (FDA)91 incluem inibidores de
acetilcolinesterase (AChEI), antagonistas do receptor N-metil-D-aspartato (NMDA), anti-
oxidantes, inibidores da enzima monoamino oxidase (MAOI) e agentes anti-inflamatorios.

AChEI sdo os medicamentos de primeira linha no tratamento da DA leve a moderada.

H4 cinco medicamentos que foram aprovados pelo FDA para controlar os
sintomas da DA: donepezila, galantamina, rivastigmina e tacrina, que sio inibidores da
AChE, e a memantina, um antagonista do receptor NMDA. As estruturas estdo representadas

na Figura 9.
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Donepezila Tacrina

\N/

Rivastigmine NH,

Galantamina

Memantina

Figura 9. Farmacos aprovados pelo FDA para o tratamento de DA.

. . ) N .. 2
Dentre estes, a tacrina teve que ser retirada devido 2 hepatotoxicidade grave’” e
nenhum dos medicamentos disponiveis estd livre de efeitos colaterais, principalmente de

distarbios gastrointestinais, nduseas, vomitos e dor de cefaleia.

O DON ¢ um inibidor da colinesterase reversivel e ndo competitivo da
acetilcolinesterase,”> que aumenta a funcdo cognitiva de pacientes com DA do tipo leve a
moderada e tem uma boa tolerabilidade, sem causar hepatoxicidade. Devido as suas
caracteristicas de maior acdo seletiva, boa tolerabilidade e facilidade de administracio, além
da eficacia terapéutica, o donepezila € considerado um tratamento de primeira linha para a

doenca de Alzheimer.

Foi constatado que, em portadores da Doenca de Alzheimer, a quantidade de
glutamato estd presente em niveis elevados.”* O glutamato € responsavel por regular a
quantidade de ions calcio que entram na célula neuronal.”> Como consequéncia do excesso de
glutamato, hd um aumento na quantidade de fons cdlcio intracelular. Isto, por sua vez, leva a
geracdo de espécies reativas de oxigénio que aumentam a toxicidade e podem levar a morte
celular. A excitotoxicidade refere-se a um processo de alteragdes patoldgicas que levam a

~ ~ N A .95
lesdo na celula neuronal e, desse modo sdo capazes de mediar a morte de neurdnios.’

A memantina compete com o glutamato pelo mesmo receptor. Este farmaco age

como uma antagonista nio competitiva do NMDA,”" por meio de um bloqueio de



49

receptores do glutamato. A memantina consegue reduzir a excitotoxicidade do glutamato,

~ AL 96
promovendo a prote¢do para 0s neuronios.

Existem outras abordagens terapéuticas utilizadas no tratamento da DA”’ com o
uso de anti-inflamatdrios, estrogenos e os antioxidantes, por exemplo. Outros medicamentos,
. . . 98 . . . 99 ..
como a fisostigmina, clioquinol, bapineuzumabe, semagacestate” foram clinicamente
estudados e testados e chegaram a fases avangadas no desenvolvimento de firmacos para o

tratamento da DA.

Alguns exemplos de candidatos a farmaco para a DA que atingiram as fases Il e
III na etapa de desenvolvimento de farmaco, e seus respectivos alvos moleculares encontram-

se na Tabela 3.

Tabela 3. Candidatos a farmacos no desenvolvimento de farmaco para a DA.

Local da AChE Aminoacido Principal funcio
PAS Trp279, Tyr70, Tyr121, Tyr334, Asp72 Conformacdo - Ligacdo cation-nt
Sitio catalitico = Trp84, Phe330 Conformacao - Ligagdo cation-nt

Sitio esterasico  Ser200, Glu327 e His440 Reacdes de hidrélise
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1.8 N-Acil-hidrazonas

A funcdo N-acil-hidrazona foi caracterizada como uma estrutura privilegiada, que
por defini¢do é aquela subunidade que € capaz de fornecer pontos de ligagdo para vdrios tipos

distintos de biorreceptores.

As modifica¢des das subunidades ligadas as suas funcdes acila e imina resultam
em varios derivados, que tem a habilidade de modular uma vasta diversidade de alvos
moleculares. Essa funcdo corresponde a fusdo entre subunidades de amida e imina (Figura
10), que s@o grupos passiveis de interacdes com receptores, que compreendem tanto receptor

como de doadores de ligacao de hidrogénio.

Subunidade N-acil-hidrazona

Receptor de H

n

O
;l)ku/'“\g/%
U ¢
Doador de H

Figura 10. Estrutura das N-acil-hidrazonas.

No ultimo século, apenas seis patentes divulgando derivados N-acil-hidrazonica
para fins terapéuticos foram publicadas, e somente em 2010, essa subunidade comecou a

~ ~ . Arips s 103
receber alguma atenc¢do real em relagdo ao seu potencial terap€utico.

As universidades brasileiras e chinesas foram identificadas como os principais
candidatos a patenteadores, especialmente para candidatos a farmacos para tratamento de dor
cronica, distirbios inflamatérios e cancer.'® Apesar da sua escassez entre farmacos
aprovados, a subunidade estrutural acil hidrazonica estd presente na estrutura do dantroleno

(ver Figura 12),"™ fiarmaco utilizado para tratamento de hipertermia maligna.

No entanto, muitos grupos de pesquisa t€m investigado compostos baseados na

funcdo N-acil hidrazona, devido a facilidade de se preparar série de derivados com grande
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variedade estrutural, explorando a fécil condensag@o de hidrazidas e aldeidos ou cetonas via

catélise 4cida ou bdsica, ou ainda, irradia¢do por microondas.

Apesar da sua natureza mimética peptidica, a estabilidade quimica da funcdo N-
acil-hidrazona frente a hidrélise, é superior quando comparada a amida ou imina. Outra
caracteristica deste grupo € que as mudancas conformacionais em derivados N-acil-

hidrazonicos podem ter perfil bioativo diferente. A ligacdo amida pode ter as conformacdes

BN

sinperiplanar (sin) ou antiperiplanar (anti),'” em relacio a orientacdo da carbonila e

nitrogénio da “amida” (Figura 11). Ainda, a ligacdo imina apresenta isomeria E/Z. 106

(A) (B)
j\ o}
R N H
N NS
H R
Sin Z
fe) O
H M NR
Anti E

Figura 11. Variagdes da estrutura da N-acil-hidrazona: A) conformacdes da amida

anti e sin; B) configuracdes E e Z da imina (C=N).

As modificagdes das subunidades ligadas a ambas as fungdes acil e imina
realizadas nos ultimos anos tem resultado em vdarios derivados de hidrazdnicos que sdo
capazes de modular diferentes alvos moleculares, proporcionando uma variedade
surpreendentemente ampla de propriedades terapéuticas como antibacteriana,107 anti-

1

. L. 108 . A 10 . . 110 .. . 111
inflamatoria, = anticancer, o antiviral, = antimicrobiana, ~ entre outras. Alguns exemplos

estdo apresentados na Figura 12.
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N CHa
HO

N
N

\N/ (@] N/N\
O I |
AN N/N
2-naftohidrazida \_§ H

Dantroleno OH anti-inflamatorio
Hipermetermia maligna Tiofeno-2-carbohidrazida
Anti-cancer
OH —s
N~ 0
OxNH —©—§~NH NH
o o N:<
HO OH Benzenesulfonamide
OH anti-HIV
2,4-hidroxibenzo-hidrazida Antimicrobiano
anti-viral

Figura 12. Compostos bioativos contendo a fungdo N-acil-hidrazona com

diferentes perfis farmacoldgicos.
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2 Objetivos
2.1 Gerais

O nosso laboratério vem trabalhando em estratégias para o desenvolvimento de
candidatos a farmacos para o tratamento da DA.'"> O presente projeto tem por objetivo
realizar a sintese e a caracteriza¢do de uma série de acil-hidrazonas derivadas da 4-quinolona,
assim como a avaliacao de seu efeito sobre a atividade da acetilcolinesterase ¢ modulagao do
processo de fibrilagcdo do peptideo S-amildide. Além disso, tendo como alvo o peptideo f-
amiléide, propomos o preparo e caracterizacio dos complexos formados entre a acil-
hidrazona com os fons metédlicos de Cu (II) e Zn (I[) com o fim de avaliar a capacidade

quelante das acil-hidrazonas.
2.2 Especificos
De forma sintetizada, os objetivos dessa tese sdo:

1. Preparo e caracterizacdo de acil-hidrazonas derivadas da 3-carboxi-4-quinolona.

2. Andlise estrutural e conformacional das acil-hidrazonas utilizando experimentos de
RMN 'D e D (homonuclear e heteronuclear).

3. Avaliagdo bioldgica dos compostos sintetizados utilizando dois alvos moleculares
relacionadas a DA: AChE e peptideo f-amildide.

4. Identificar o tipo de inibicdo induzida pelas acil-hidrazonas sobre a atividade da
acetilcolinesterase, através de estudos de cinética enzimatica.

5. Avaliar os resultados de inibi¢do bioldgica da AChE por docking molecular.

6. Sintese e caracterizacdo dos complexos de cobre e zinco das acil-hidrazonas derivadas
da 3-carboxi-4-quinolona.
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3 Metodologias
3.1 Quimica

A rota sintética usada para a obten¢do dos compostos estd esquematizada no
Esquema 3. A 3-carboetoxi-4-quinolona (1) é o intermedidrio chave para obten¢do das acil-

hidrazonas.

O O
O e N
/\O
NO, DEEMM
\& o o / método B
Método A
étodo | N
N
H
/ 1
o o O O
N/NH2 N,NwAr
I R ArCHO I
- N
N H
2 acil-hidrazonas

Esquema 3. Estratégia para a obten¢do das acil-hidrazonas alvo desse estudo.

A quinolona 1 foi preparada por dois métodos distintos. O primeiro deles (Método
A), consistiu em uma sequéncia de trés etapas, a partir do aduto de Morita-Baylis-Hillman
derivado do 2-nitro-benzaldeido, por uma metodologia desenvolvida por Coelho e

13

1 ; 4 ~ .
colaboradores, ” e o segundo (Método B), através de uma condensacdo entre anilina e

dietil(etoximetileno)malonato (DEEMM). ''*

A hidrazida 2 foi preparada por método relatado na literatura,'"” a partir da 3-
carboxi-4-quinolona em etanol, na presenca de hidrazina monohidratada (50 %). A hidrazida
2 ¢é convertida a acil-hidrazona pretendida, por uma reacdo de condensacdo com o
correspondente aldeido aromético, utilizando método previamente relatado na literatura com

. e - 11 . . ~ .
modificacdes.''® Os detalhes dos procedimentos e discussdo dessas metodologias, se
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encontram na parte experimental e discussdo dos resultados, respectivamente. Os complexos
acil-hidrazonicos foram preparados pela adicdo de sais de cobre ou zinco a uma solug¢do do

ligante (acil-hidrazonas), conforme procedimento geral descrito na literatura.'"’

Na tentativa de realizar a caracterizacao e determinacdo dos modos de ligagcao
aos sitios de coordenacdo da acil-hidrazona com o fon metdlico Cu (II) e Zn (II) foram
utilizados os seguintes métodos: IV, RMN, espectrometria de massas, termogravimetria e

analise elementar.

Todos os compostos preparados neste trabalho foram analisados utilizando os
seguintes métodos espectroscopicos: IV, RMN 1D e 2D dos niicleos de 'H e "°C. Para a acil-
hidrazona derivada do 4-nitrobenzaldeido foram conduzidos experimentos de RMN 'H a alta
temperatura para verificar a presenca de rotameros e, por conseguinte, a determinacdo da
temperatura de coalescéncia. Além disso, realizou-se experimentos de HMBC 'H-"N para
duas acil-hidrazonas isoméricas derivadas do nitro benzaldeido (2 e 4-nitro benzaldeido) e

NOESY para determinagdo da estereoquimica.

3.2 Avaliagdo biolégica das acil-hidrazonas
3.2.1 Medida da atividade da AChE in vitro (Método de Ellman)

Os ensaios para avaliacdo da atividade anticolinesterdsica foram realizados
através do método colorimétrico descrito por Ellman er al,'"™ utilizando AChE de

Electrophorus electricus (electric eel) - Type VI-S (Sigma-Aldrich).

Para o acompanhamento da taxa de hidrélise, a enzima foi ressuspensa em
tampao Tris/HCI, 50 mM, pH 8 e diluida até uma concentragdo final de 1 U/mL. O reagente
de Ellman foi preparado diluindo-se DTNB em tampao Tris/HCI (1 mM). O substrato iodeto
de acetiltiocolina foi utilizado em uma concentracio de 0,8 mM (substrato iodeto de
acetiltiocolina - ATC; Aldrich Chem. Co.). Resumidamente, 125 pL de DTNB 10 mM, 50 pl
de H,O Milli-Q, 25 pl de AChE 1 U/mL e 30 uL de tacrina 2,5 uM foram adicionados em
uma microplaca de 96 pogos. Apds 15 minutos de incubacdo a 25 °C, 30 uL de substrato
(ATC 0,8 mM) foram adicionados. A leitura foi realizada a 415 nm a cada 30 s por 5 min em

um leitor de placa (MicroplateReader Model 680, Bio-Rad Laboratories, UK).
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Todos os experimentos foram feitos em triplicata. O padrdo para inibicdo da
acetilcolinesterase no teste de Ellman foi a tacrina, um conhecido inibidor de

acetilcolinesterase.

Para determinacdo da percentagem de inibi¢do, medidas de absor¢cdo foram
tomadas, utilizando um gradiente de concentragdo. A concentracdo inibitéria minima para
reduzir a atividade enzimdtica em 50% (ICsp) foi calculada usando-se o programa Graph Pad

Prism 6.0e/ou Origin 8.'"

3.2.2 Determinacio do tipo de inibicao sobre a AChE (cinética enzimatica)

O estudo foi realizado medindo-se a atividade enzimadtica sobre o substrato
acetiltiocolina (ATC) em quatro concentracdes diferentes (0,1, 0,25, 0,5, 0,75 mM), na
auséncia e na presenca das acil-hidrazonas inibidoras (200, 100, 50, 25 e 12,5 uM). A partir
disso, os graficos duplo-reciproco de Lineweaver-Burk (1/V versus 1/[S]) foram construidos
utilizando o programa Microsoft Excel®, a fim de estimar K, ¢ V4 € determinar assim, o
tipo de inibicdo de cada composto-teste (acil-hidrazona). As reacdes foram realizadas em

duplicata.

3.2.3 Docking molecular

A minimizagdo de energia dos ligantes propostos neste trabalho foi realizada
com o pacote do programa Gaussian 09, empregando o método semi-empirico Austin
Model (AM1)."*! O docking molecular foi realizado no programa Autodock Vina'** e, por
ultimo, a validagdo da ancoragem foi feita com o ligante E2020 (donepezila, DON) ancorado

na enzima 1EVE.pdb pelo método de redocking.

3.2.4 Efeito das acil-hidrazonas sobre a formacao de fibrilas do peptideo p-amildide.

A avaliacdo do efeito das acil-hidrazonas sobre a formagao de fibrilas f-amiléide
foi feita pelo teste de emissdo de fluorescéncia da tioflavina-T (ThT), com excitagdo a 450 nm

. 123,124
e emissao a 485 nm. “”

Uma solugdo de cada acil-hidrazona em DMSO (0,2 mM) foi adicionada ao filme
peptidico (6 mM)’ e a solugdo resultante, sonicada por 10 min. Ap6s este periodo, adicionou-

se 29 uLL de HCI 10 mM ao meio (Composto-teste + Af4» + DMSO + HCl). O peptideo Aps
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na presenca de HCI € utilizado como controle (Afs; + DMSO + HCI) de formacdo de fibrilas
e o peptideo A em DMSO € usado como branco (Afs, + DMSO). Apds a primeira leitura

(to), a placa é incubada por 24 h a 37 °C e, em seguida uma nova leitura € realizada ap6s 24 h

(t24).

Com a formacao das fibrilas em meio acido, a fluorescéncia deverd aumentar apds
24 h. Na presenca de um inibidor, por sua vez, espera-se que a formagao de fibrilas do
peptideo SA diminua. Isso é verificado pela diminui¢do da emissdo de fluorescéncia da
tioflavina T. O percentual de inibicdo (% I) é calculado pela férmula abaixo, onde, ty4 € a

emissao apos 24 h e ty a emissao inicial, conforme férmula seguinte.

1% =Mx100

Ly
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4 Resultados e Discussao
4.1 Desenvolvimento de acil-hidrazonas como inibidor multi-alvo da DA

Estudos preliminares com diversas estruturas contendo a subunidade 3-
carboetoxi-4-quinolona nos incentivaram a explorar o potencial dessas quinolonas como
agentes que pudessem interagir com alvos para o desenvolvimento de farmacos para a doenga

de Alzheimer, no caso, acetilcolinesterase e peptideo f-amiloide.

A 3-carboetoxi-4-quinolona (1, Esquema 1) inicialmente foi planejada com base
na estrutura da tacrina (THA), potente inibidor da AChE, que, embora tenha sido utilizada

. . . . . < .. 12
como farmaco anti-DA, foi retirada do mercado devido 2 sua elevada hepatotoxicidade.'>

sitios para coordenac&o com cations M2*

AN
O O
NH, Q /\
(@)
O = O = O
N7 N N
H
THA 4-quinolona 1

ICs = 70uM (AChE)

Esquema 1. Planejamento da 3-carboetoxi-4-quinolona, tendo a tacrina (THA)

como prototipo.

A ideia consistiu em simplificar a estrutura da tacrina, removendo a por¢ao
cicloexanica do nucleo tetraidroacridinico. Considerando que na DA, ha um aumento da

~ . <1 2 2
concentragio de fons metdlicos Zn~" e Cu™"

no SNC, foi introduzido um grupo
carboxila/carboetoxi, visando explorar a capacidade quelante das duas carbonilas,
aumentando a potencialidade do composto 1, um protétipo para o desenvolvimento de

farmacos para a DA.

Em 2013, da Silva''® sintetizou e avaliou a quinolona 1 quanto ao efeito
inibitério sobre a AChE, obtendo um ICsy de 70 uM. Estudos de ancoramento molecular
(docking) realizado no programa Molegro Virtual Docking mostraram que as quinolonas

interagiam com o sitio catalitico da AChE de maneira semelhante a tacrina (Trp84 ou Trp86).
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Na Figura 13 observa-se as poses de interacdo da 4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-

acido carboxilico com o sitio ativo da AChE (1E66.pdb e 1B41.pdb).

A observacdo mais importante desses estudos de ancoragem molecular € que o
ligante quinolona interage com dois residuos do sitio esterdsico, Trp84 (Trp86) e Trp334
(Trp337), através de uma interacdo do tipo m- stacking com o primeiro residuo, semelhante ao
feito pela THA (Figura 14), e uma segunda interagdao com o Trp334 (Trp337), através de uma
ligacdo de hidrogénio. Adicionalmente, hd outra ligacdo de H com His440 que compde a

, L 126
triade catalitica.

. . ‘. 110b
Anteriormente, também em nosso laboratério, Huber e colaboradores

estudaram o efeito de 4-quinolonas sobre a fibrilizacdo do peptideo Af, monitorando a
formacdo das fibrilas do peptideo S-amiléide por microscopia de forca atdmica (MFA),

emissao de fluorescéncia da tioflavina-T e eletroforese.

Nesse estudo, verificou-se que a quinolona 1 é capaz de reduzir a formacdo de
fibrilas em cerca de 50%. Com o estimulo desses resultados e pelo fato de que o grupo
quinoldnico tem pouca citacdo na literatura,'”’ decidimos explord-la como protétipo para o

desenvolvimento de inibidores mais potentes.
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Figura 13. A - Visdo frontal da interacdo da quinolona com o sitio Trp84 da
AChE 1E66; B - Visdo perpendicular da Interacdo da quinolona com o sitio Trp86 da AChE
humana 1B41.
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Figura 14. A - Vista frontal da estrutura da tacrina minimizada; B - Intera¢do m-

stacking da THA com Trp86 da AChE humana 1B41.

A proposta para esses novos andlogos consistiu em desenvolver outras quinolonas
que pudessem atuar como duplo-ligantes para a enzima AChE, considerando a importancia de
seus dois sitios ligantes: o catalitico e o periférico, inserindo na estrutura dos compostos a
serem estudados, grupos funcionais que pudessem se complementar aos principais residuos de

triptofano presentes nesses dois sitios enzimaticos.

Para tal fim seria necessario uma estrutura contendo um espagador, que permitisse
o posicionamento adequado da por¢do quinoldnica e uma porg¢do hidrofébica “terminal”, para

interagir com o sitio periférico.
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Dentre as diferentes possibilidades de espacadores, a fungdo acil-hidrazona, ja
comentada, foi selecionada para desempenhar esse papel (Figura 15). Além da funcdo de
espacador, considerou-se também, a possibilidade de haver interacdes adicionais com outros

residuos de aminodcidos posicionadas entre os sitios ligantes da enzima.

interacdes adicionais

Sitio periférico (PAS)
Sitio catalitico

o o //T

JJ\N’NQ/ NN

| H

N
H

L _| Espagador

Figura 15. Estrutura geral proposta para os compostos-alvo desse estudo,
indicando a fun¢do de cada uma de suas subunidades. (R = grupos doadores e receptores de

eletrons).

A estrutura proposta criou também a expectativa de acdo sobre outros alvos
importantes na Doenca de Alzheimer. Em relacdo a interacdo com o peptideo Af, ja havia
sido descrito o papel do nicleo quinol6nico na inibicdo da formacdo de fibrilas desse
peptideo. Hzb

Assim, a manutencao dessa subunidade estrutural pode permitir a manutengdo da
atividade inibitéria da formacdo de fibrilas. Outro aspecto importante é o papel das duas

. ., . A . , 21: 12
carbonilas do nicleo quinolénico como grupos capazes de coordenar fons metalicos.'*

Dada a simplicidade de sintese de acil-hidrazonas e a possibilide de interferir no
processo de dois alvos moleculares, inibicdo da AChE e no processo de fibrilizagdo do
peptideo f-amildide, seria possivel preparar uma série de derivados acil-hidrazénicos com
potencial a candidatos multi-alvo para o desenvolvimento de farmacos para a DA.
Possivelmente, esta série acil-hidrazonica terd potencial inibitério ainda melhor que as

observadas nesse estudo prévio com as quinolonas.
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4.2 Quimica

4.2.1 Obtencao da 4-0x0-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de etila (1)

A 4-oxo-1H-quinolina (1) € um intermedidrio sintético fundamental para a
obtencdo das acil-hidrazonas. Nesse projeto, a quinolona foi obtida por dois métodos
distintos. O primeiro método utilizado foi via reagdes consecutivas de ciclizagdo de um aduto

de Baylis-Hillman e posterior redu¢do do N-6xido.

Com o objetivo de otimizar tempo e custo optamos pela tentativa de uma segunda
metodologia para a obten¢do da quinolona. Com esse fim, entdo escolhemos uma nova
metodologia baseada na literatura, no qual a 4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de etila
1 é preparada em uma Unica etapa com a anilina reagindo com dietil(etoximetileno)malonato
(Método B). Mais detalhes sobre os aparatos sintéticos, descricdo expectroscopica e

mecanismo reacional serdo descritos nos topicos a seguir.
4.2.1.1 Método A: obtencao da 4-o0xo-1H-quinolina via MBH

O primeiro método (Método A) foi feito em trés etapas utilizando a reacdo de

Morita-Baylis-Hillman (MBH) tal como mostra o Esquema 2.1%

OH O
O

o o
OH O P
X (0) O/\
H o7 _b : c |
a _— e _—
— N
NO, NO, i
4

5

-z®

®O

3

Reagentes e condi¢oes. " acrilato de metila, DABCO, ))) , 8h, t.a., 80 %.; b 4cido
trifluoroacético, 20 h, 70-75 °C, 80-90 %; © Mo(CO)s, EtOH, 43 min, 25 °C, 65 %.

Esquema 2. Preparo da 4-oxo-1H-quinolina 1 via aduto MBH

Na primeira etapa, o 2-nitro-benzaldeido 3 foi convertido ao correspondente aduto
de MBH 4 em 80% de rendimento, pelo tratamento com excesso de acrilato de metila, na

presenca do catalisador 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO) em irradiacao de ultrassom.

O mecanismo proposto da reacdo de MBH (Esquema 3), especificamente para o 2-
nitrobenzaldeido, considera que em uma primeira etapa ocorre uma adi¢do de aza-Michael

reversivel do catalisador DABCO (I) ao sistema olefinico a,f-insaturado do acrilato de metila
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(II) levando a formacdo do enolato III. Este, por sua vez, sofre uma reacdo alddlica com
nitrobenzaldeido 3 levando as estruturas IV-a. A partir dessa etapa de formacdo do produto
aldol (IV-a), hé algumas interessantes discussdes quanto ao mecanismo da rea¢do que leva a

formacdo do aduto de MBH 4.1

L. . . 131
Duas propostas mecanisticas mais aceita foram estudadas por McQuade'' e

Aggarwall32 (Esquema 3). De acordo com McQuade, uma segunda molécula de aldeido €
adicionada ao produto de aldol, de modo a formar o intermedidrio hemiacetal. A transferéncia
de prétons envolve um estado de transi¢do ciclica de seis membros e, na sequéncia, O

catalisador e um subproduto dioxanona sao eliminados para formar o aduto de MBH 4.

Estudo cinético e tedrico de Aggarwal,13 0 por sua vez, considera que ocorre a
autocatdlise na etapa de transferéncia de protons. Desse ponto, espécies proticas (aduto ou
solventes) auxiliadas por uma ligacdo de hidrogénio pode levar ao intermediério ciclico.
Nesse ponto da reagdo considera-se que ha uma etapa de prototropia que leva a uma interacao
com outra molécula de DABCO. O intermedidrio se degrada levando a formacdo de um novo
zwiterion (V). Este, por sua vez, se degrada levando a regeneracdo do catalisador e assim
conduz a formacdo do f-hidroxi-a-metileno carbonilado 4 desejado. Em ambos os casos, o
intermedidrio hemiacetal ciclico formado parece ter um papel importante na etapa de

transferéncia de prétons.

. . 33 .
Mais recentemente Plata e Singleton™ propuseram um mecanismo de MBH
diferente, no qual a via de transporte de protdns € refutada. Ao invés disso, um mecanismo de

equilibrio dcido-base € proposto tendo como base estudos de RMN e célculos tedricos.
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Esquema 3. Propostas mecanisticas de McQuade, " Aggarwal,132 e Singleton]33

para a formacgao do aduto de MBH.

Como a conversao nio catalisada de III a VI-b ndo € sustentavel devido a

. g~ N . L, . 134 . .
conhecida lentidao de transferéncia direta de préton 1,3-intramolecular.””™ Logo, seria mais

provavel que VI-a, pode reagir em uma reagdo acido-base formando I'V-b.

estrutura de transi¢ao (VI).

Nessa proposta de Singleton considera-se que IV-a ou IV-b, conduzem a

131 ~ . o .
Para a formacdo da proposta desse intermediario VI, considera-
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se que o ion metdxido pode realizar a desprotonacdo o C-H, ou ainda, pode realizar uma
interacao intramolecular com a hidroxila. Em ambos os casos, o solvente metanol acelera a
reacdo mediando a reacdo acido-base. Todas as estruturas de transicdo obtidas nesse estudo
conduzem ao intermedidrio zwitterion VI. Este, por sua vez, rearranja-se eletrdnicamente

liberando DABCO e conduzindo ao aduto de MBH (4) desejado (Esquema 3).

Feitas as consideragdes sobre o mecanismo da reagdo de MBH, passamos a
andlise estrutural. Tendo o produto desejado em maos (4), este foi caracterizado por métodos
espectroscopicos. Destacando-se, no espectro de infravermelho, as absorcdes da C=0 e C=C
conjugadas, em 1722 cm™ e 1633 cm™" respectivamente, além da absor¢do em atribuida 2

ligacdo O-H em 3394 cm™ .

No espectro de RMN de 'H, foram observados dois singletos em & 6,20 e 6,37
ppm, integrando para 1H cada um, correspondentes aos hidrogénios vinilicos.
Adicionalmente, observa-se dois singletos, um pequeno e largo correspondente ao hidrogénio
carbindlico em 6 3,42 ppm, e outro longo em o 3,73 ppm, integrando para 3H, correspondente
ao grupo metila do éster, além dos sinais dos hidrogénios aromaticos como esperado. Como
esperado, o espectro de RMN de C mostrou sinais caracteristicos do aduto de MBH 4
formado. Destacando-se dentre estas, as absor¢des em o 67,8 (CH-OH), 126,5 (CH»,=C) e
166,4 (C=0). Todos os dados espectroscopicos sdo compativeis com os descritos na

. 134
literatura.

Dando sequéncia a sintese da quinolona, o aduto de MBH 4 foi convertido ao N-
6xido S na presenca de 4cido trifluoroacético (TFA) em 90 % de rendimento. De acordo com
0 mecanismo proposto por Kim e colaboradores,'” essa reacdo de ciclizagdo envolve a
protonacdo do oxigénio do grupo nitro (VII), levando ao intermediario VIII, que cicliza para
formar o N,0-acetal ciclico IX. A abertura do anel de cinco membros resulta no f-oxoacrilato
X, que novamente cicliza gerando o precursor XI, que aromatiza formando o N-6xido S

(Esquema 4).
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. . 135 . 1. ~
Esquema 4. Mecanismo proposto por Kim e colaboradores ™ para ciclizacao do

aduto de MBH levando ao N-6xido 5.

O espectro de infravermelho apresentou como principais absor¢des as bandas em
3448 e 1707 cm'l, atribuidas ao estiramento da ligacdo hidroxila e a carbonila de éster,
respectivamente. No espectro de RMN de 'H do N-6xido observa-se o desaparecimento da
absor¢do dos prétons vinilicos, e o aparecimento do singleto em 6 12,75 ppm atribuido ao
préton da hidroxila ligada ao anel quinolina. Observa-se tambem um sinal em 6 8,73
quinolinico em posicdo alfa ao grupo N-6xido. No espectro de RMN de "°C, por sua vez, nio
foi detectado o sinal do carbono carbindlico em 67,8 ppm, do material de partida. Foram
detectados um CH em & 145,5 ppm correspondente ao carbono em posi¢do o a0 grupo nitro
da quinolona, bem como absor¢do de carbonos das carbonilas do éster e da quinolona em o

165,0 ppm e 6 172,3 ppm , respectivamente.

Tendo em maos o N-6xido S5, foi possivel dar seguimento ao protocolo de sintese
da quinolona. Nesta etapa, 5 foi submetido a uma reducdo utilizando quantidades

estequiométricas de hexacarbonilmolibdato em etanol, sob refluxo.

Um mecanismo plausivel para a formacdo da quinolona 1 € proposto por Yoo e
colaboradores '’ para a reducdo da ligacdo N-O do grupo N-6xido de 5. O oxigénio da func¢do
N-6xido de S faz um ataque ao molibdénio, deslocando um ligante CO. O intermediério
formado decompde para gerar a 4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de etila 1, em 65%

de rendimento. A funcdo éster sofreu uma reacdo de transesterificacdo com o solvente etanol,
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de modo que ndo foi observada a formacdo da correspondente 4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-

carboxilato de metila.

OH O

N N0 Mo(CO)s o~ 0= =Mo(CO)g

@_ -CO @®_

N N EtOH

o® :

5 - Mo(CO)s 1

Esquema 5. Etapas envolvidas na formagdo da 4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-

carboxilato de etila 1, na presencga de hexacarbonilmolibdénio.

Tendo o N-6xido 5 em maios, partimos para a sintese da 4-oxo-1,4-
diidroquinolina-3-carboxilato de etila (1) desejada. Pela andlise do espectro no IV do produto
de reacao, verificou-se o aparecimento da absorcao em 1682 cm™ caracteristica de C=0 da 4-

0x0-1,4-diidroquinolina e a absor¢do em 1705 cm™ atribuida 2 C=0 do grupo éster.

No espectro de RMN de 'H do produto de reagdo observamos um singleto em &
9,38 ppm atribuido ao hidrogénio em posicao alfa ao grupo nitrogénio quinolinico. Além dos
sinais tipicos de hidrogénios aromaticos, observa-se também o aparecimento de um quarteto
em 0 5,34 ppm, integrando para 2H, e um tripleto em 6 2,20 ppm, integrando para 3H. Estes

sinais sdo correspondentes aos hidrogénios do grupo etila.

O espectro de RMN de ""C apresenta como sinais mais caracteristicos da
formacdo do produto, dois carbonos quaternarios em oc = 171,7 e & = 167,5 ppm, atribuidos
respectivamente as carbonilas da cetona e do éster, respectivamente. Também visualizamos os
sinais correspondentes aos grupos metileno (CH;) e metila (CH3) da por¢do etila em 6 64,81 e

0 12,23, respectivamente.

No inicio do trabalho, toda a 4-oxo-1H-quinolina 1 utilizada na obten¢ao das acil-

hidrazonas foi preparada por essa sequénica de etapas.



69

4.2.1.2 Método B: obtencao do niicleo 3-carboetoxi-4-quinolona via condensa¢do com

DEEMM.

Com o objetivo de otimizar tempo, custo e rendimento reacional, foi utilizada
uma segunda metodologia. Nessa, a 3-carboetoxi-4-quinolona 1 foi preparada em uma utnica
etapa, pela cicliza¢do do intermedidrio 7 (Esquema 6), formado pelo ataque nucleofilico da
amina da anilina 6 ao carbono mais eletrofilico do dietiletoximalonato (DEEMM).137 Embora
a caracterizacdo do intermedidrio 7, tenha sido dificultada devido sua rdpida decomposic¢ao,
foi possivel separa-lo por cromatografia de coluna em silica gel e identifica-lo por ressonacia
magnética nuclear do préton. O dados obtidos do espectro de RMN 'H do intermedidrio 7 estd

de acordo com dados relatados por Banerji et al.'?®

0._0
N o o
NH, 0._0 a A | b o~
O™ o S 2
SO AN O ©/ ~ H
6 o )
DEEMM - -

Reagentes e condig¢oes. " DEEMM, A, 1h; ® difenil eter, 120 °C, 24 h
Esquema 6. Reacdo para obtencio da quinolona 1 via DEEMM

Considerando o mecanismo dessa reacdo, apresentado no Esquema 7, a amina
aromdtica 6 age como nucléofilo atacando o carbono f-insaturado do DEEMM que é
altamente eletrofilico formando o zwiterion XII. Este sofre rearranjo formando o
intermedidrio XIII que possui uma carga entre duas carbonilas. Isto dar a possibilidade de
ressonancia eletronica, o que dar a este intermedidrio certa estabilidade. Este intermediario
XIII, por sua vez, tem a capacidade de restabelecer a ligacdo dupla, liberando um etéxido
levando a formagao do intermedidrio IX. Reagdo dcido-base com etoxi forma o intermedidrio

7 que pode pode ciclizar-se formando a quinolona 1.
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Esquema 7. Mecanismo da reacio em DEEMM para obten¢do da quinolona 1

.. .. 13
via intermedidrio 7. '*°

4.2.2 Obtencao da 1,4-diidroquinolona-3-carboidrazida (2)

Tendo em maos a quinolona 1 chave para o preparo das acil-hidrazonas desejadas,
deu-se prosseguimento a sintese das acil-hidrazonas, preparando a hidrazida 2 (Esquema 8).
Esse composto foi obtido por uma reacio de adi¢ao nucleofilica e eliminagdo em carbono sp2
da quinolona 1 com excesso de hidrazina monohidratada (50 %). A hidrazida 2 foi obtida

como um solido amarelo nao cristalino em 80 % de rendimento.

o o o o
N . NH2
r © NH,NH, H,0 r N
— H 80%
N EtOH, 50-55°C, 12 h N
H H
1 2

Esquema 8. Obtencdo da hidrazida 2 a partir da quinolona 1.

Na andlise do espectro de IV observa-se o desaparecimento da absor¢dao em 1705
cm’ caracteristica de C=0 de ésteres a,f-insaturados. Em contrapartida observa-se um sinal
em 1676 cm™ caracteristico de uma absorcdo de C=0 de amida. No espectro de RMN 'H em
DMSO-ds confirmou-se a estrutura da hidrazida pela presenca de sinal de proton
caracteristico em 10,74 ppm atribuido ao H da amida formada, embora ndo tenha sido

detectada absor¢ao correspondente aos prétons do grupo NHo.
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O espectro de RMN de C também mostrou sinal caracteristico da carbonila da
hidrazida formada. Visualiza-se a absor¢do da carbonila amidica em o 164,6 (C=0).
Adicionalmente, o espectro de HMBC de 2 confirma a formacdo da ligacdo amida pela
correlacdo encontrada do préton da amida (Hj;;) com a carbonila da amida (Ver anexo -
Figura 61. Expansdo do espectro de HMUBC I3C-IH (400/100 MHz, DMSO-d6) da hidrazida 2.)
Os demais sinais observados no espectro sdo equivalentes ao niicleo quinoldnico e estdo de

. 140
acordo com a literatura.
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4.2.3 Obtencao das acil-hidrazonas

A reacdo da hidrazida 2 com aldeidos aromaticos com diferentes padrdes de
substituicdo permitiu a preparagdo da série de derivados acil hidrazénicos 9-20. A reacdo
ocorreu em refluxo de etanol, com tempo reacional variando de 12 a 18 h. Os rendimentos

quimicos se encontram na Tabela 4.

Tabela 4. Estrutura das acil-hidrazonas preparadas e seus respectivos

rendimentos.

0O o

NH, ArCHO 110

N L NSAAT
N| ! M | H 63 a 90%
v EtOH, A E
A 3

12-18h 9.20

Acil-hidrazona Cadeia lateral (Ar) Rendimento (%)

9 Fenila 68
10 4-clorofenila 72
11 3-clorofenila 63
12 2,3-diclorofenila 65
13 4-nitrofenila 90
14 2-nitrofenila 84
15 4-metilsulfonilfenila 63
16 4-metiltiofenila 85
17 4-(2-tiofenila) 79
18 4-metoxifenila 84
19 4-trifluorofenila 90
20 3.,4-(dimetilenodioxi) 85

Pela andlise por espectrometria de massas, o percentual de erro de massa ficou
entre 0,002 e 0,009 %. Como ndo obtivemos monocristais dos compostos sintetizados nao foi

possivel realizar andlise por Difracdo de Raios-X.
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A caracterizagdo estrutural foi feita por andlises espectroscopicas de IV, RMN 1D
e 2D de 'H e *C. De um modo geral, as estruturas das acil hidrazonas foram identificadas
devido ao aparecimento de sinais caracteristicos. Principalmente, devido a presencga do sinal
do préton da ligacdo imina (N=CH), na regido em torno de & 8,50 ppm. Além disso,
observaram-se sinais do grupo arila substituido. Nas acil-hidrazonas, o sinal do préton do
nucleo quinolonico proveniente da hidrazida 2 € modificado pelo ambiente quimico tornando-
se mais desblindado. Desse modo, espera-se que esse sinal apareca em valores de & ainda
mais altos. Como previsto, esse sinal aparece em torno de & = 13,5 ppm, enquanto que na

hidrazida esse sinal era em 10,74 ppm, como j4 dito anteriormente.

Com o objetivo de estudar detalhes estruturais relevantes como estereoquimica e
conformacgdo, experimentos de RMN 1D e 2D (Homonuclear e heteronuclear) foram
realizados. A formacdo de possiveis isOmeros conformacionais poderia ser estudada por
andlise espectral de RMN de '"H em DMSO-ds em diferentes temperaturas e para andlise
tridimensional experimentos de NOESY. Outra possibilidade estrutural interessante que
deveria ser considerada era a obtencdo de compostos tautoméricos devido a possivel
interconversdo imina-enamina. Os dados obtidos deste estudo encontram-se discutidos nos

topicos a seguir.
4.2.4 Anailise estrutural das acil-hidrazonas por RMN 1D e 2D

No estudo realizado com as acil-hidrazonas sintetizadas foram considerados trés
aspectos relevantes: o primeiro, foi a detec¢do nos espectros de RMN de 'H de todas as acil-
hidrazonas sintetizadas, de dois singletes entre 13,30 e 14,28 ppm, referentes ao préton da
amida (Figura 16). A duplicacdo do singleto pode estar relacionada a presenca de rotameros
do grupo amida. Segundo, a possivel presenca de isomeros E ou Z em relag@o a configuragao
da ligagdo C=N (B) e, por ultimo, a presenca ou ndo de tautdmeros do tipo imina-enamina

©).
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Figura 16. Variacdo da estrutura dos ligantes considerando os dois seguintes
pontos: A) conformagdes da amida anti e sin; B) configuracdes E e Z da imina (C=N); C)

tautOmeros imina-enamina.

A estratégia utilizada para relacionar as absorcdes dos sinais duplicados em torno
de 13,50 ppm foi a realiza¢do de experimentos de RMN utilizando o método de coalescéncia
dependente do aumento da temperatura.141 Com o aumento de temperatura hd um aumento da
liberdade rotacional da ligacdo N—C(O) e assim, os confOrmeros rotacionais se interconvertem
cada vez mais ripido. A velocidade de interconversdo entre estes conformeros passa a ser tao

rapida que o duplo sinal pode tornar-se apenas um unico sinal no espectro de RMN.

Assim, poderemos encontrar a temperatura de coalescéncia que € exatamente a
temperatura, na qual ha a fusdo dos dois picos encontrados em torno de 13,50 ppm do
espectro de RMN e, com essa evidéncia confirmamos a presenca de rotameros
conformacionais das acil-hidrazonas. Com tal fim, usando essa estratégia dependente de
temperatura, foram realizados experimentos de RMN 'H do composto  N-4-
(nitrofenil)metilideno]-4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboidrazida 13 a 25, 80 e 120 °C. O

resultado dos espectros obtidos encontra-se na Figura 17.
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Figura 17. Expansdo dos espectros de RMN 'H da acil-hidrazona 13 em DMSO-
de nas seguintes temperaturas a) 25 °C b) 80 °C e ¢) 120 °C.

Observou-se que a 25 °C (a) hd dois singletos correspondentes ao hidrogénio H-
12 em 13,20-13,75 ppm. Essa mesma caracteristica foi observada para os sinais dos prétons

de H-2 e H-14 em 8,30-8,88 ppm.

A medida que a temperatura aumenta, observou-se a coalescéncia gradativa destes
sinais de 80 °C (b) a 120 °C (c). A completa coalescéncia, com o aparecimento de apenas um
pico aconteceu a 120 °C. O aumento da temperatura permite que a energia necessdria para
vencer a barreira rotacional seja alcancada rapidamente, conduzindo a uma rdpida
interconversdo entre os conformeros.'** Como todas as acil-hidrazonas apresentam uma
duplicagdo do singleto na regidio da amida, por inferéncia acreditou-se que 0s compostos
hidrazonicos sintetizados se apresentam como rotameros em DMSO-ds, a temperatura

ambiente.

A respeito da ligacdo C=N da funcido imina, duas configuracdes E e Z sdo
possiveis, mas para esta sé€rie acil-hidrazonica, ndo se detectou mistura desses isOmeros
configuracionais, pois ndo hd duplicacdo de sinais nos espectros de RMN. Portanto, apenas

um dos isomeros foi obtido. Tendo como meta definir a estereoquimica relativa da acil-
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hidrazona, foi realizado o experimento de NOE (Nuclear Overhauser Effect), no qual &

possivel observar as relacdes espaciais da molécula.

No espectro de NOESY para a acil-hidrazona 14, observamos correlacio espacial
semelhante (Figura 18). Esse espectro do composto 14 foi selecionado para apresentacio
devido a uma menor quantidade de sinal de ruido comparado ao isémero 13. Dentre as a
transferéncia de magnetizacdo no espectro de NOESY observadas, destacamos as correlagdes
do hidrogénio da amina (H-12) e o préton de um dos tautdomeros ligado a imina (H-14)

destacado em azul. A principio, existem duas possibilidades estruturais para esse acoplamento

variando a conformacio e configura¢do conforme apresentadas na Figura 19.

No entanto, para que essa correlacdo ocorra € ainda mais provdvel que os protons
devem estar do mesmo lado por serem espacialmente mais proximos. Essa informagio €

compativel com a configuragdo E da ligacdo C=N da imina.
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Figura 18. Expansdo do NOESY da acil-hidrazona 14.
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Figura 19. Possibilidades de acoplamento entre os prétons da funcdo acil-

hidrazona nas estruturas conformacionais da acil-hidrazonas: anti-Z, anti-E, sin-E € sin-Z.

Desse modo, a partir do experimento de NOESY realizado com os isomeros 13 e
14 da acil-hidrazona foi possivel definir a estereoquimica da configuracdo E da ligacdo C=N
da imina. Assim, sugere-se por inferéncia que as acil-hidrazonas preparadas devem ter
configuracdo E para a ligacdo imina. Para a total caracterizacdo das acil-hidrazonas, os
espectros 'H-""N HMBC dos isdmeros nitro-arométicos 13 e 14 foram adquiridos (Figura

20).
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Figura 20. Expansao do espectro 2D HMBC de >N das acil-hidrazonas 13 e 14
na regidao de 7,0 — 9,5 ppm.

A andlise revelou espectros semelhantes, exceto pelo fato de que para o composto
acil-hidrazona com o grupo nitro na posicao 4 do anel aromdtico (13) foi possivel visualizar
todos os nitrogénios presentes. Ao passo que, no espectro da acil- hidrazona 14 nao
observamos o nitrogénio da fun¢@o nitro. O estudo de RMN usando o efeito NOE permitiu
constatar que o hidrogénio ligado a fun¢do imina deve estar do mesmo lado que o grupo 2-

nitro aromadtico, o que € compativel para a configuragdo E.
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Tendo em mdaos todas estas evidéncias espectroscOpicas, concluimos que

conseguimos sintetizar as acil-hidrazonas com a configuracgdo E.
4.2.5 Complexos de acil-hidrazonas
4.2.5.1 Estudo da capacidade quelante dos compostos acil-hidrazonas

Outra abordagem terapéutica bastante explorada no contexto amiloidogénico ¢é
baseada na capacidade quelante dos compostos com os fons metdlicos de cobre e zinco
chamados de agentes de atenuacdo de interagdo metal-proteina (metal—protein attenuating

compounds), conforme apresentado na introdugdo desse trabalho.'*?

Nesse contexto, merece destaque o composto clioquinol, um composto que

contém o esqueleto 8-hidroxiquinolina que alcancou a fase 2.4

e tem sido um protétipo
bastante explorado na busca de novos farmacos contra a doenca de Alzheimer na ultima
década.'” Esse conhecido quelante de estrutura 8-hidroxiquinolina foi previamente relatado
por reduzir a formacdo de Ap e restaurar a homeostase de fons metdlicos, além de melhorar a

cognicdo em modelos de DA de camundongo.'*°

O esqueleto hidrazénico'’ e quinol@nico148 tém sido explorados dentro desse
contexto. Acreditamos que este estudo poderia ajudar a entender como potencializar a
interacdo do ligante com o peptideo amildide. Dada as justificativas, propomos o estudo e
avaliacdo das acil-hidrazonas quanto a inibicdo da AChE e possivel modula¢do metélica para

inibi¢do da fibrilizacdo do peptideo AS-amildide.
4.2.6 Preparo de complexos de cobre e zinco

Iniciou-se a preparagdo dos complexos metdlicos com a acil-hidrazona 13,
adicionando acetato de Zn>* ou Cu”* a uma solucfo etanélica do ligante (acil-hidrazonas 13).
Foi necessario aquecer, em funcdo da baixa solubilidade da acil-hidrazona.'"” Na tentativa de
realizar a caracterizagdo e determinacdo dos modos de ligacdo da acil-hidrazona foram
utilizados os seguintes métodos: IV, RMN, espectrometria de massas, termogravimetria e

analise elementar.



80

4.2.6.1 Espectro no Infravermelho dos complexos de cobre e zinco e do ligante

Na Figura 21, estdo apresentados os espectros no IV da acil-hidrazona 13
comparado aos dos complexos metdlicos de Zn e Cu formados denominados com as siglas 13-

Cu e 13-Zn, respectivamente.
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Figura 21. Espectros de IV da acil-hidrazona 13 (linha preta) e dos complexos

metalico de cobre (linha vermelha) e zinco (linha azul).

Comparando o espectro de IV do material de partida 13 com os espectros dos
complexos de zinco e cobre obtidos, observa-se uma nitida mudanga. Observou-se que os
comprimentos de onda das absor¢des caracteristica da func¢do carbonila das acil-hidrazona e
quinolona nos complexos de zinco e cobre (13-Zn e 13-Cu) sdo menores que no material de
partida (13). Ou seja, a absorcdo caracteristica da C=0 do anel quinoldnico apresenta-se

deslocada para regido de menor energia nos espectros dos complexos.

Na Tabela 5, observa-se que a absorc¢do das carbonilas da hidrazida e quinolona
no material de partida 13 foi de 1646 e 1626 cm™, respectivamente, enquanto que as mesmas
bandas de absor¢do no complexo de zinco (13-Zn) foram de 1622 e 1592 cm™ e no complexo

de cobre (13-Cu), 1590 e 1561 cm’, respectivamente. Estas mudancas podem ser uma
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evidéncia de coordenac¢do da mesma com o metal. Observa-se também, que outras absor¢des

no IV foram pouco alteradas.

Tabela 5. Bandas caracteristicas de IV (cm'l) da acil-hidrazona (13) e dos

correspondentes complexos de Cu (13-Cu) e Zn (13-Zn).

v (cm™) 13 13-Zn 13-Cu
C=0-HN-N= - 3470-3448 -

C=0-NH 1646 1622 1590
C=0 (quinolona) 1626 1592 1561
C=N 1508 1506 1522
C=C 1475 1476 1458
NO; 1336 1335 1343
N-N 1298 1292 1300

4.2.6.2 Caracterizacao por RMN do complexo de Zinco

Dando continuidade a caracterizacdo do complexo de zinco, um estudo por RMN
foi realizado. Na Figura 22, temos a expansio da regido do espectro de RMN 'H em DMSO-
ds do complexo de zinco e do ligante 13 entre 7,0 e 15,0 ppm. A comparacdo entre os
espectros de RMN da acil-hidrazona 13 e do complexo de Zn (II) obtido mostra que sem
didvida houve mudanga de ambiente quimico. As principais diferencas sdo o aparecimento de
um sinal de hidrogénio adicional, alargado e curto em & 8,99 ppm (s,1H) que deve ser

proveniente da hidroxila formada a partir da tautomerizac¢do da carbonila da quinolona (C-4).
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E, ainda a diminui¢do do sinal duplicado da amida (NH-12) em 13, 62 ppm. Sugere-se que
ocorre reorganizagdo do atomo de hidrogénio e um par de elétrons por tautomerizacgdo,
restaurando-se a aromaticidade do nicleo quinoldnico e formando-se a estrutura 13-OH. A

tautomerizacdo quinolona-hidroquinolina ja foi relatada na literatura. 149
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Figura 22. Expansdo dos espectros de RMN de 'H do ligante 13 ¢ do complexo
de Zn (II) na regido de 7,0 a 15 ppm.

No RMN do complexo de zinco (13-OH) na Figura 22, observou-se que 0s
prétons ligados ao anel aromdtico da quinolona e da porcdo 4-nitro-fenila sdo praticamente
conservados, exceto pelo desaparecimento do sinal intenso do préton H-2 em & 8,88 ppm do
ligante 13 ¢ o concomitante aparecimento de um sinal de préton bem curto e alargado em 6
8,99 ppm que foi atribuido ao H-4. O préton H-2, por sua vez, aparece junto com os protons

aromadticos (H-18,19) em ¢ 8,36 ppm (m,3H).
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Como estratégia para esclarecimento dessa hipdtese, o espectro de RMN de Be
foi adquirido, no entanto nao apresentou resolu¢do minima para estabelecer alguma conclusao
devido ao ndo aparecimento de todos os carbonos esperados. Provavelmente devido pouco
tempo de aquisicao no experimento de RMN junto a um problema de baixa solubilidade das
acil-hidrazonas e precipitacdo do material no tubo de RMN. Este foi um problema que
tivemos em todo o desenvolvimento desse trabalho. Como informagao adicional, o RMN do

complexo de cobre nao foi realizado dado a propriedade paramagnética desse metal.

4.2.6.3 Espectro de massas de alta resolucao dos complexos de zinco e cobre

No estudo de espectrometria de massas, foram detectadas espécies relativas ao
ion molecular para ambos os complexos de zinco e cobre, considerando a acil-hidrazona 13-
Zn como um ligante bidentado, em funcdo das observagdes no IV. As espécies com relacao
massa/carga (m/z) = 398,9558 e 400,0165 para os complexos de cobre e zinco,

respectivamente, foram detectadas, além de outras espécies carregadas.

No espectro de massas do complexo de zinco (Figura 23) observou-se varios
ions moleculares monocarregados (M" + 1), destacando-se dentre estes os complexos de razio
m/z = 400,9725 e 434,9367. A presenca do pico m/z 735,0925, sugere que o zinco esta ligado

a duas moléculas da acil-hidrazona.
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Figura 23. Espectro de massas do complexo de zinco com a acil-hidrazona 13.
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Os espectros de massas por ESI no modo positivo dos complexos de zinco e cobre
sao semelhantes e revelam a presenga de ions bidentados, preferencialmente, e outros picos de
massas resultado da dissociacio do mesmo. Na Figura 24, encontram-se propostas de
estruturas para os picos de razdo m/z encontrados no espectro de ESI-MS em modo positivo

para o complexo de zinco. Espécies similares foram encontradas no espectro de cobre.

® NO,
OH O 'T'
H
_ N |
C17H1NsO4* O 2©
Massa exata: 337,0931 NO, O/ \O
Massa encontrada: 337,0538 | Qt)
o
OH O NO. N
X N -~ H
H,
[©)
HN7 13-zn NO,
C14H12N4O4" Ca4H23NgOgZn*
Massa exata: 264,0853 Massa exata: 735,0925
Massa encontrada: 264,0249 Massa encontrada: 735,0134

Figura 24. Proposta de estruturas para os picos (M+1) de ions encontrados no

espectro de andlise alta resolu¢ao utilizando ESI em modo positivo do complexo de zinco.

4.2.6.4 Analise termogravimétrica

A andlise termogravimétrica (TGA) com o complexo de cobre (13-Cu) foi

. . . .1
realizada em atmosfera oxidante com taxa de aquecimento de 10 °C min".

De acordo com as curvas TGA (Figura 25), ha uma perda de 6,15% da massa até
99 °C, que pode ser atribuida a eliminacdo de dgua adsorvida no complexo. A partir de 220
°C até aproximadamente 366 °C, hd uma perda de massa que totaliza aproximadamente 76 %,
correspondente a decomposi¢do do ligante que ocorreu em duas etapas (220 — 310 °C e 310 —
366 °C). A massa residual que ndo foi completamente degradada (18 %), pode ser atribuida a

formacao de 6xido de cobre (CuO), uma vez que a medida foi feita sob atmosfera oxidante.
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Figura 25. Curva termogravimétrica do complexo da acil-hidrazona 13 com o

cobre.

Tendo em vista esses dados, a primeira proposta € que o ligante acil-hidrazona se
ligue ao metal diretamente através das duas carbonilas tal como mostra a Figura 25(13-Zn).
Essa proposta corrobora com dados da literatura obtidos anteriormente em nosso grupo de

pesquisa por Huber et al.'™

Os complexos metdlicos de zinco e cobre contendo o nicleo quinolona conectado
covalentemente ao centro metalico foram obtidos com proposta de estrutura similar. No
entanto, considerando a alteracdo na absor¢do da C=N no infravermelho para o complexo de
cobre, esse complexo recebe uma proposta diferente da do zinco. As propostas das estruturas

dos complexos 13-M (M = Cu ou Zn) encontram se na ¢
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Figura 26. Propostas para as estuturas dos complexos entre a acil-hidrazona 13

com o zinco (13-Zn) e com o cobre (13-Cu).
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Apesar de vdrias tentativas de recristalizacdo para ambos os complexos
sintetizados, ndo foi possivel a obtencdo dos cristais simples (monocristais) para um futuro
estudo de Cristalografia de Raios-X, assim como realizar a andlise elementar, que nao foi
conclusiva. As andlises no infravermelho, espectrometria de massas, RMN de préton e
carbono e dados termogravimetricos ndo permitiu a completa caracterizagdo dos complexos
de cobre e zinco tendo como ligante a acil-hidrazona 13. No entanto, nos permite propor que a
estrutura do ligante deve ser do tipo bidentada, e que o metal se liga a duas moléculas de acil-

hidrazona.
4.3 Efeito das acil-hidrazonas sobre a AChE

4.3.1 Medida da atividade anticolinesterasica

Os ensaios para avaliacdo da atividade anticolinesterdsica foram realizados

151,152 1. .
L, utilizando tacrina como

através do método colorimétrico descrito por Ellman et a
controle positivo. O principio do teste envolve a medida da taxa de reacdo de hidrélise da
acetiltiocolina (ATC) que é acompanhada pela continua reacdo entre tiocolina e acido 5,5°-
ditiobis-2-nitrobenzdico (DTNB) que produz um 5-tio-dinitrobenzoato, de coloracao amarela
(Figura 27). A taxa de producdo do anion € medida pelo método espectrofotométrico a 415

nm.
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Figura 27. Reagdes envolvidas na detec¢ao da hidrélise da ATC no Método de

Ellman.
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Dos resultados obtidos, os percentuais de inibi¢ao enzimatica dos compostos acil

hidrazonicos testados na menor concentracdo estudada (12,5 uM) e os cdlculos de ICsg

calculados pelo programa GraphPad Prisma estao apresentados na Tabela 6.

Tabela 6. Valores de ICs obtidos no ensaio de inibicao in vitro da AChE.

Acil-hidrazona  Cadeia lateral (R) ICsp (uM=£SD)
9 Fenila 4,1+0,1
10 4-clorofenila 13,6%0,2
11 3-clorofenila 1,3%

12 2,3-diclorofenila 17,4%0,3
13 4-nitrofenila 10,2+0,2
14 2-nitrofenila 1,2%

15 4- metilsulfonilfenila -

16 4-metiltiofenila 8,5+0,1
17 4-(2-tiofenila) 3.5%

18 4-metoxifenila 6,1+0,1
19 4-trifluorofenila 0,0072%*
20 3,4-(metilenodioxi) 0,0058**
1 - 70
Tacrina - 0,04%*!

Desvio padrio: *SD <0,02; ** SD<0,001; *I Controle

Todas as acil-hidrazonas sintetizadas sdo mais potentes que a 3-carboetoxi-4-

quinolona 1 (ICsy = 70 uM), que foi o protétipo no planejamento destas acil-hidrazonas que

tem em sua estrutura o nucleo quinoldnico. Em sintese, todas as acil-hidrazonas foram

capazes de inibir a AChE com ICs, de 0,0058 a 17 mM, destacando-se as acil-hidrazonas 19 e

20. A natureza eletronica do substituinte do anel aromético ndo parece influenciar de modo



88

significativo o efeito da acil-hidrazona sobre a atividade da acetilcolinesterase. Observa-se,
por exemplo, que a presengca de um grupo retirador de elétrons, como o grupo nitro, ndo é
determinante para a atividade, uma vez que a acil-hidrazona 13 (Ar = 4-nitrofenila) € quase 10
vezes menos potente que a acil-hidrazona 14 (Ar = 2-nitrofenila). Além disso, a acil-
hidrazona 15, contendo o grupo (4-metilsulfonil)-fenila nem mesmo teve o seu ICsy
determinado devido a inibi¢cdo pouco significativa sobre a enzima na concentragdo mais baixa

estudada.

As acil-hidrazonas 16 e 18, cujos substituintes no anel aromético da por¢do imina
sdo doadores de elétrons, 4-metoxi e 4-metiltio, respectivamente, sd3o as menos potentes.
Entretanto, a diferencga entre a poténcia, expressa pelo ICsy ndo € muito grande. Assim, nada
foi possivel afirmar sobre a relacdo estrutura-atividade. Um estudo com um maior nimero de
estruturas de acil-hidrazonas com ligantes doadores e receptores de elétrons nas posi¢des orto,

meta € para nos permitiria uma melhor exploracdo dessa tematica.

Considerando os resultados promissores de inibi¢ao da AChE obtidos com as acil-
hidrazonas seria interessante verificar o mecanismo de acdo pelo qual ocorre a inibi¢do da
AChE. Com este fim, foi feito um estudo cinético da a¢do das acil-hidrazona sobre a inibi¢ao

da AChE.

4.3.2 Cinética enzimatica

O estudo cinético foi conduzido a partir de dados da hidrdlise do substrato
actiltiocolina (ATC). Esse estudo foi realizado com as acil-hidrazonas 11, 14, 19 e 20 por
apresentar os melhores resultados de ICso. O efeito da concentracdo do substrato sobre a
velocidade da enzima na presenca de diferentes concentracdes de inibidores foi avaliado pela

equacgao Michaelis-Mentem.

Utilizaram-se cinco diferentes concentragdes do substrato ATC (10 a 75 uM)
contra diferentes concentragdes dos compostos acil-hidrazonas (0,2, 0,1, 0,05, 0,025 e 0,0125
mM). A medida que a concentragdo do substrato aumenta, a enzima satura-se e a velocidade
da reacdo atinge o seu valor maximo. Embora em baixas concentracdes de substrato o
comportamento da equacdo se mantenha linear, curva-se a medida que aumenta a

concentracdo de substrato tornando-se uma hipérbole.
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Por essa razao, utiliza-se o método de linearizagdo da equacdo de Michaelis-
Menten, dando como resultado o gréifico de Lineweaver-Burk. O grafico de Lineweaver-Burk
ou representacdo de duplo reciproco € a forma mais comum de demonstrar os dados da
cinética enzimdtica.'”

O estudo realizado permitiu estimar os valores da constante de Michaelis-Mentem
(Kin) e da velocidade maxima (V.x) através da equagdo da reta de Lineweaver-Burk, abaixo
representada. Estes parametros cinéticos dao informagdes sobre o modo de inibicao da
atividade enzimadtica pela acil-hidrazona. K,, € a concentracdo de substrato necessdria para
que a velocidade de reacdo alcance a metade da velocidade maxima (Vpax) € Vmax, pOr sua

vez, ¢ a maxima velocidade atingida durante a reagao.

L Km 11
Vmax Vmax [S] Vmax

Equacao 1. Equacdo de Lineweaver-Burk

Organizando os dados obtidos desse estudo de inibicao enzimdtica da AChE pela
acil-hidrazona 11 na Tabela 7, as equagdes da reta obtida para cada concentracdo (0,0125 -
0,2 mM), assim também como os respectivos valores de V. € Ky. O coeficiente de
correlagio (R?) de todas as equacdes da reta foram préximo da unidade, o que indica que este

estudo apresenta boa correlagdo entre 1/[S] e 1/V.

Analisando os parametros cinéticos Vmax € Ky na Tabela 7, podemos afirmar que
a maioria das acil-hidrazonas apresenta o mesmo tipo de mecanismo de agdo, isto €, as acil-
hidrazonas 11, 14 e 20 se ligam, preferencialmente no mesmo local do substrato natural,
acetilcolina e, portanto, apresentam mecanismo de a¢do do tipo competitivo, tendo em vista

que K;, aumenta com a concentragdo e Vp,x se mantém inalterada.
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Tabela 7. V nax € Ky, obtidos da equacgdo de Lineweaver-Burk.

Concentracao (mM) Equacao da reta V max Km RZ

Substrato y =0,1298x + 8,9164 0,1122 0,015 0,9951
0,0125 y =0,3108x + 8,8856 0,1125 0,035 0,9895
0,025 y = 0,3464x + 8,8795 0,1126 0,039 0,9895
0,05 y =0,3776x + 8,8786 0,1126 0,043 0,9924
0,1 y = 0,4609x + 8,9367 0,1119 0,052 0,9976
0,2 y =0,6203x + 8,9277 0,1120 0,069 0,9932

No entanto, para a acil-hidrazona 19 observamos um comportamento diferente
dos parametros cinéticos, no qual os valores de K, € Vy.x diminuem. Desses parametros,
concluimos que este inibidor apresenta modo de inibicdo conhecido como misto ou nao

competitivo.

Inclusive, o nome “inibi¢do mista” se origina dessa mistura de comportamento
dos mecanismos competitivo € ndo competitivo. Esse modo de ligacdo com a enzima tanto
altera a atividade catalitica como a ligacdo do substrato com a enzima, de modo que V .

.. . .. . 154
diminui e K,, pode aumentar ou diminuir."

Na Tabela 8, encontra-se os tipos de inibi¢do encontrados nesse estudo baseado

na alteracdo dos valores de Ky, € Vi, para as acil-hidrazonas 11, 14, 19 e 20.
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Tabela 8. Tipos de inibi¢do baseado na alteracdo dos valores de Ky, € Vi para as

acil-hidrazonas 11, 14, 19 e 20 e os modos de inibic¢ao.

Acil-hidrazona Tipo de inibicao

11 Competitiva
(Km T € Vmax ndo altera)
14 Competitiva
(K T € Vmax ndo altera)
19 Inibidor misto
(K T € Vimax diminui)
20 Competitiva

(K 1T € Vmax ndo altera)

Na Figura 28, temos a representacdo do duplo reciproco resultado do teste de
inibicdo da AChE com as acil-hidrazonas 19 e 20. Para cada concentra¢do do substrato temos
uma representacdo em linha reta cujo calculo € baseado na equacao de Lineweaver-Burk, em
ambos os casos. Observam-se facilmente as diferengas entre os mecanismos de inibicao

competitivos e ndo competitivo (ou mista), respectivamente.

As diferencas entre os gréficos de Lineweaver-Burk dos compostos 19 e 20 sio
evidentes. Observa-se que para a acil-hidrazona de mecanismo misto 19 todas as retas
cruzam-se a esquerda do eixo 1/Vy, enquanto que para a acil-hidrazona de mecanismo
competitivo 20 esse encontro das retas ocorre exatamente sob o eixo 1/Vy. Assim, a partir

dessas observacoes fica evidente que estas possuem tipo de inibi¢do diferenciada.
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Figura 28. Gréfico de Lineweaver-Burk para inibicdo da AChE pelas acil-
hidrazonas 19 e 20.

Desse estudo concluiu-se que a maioria das acil-hidrazonas atua com mecanismo
do tipo competitivo, exceto a acil-hidrazona 19 que atua com mecanisSmo misto ou nao

competitivo.
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V max ndo altera

Inibidor competitivo

Inibidor (1) se liga no mesmo local do Substrato
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Afeta o local de agdo do complexo enzima- substrato

Figura 29. Esquema do mecanismo de interagc@o entre o inibidor (19 e 20) com a

enzima AChE; A) Inibicdo competitiva e B) Inibi¢do ndo-competitiva ou mista.

No mecanismo de inibicdo competitiva, o inibidor age no mesmo sitio do
substrato natural (sitio catalitico). Neste caso, hd uma competi¢@o entre o substrato natural e o
inibidor, afetando a formacdo do complexo [ES] como mostrado na Figura 29. Como K, é
um parametro caracteristico da interacdo enzima e substrato,'™ este é aumentado porque a
afinidade do inibidor com a enzima € elevada, requerendo uma maior concentracdo de

substrato para atingir a metade da velocidade maxima.
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No modo ndo competitivo, por sua vez, o inibidor ndo atua diretamente no sitio
catalitico. Ele pode ligar-se a outro sitio da enzima modificando a sua conformacdo e
impedindo a catdlise enzimatica de forma indireta. O inibidor misto, por sua vez, pode alterar
a formacdo do produto tanto pela ligacdo direta no sitio catalitico, quanto por uma interacao

em outro sitio.

No estudo realizado nesse projeto, ndo foram identificados inibidores do tipo
incompetitivos, ou seja, um tipo inibicdo na qual a ligacdo do inibidor ocorre no complexo
enzima-substrato [ES], e ndo tem afinidade pela enzima livre. O complexo formado (ESI) é

cataliticamente inativo. Isso se reflete em alteragdes dos valores de Ky, € Vpax.

Desse modo, este estudo de cinética das acil-hidrazonas sob a inibicdo da AChE
mostrou que maioria das acil-hidrazonas agem de forma competitiva quanto ao sitio de acao

da enzima AChE. Dentre estes somente a acil-hidrazona 19 comportou-se com inibicao mista.
4.4 Estudos de ancoramento (docking) molecular

Docking molecular é uma técnica de quimica computacional amplamente utilizada
no processo de design de farmacos baseado em estrutura. Nesse contexto, o Structure-Based
Drug Design (SBDD) € uma parte essencial da quimica medicinal moderna que tem sido

usada tanto na academia quanto na industria farmacéutica.

O acoplamento molecular ligante-receptor é realizado com o intuito de prever e
classificar a estrutura do complexo intramolecular. Nesse estudo € possivel visualizar

interacdes quimicas, assim como também obter suas afinidades de ligagdo.

As afinidades de ligagdo (AG) sdo calculadas teoricamente usando a fungdo de
pontuacdo predefinida dos programas com base nas interacdes dadas associadas a cada
conformacgdo. As funcdes de pontuacdo na maioria dos programas sdo usadas para avaliar os
contatos entre &tomos de proteina e ligante para cada pose de ligacdo e classificd-los com base
em suas interagdes ndo covalentes, como ligagdes de hidrogénio, contatos nao-polares (Van

der Waals), forcas de repulsao e parametros de solvatagao.

Para o estudo de docking molecular, nds seguimos a seguinte sequéncia de passos.

Primeiramente, realizamos o preparo dos ligantes acil-hidrazonico para o ensaio in silico.
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Depois disso, executamos de fato ao docking molecular e para a validagdo dos parametros

utilizados pelo método de redocking como mostra o esquema na Figura 30.

Minimizag¢do de energia dos ligantes
Pacote do programa Gaussian 09 — AM1

l

Docking molecular
Programa Autodock Vina
Complexo da AChE (1EVE) com DON depositada no Protein Data Bank

|

Validagao da ancoragem
Método de redocking

Figura 30. Esquema do procedimento do estudo e validacdo do docking

molecular.
4.4.1 Minimizacio da estrutura dos ligantes acil hidrazonicos

As estruturas dos ligantes acil-hidrazdnicos propostos foram desenhadas e suas
respectivas energias minimizadas utilizando o pacote do programa Gaussian 09. Optou-se por
realizar a otimizacdo das estruturas dos modelos virtuais baseadas em mecénica quantica
(AM1), além de utilizar aproximagdes empiricas com a finalidade de melhorar o desempenho

do calculo tedrico.

Para cada acil-hidrazona escolhida, fizemos duas consideracdes relativas as
possiveis conformagdes e configuracdes da acil-hidrazona. A primeira quanto a conformacao
anti ou sin da amida e a segunda quanto a configuracdo geométrica E ou Z relativa a ligacao

imina (C=N), tal como mostra a Figura 31.
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Figura 31. Estruturas acil-hidrazonas Anti-E, Anti-Z e Sin-E, Sin-Z.

Desse modo, para cada ligante foram feitos quatro diferentes grupos estruturais
(Anti-E, Anti-Z e Sin-E, Sin-Z). Todas as acil hidrazonas (9 - 20) sintetizadas foram
desenhadas e minimizadas no programa Gaussian utilizando o método de mecanica quantica -
AMI1. Depois de obtidas todas as estruturas na sua conformagio mais estavel foi possivel dar

inicio ao estudo de docking molecular.
4.4.2 Docking molecular

AutoDock Vina"® é um software adequado e tido como confidvel e disponivel
sem custo para descoberta de novos farmacos, que permite o acoplamento molecular e o
rastreio virtual que foi projetado e implementado pelo Dr. Oleg Trott. O programa tem sido
bem aceito na academia e sempre sdo incorporadas inovagdes que facilitam a acesssibilidade

do programa e explicam sua alta taxa de aceitacdo.

O docking molecular foi realizado no programa Autodock Vina que opera
empregando algoritimo genético com um tnico ligante diretamente do sitio ativo da enzima,
que proporciona flexibilidade rotacional para receptores de hidrogénio, flexibilidade total do

ligante, além de proporcionar alguma flexibilidade para a proteina.

Os algoritmos genéticos aplicam idéias derivadas da genética e a teoria da
evolucgdo bioldgica ao encaixe. Os algoritmos comecgam a partir de uma populagdo inicial de
diferentes conformacdes do ligante em relagdo a proteina. Cada conformacdo € definida por
um conjunto de varidveis de estado (definidas como genes) que descrevem aspectos como a

traducgdo, a orientacdo e a conformacao do ligante em relagdo ao receptor da proteina.

O conjunto completo das varidveis de estado dos ligantes é definido como o

gendtipo, enquanto as coordenadas atdmicas referem-se ao fendtipo. Os operadores genéticos
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(mutagdes, crossovers e migracdes) sdo aplicados a populacdo para sondar o espaco

. . o C Mo e 157
conformacional, até que uma populacdo final seja atingida com funcio otimizada.

A funcdo de pontuag¢do no AutoDock € baseada na versdo United Atom do campo
de forca chamado de AMBER,"™® neste os dtomos de hidrogénio nao-polares sdo removidos
para reduzir o nimero de dtomos a serem simulados e o raio de Van der Waals do dtomo
pesado ao qual estdo conectados € aumentado em conformidade, juntamente com a
modificac¢do apropriada de sua carga parcial para preservar a carga total original. Isto significa
que tanto o ligante como a macromolécula, devem ser modelados com dtomos de hidrogénio

polares.

O Autodocking Vina pode ser operado com a ajuda de AutoDockTools (ADT) ou
usando linha de comando.'” O ADT é o modo mais acessivel, este faz parte do MGLTools,
do Laboratorio de Graficos Moleculares do Instituto de Pesquisas Scripps, desenvolvido no

Python Molecule Viewer.

Assim, o software ADT foi a interface utilizada para preparar os arquivos de
entrada. O ADT utiliza o método de célculo de carga parcial Gasteiger para célculo de carga
de proteina e do ligante. De forma geral, ADT permite a adicao ou remo¢do de hidrogénios, o
reparo de cadeias laterais de residuos incompletas, adicionando dtomos ausentes, modificacdo

da protonacdo de histidina, entre muitas outras ferramentas tteis.

O protocolo de docking molecular foi bem descrito por Morris et al.">® Trés etapas

principais estdo envolvidas nas simulacdes de ancoragem:
1) Escolha e preparacdo da proteina;
2) Preparagdo e adi¢ao do ligante a proteina;
3) Definicao do local ativo (Gride).

A estrutura tridimensional da AChE de codigo 1EVE da especie Torpedo
californica (Resolucdo: 2,5 A) de uma arraia foi escolhida por que acoplada a sua estrutura
tridimensional encontra-se a estrutura do ligante donepezila (E2020), farmaco
anticolinesterdsico conhecido como Aricept®, que € indicado para DA leve a moderada.

Assim, a conformacdo encontrada desse ligante E2020 complexado com a enzima 1EVE, as
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interacdes observadas com os residuos do sitio de acdo e as distancias nas interagdes, por
exemplo, poderiam ser utilizadas como padrio de comparagdo com os ligantes acil-

hidrazdnicos propostos neste estudo de docagem molecular.

O preparo da proteina, por sua vez, envolve a separacdo dos ligantes internos da
enzima. Isto é, retiram-se todos os ligantes organicos, cofatores e dgua que estiverem
presentes na macromolécula. Assim, os ligantes foram removidos das estruturas do arquivo
1EVE.PDB'® utilizando-se o programa Notepad'™". Problemas potenciais na estrutura da
enzima que incluem, por exemplo, dtomos de cadeia lateral ausentes, dgua adicionada, mais
de uma molécula, polaridade, dtomos desordenados com locais alternativos podem ser

156

arrumados no ADT. ™ No entanto, a estrutura tridimensional 1EVE foi mantida rigida e sem

modificagdes estruturais.

Os ligantes acil hidrazénicos em sua conformagdo mais estivel foram, entdo
preparados usando a ferramenta MGLTools.'®" O AutoDock Vina exige que o arquivo do
ligante seja escrito no formato PDBQT. Essa etapa de preparo do ligante nesse formato
envolve garantir que seus dtomos sejam atribuidos aos tipos de dtomos corretos, adicionando
taxas de carga de Gasteiger, se necessario, mesclando os hidrogénios ndo-polares, detectando
carbono aromdtico, se houver, e configurando a rotacdo de ligagdes no comando "Torsion

count".

No caso desse estudo, optou-se por manter os hidrogénios polares e a acil-
hidrazona rigida, isto é, todas as ligacOes sem livre rotacdo. A combinagdo entre configuragdo
e conformacdo € de extrema importancia para as interagdes bioldgicas. As possibilidades e
variabilidade de posi¢cdo e geometria podem alterar a capacidade da molécula interagir com o
sitio ativo e, em decorréncia disso, pode até apresentar atividade biolégica completamente

oposta.

Por tltimo, definiu-se a regidio onde o docking iria acontecer. E uma espécie de
mapas pré-calculados, dispostos em uma caixa composta por uma grade tridimensional de
pontos (grid maps). A caixa foi posicionada na regido catalitica da enzima acetilcolinesterase
na regido proxima ao sitio catalitico e periférico da AChE. As dimensdes da Grid Box no eixo

X-, Y- e Z- foram, respectivamente, 4,36 A, 72,80 A e 65,23 A. Essa coordenada foi



99

escolhida tendo como base um 4dtomo de nitrogénio do sitio catalitico (N, Trp84 —

1EVE.PDB).
4.4.2.1 Analise do docking das acil-hidrazonas com a AChE

Para a avaliacdo do docking molecular das acil-hidrazonas considerou-se os
valores de energia obtidos pelo método de docagem. Este valor de energia de docking obtido
em Kcal/mol representa o grau de afinidade de ligacdo entre o receptor e o ligante. Além
disso, considerou-se a possivel interacdo do ligante acil-hidrazénico com os principais sitios

cataliticos (Trp84) e periféricos (Trp286).

Adicionalmente, levamos em conta todas as interagdes observadas na regido do
sitio ativo (Figura 32). Os dados de interagdes observadas no ligante donepezila (E2020)
complexado com a enzima e suas respectivas distancias foram utilizados como padrdo de
comparagdo com a docagem feita com os ligantes acil hidrazonicos. As principais interacdes
entre ligante e receptor (E2020-1EVE) observadas no sitio ativo da acetilcolinesterase estao

descritas na sequéncia.

Figura 32. Visao tridimensional da estrutura E2020 no sitio ativo da 1EVE.
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Uma face do anel aromatico do ligante donepezila E2020 exibe empilhamento do
tipo m-m paralelo classico com o anel de seis membros do indol do Trp84, semelhante a

162

interacdo com a THA, " através de uma interacdo do tipo n-stacking,'® bloqueando desta

forma, a ligacdo cdtion-n da acetilcolina e, consequentemente retardando a sua hidrdlise.

. A - . C 1. . ~ .- 164
O nitrogénio carregado do anel piperidinico faz uma interagdo céition-t = com o

anel fenila da Phe330, com distincias médias de 3,9 a 4,5 A entre o nitrogénio e os carbonos

1.161

do anel.”™" Estes dados sugerem que Phe330 pode servir como um local de ligacdo quaterndrio

adicional, no meio do canal, entre o local periférico e o subsitio anidnico do sitio ativo.

No topo do desfiladeiro, o anel da indanona empilha-se com o anel indélico do
Trp279 no PAS, por uma intera¢do n-cldssica com distancias entre 3,7 A -42 A. A carbonila
do anel de cinco membros da indanona, por sua vez, interage com AChE através de ligacao de

Van der Waals com os anéis aromdticos de Phe331 e Phe290.'°!

A ligagdo de Van der Waals feita pela funcdo carbonila ajuda a orientar a fracao
indanona para que seja possivel uma interacao com o anel indol do Trp279. Nao se observou

interacdo da E2020 com a triade catalitica.

Os valores de energia gerados da interacdo entre enzima e os ligantes acil-
hidrazonas obtidos nesse ensaio de ancoragem virtual, realizado no programa Autodock Vina,

encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9. Valores de energia da interacdo receptor-ligante obtida no programa
Docking Vina para as acil-hidrazonas com diferentes geometrias (NH-amida - sin ou anti) e

estereoquimica (imina sp> C=N -E ou Z).

Compostos* Cadeia lateral (Ar) Energia em Kcal/mol

Anti E AntiZ Sin E SinZ )

’ Fenila -10,5  -11,9 -10,4 -10,8 -10,7
10 4-clorofenila -10,7  -11,3 -10,8 -10,9 -10,9
11 3-clorofenila -10,8 -114 -10,9 -11,0 -10,9
12 2,3-clorofenila -10,7  -10,9 -10,6 -11,5 -10,9
13 4-nitrofenila -12,2 -11,5 -10,6 -11,6 -11,4
14 2-nitrofenila -11,0  -10,5 -11,7 -11,7 -11,2
15 4-metilsulfonilfenila -11,5 -11,1 -11,1 -9,9 -10,9
16 4-metiotiofenila -11,0  -10,9 -10,3 -10,9 -10,7
17 4-(2-tiofenila) -10,3 -9,8 -9,9 -9,7 -9,9
18 4-metoxifenila -10,9  -10,7 -10,4 -11,1 -10,7
19 4-trifluorofenila -12,0  -11,1 -10,5 -11,9 -11,4
20 3,4-(metilenodioxi)fenila  -11,3 -11,7 -11,6 -11,9 -11,6

*ligante E2020 (DON) ancorado na enzima 1EVE.pdb utilizada no redocking; Y’ = média aritmética dos valores
de energia. (Energia em Kcal/mol: -8,6, -10,8, -10,7 para THA, E2020 e DON, respectivamente).
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Para avaliar o comportamento global das estruturas € calculada a Raiz do Desvio
Medio Quadratico (Root mean square desviation, RMSD) para os sistemas, tomando como
referéncia a estrutura apds as minimizacdes. O cdlculo do RMSD de uma nova conformacao
em relacdo a todas as conformacdes previamente registradas do ligante determina se a nova

conformacdo € aceita.

No Autodock Vina, os valores de RMSD sdo devidamente calculados e registrados
no arquivo de saida padrdo gerados no final da docagem. A qualidade do ajuste foi avaliada

com base nos valores de RMSD do ligante com os seguintes intervalos:
= RMSD<1,0A, boa;
» JA<RMSD<2,0 A pose razodvel;
= 2A<RMSD<3.,0 A, pose com erros;

Ao fim do estudo de docking, 120 diferentes poses foram geradas (cada ligante
hidrazonico gerou 10 poses). As poses que mostraram valores de RMSD até uma pontuacao

acima de 2,0 foram descartadas.
4.4.2.2 Validacao do método de docagem molecular por redocking

Por tultimo, a validacdo da ancoragem foi feita com o ligante E2020 (donepezila,

DON) ancorado na enzima 1EVE.pdb pelo método de redocking.

Redocking é o processo pelo qual o ligante é extraido do cristal proteico e, em
seguida, € realizado o docking com esse ligante com 0 mesmo recep‘tor.165 Isso é realizado
para verificar se os parametros de docking utilizado para o método de ancoragem sdo

razodveis e confidveis (Figura 33).

Realizou-se o docking da estrutura da donepezila (DON) desenhando-o no
programa Gaussian View e minimizando sua estrutura no programa Gaussian 09 utilizando o
método AMI, tal qual realizamos para todos os ligantes acil-hidrazonas (DON). O resultado
para este ligante apresentou resultado similar ao redocking. Para a andlise do resultado do
docking realizado serdo consideradas as distancias de interacdo que encontramos para o

ligante donepezila complexado no cristal com a sigla E2020.
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Figura 33. Redocking do ligante DON da estrutura cristalografica 1E66 (E2020:
verde; DON redocking: vermelho, -10,7 Kcal/mol e RMSD: 0,00).

De acordo com os valores de energia encontrados na docagem, as melhores poses
considerando energia de cada conformacio e configuracdo foram as das acil-hidrazonas 19-
Anti E, 19-Sin Z e 20-Sin Z, com 12,0, 11,9 e 11,9 Kcal/mol, respectivamente. Haja vista que
as acil-hidrazonas sintetizadas tém configuracdo E, para esse estudo final do ensaio virtual
ndo serdo demonstradas as acil-hidrazonas de configuracdo Z. Embora, algumas interagcdes

sdo encontradas para todas as outras configuragdes/conformagdes.

Para demostrar os resultados obtidos foram desenhados no programa Pymol duas
poses da acil-hidrazona 19 (19-Anti E e 19-Sin E - Figuras 34 e 35, respectivamente). Dentre
as interacOes observadas em todas as acil-hidrazonas, observam-se as ligagdes de hidrogénio
entre a quinolona (NH) e nitrogénio indol do Trp84 e mais duas intera¢des de hidrogénio da

hidroxila da Tyr121.

Figura 34. Representagdo tridimensional da acil-hidrazona 19-Anti E no sitio

ativo da AChE 1EVE.
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Figura 35. Representacdo tridimensional da acil-hidrazona 19-Sin E no sitio ativo

da AChE 1EVE.

Dentre todas as interacdes observadas, se destaca na Figura 35 uma possivel
ligacdo de flior ndo-covalente entre um fldor do grupo trifluoro da acil-hidrazona 19-Sin E
com o sistema © do Trp279 (PAS) que explica perfeitamente o estudo cinético experimental

da acil-hidrazona 19.

Vimos anteriormente no estudo do mecanismo de acdo das acil-hidrazonas que
apenas a acil-hidrazona 19 demostrou o tipo de inibi¢do mista. Isto significa que, embora esse
composto tenha a habilidade de se ligar no sitio catalitico, adicionalmente € possivel que sua
interagdo com o sitio periférico seja determinate para o tipo de comportamento “misto”

apresentado neste estudo cinético.

Vale a pena destacar também que interacdes de ligacdes de halogénio apresenta
extrema relevéncia em sistemas biolégicos.'*'®” A observacio de que o ligante acil-hidrazona
19-Sin E interage com os sitios catalitico e periférico, simultdneamente, poderia melhor
explicar o seu mecanismo de inibicdo mista. Apenas a configuracdo rotacional da amida Sin
apresentou essa ligacao de flior. Todas as interacdes observadas e suas respectivas distancias

encontram-se dispostas na Tabela 10.
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Tabela 10. Interacdes quimicas no complexo ligante-proteina das acil-hidrazonas
19-Anti E e 19-Sin E no sitio ativo da AChE: tipo de interacdo, grupos que participam da

interagdo receptor-ligante e suas respectivas distancias.

Ligante Interacao Residuo do aminoacido-ligante z&ijtﬁncia
Ligacdode H  Trp84 (NH-Indol) --- (NH)-Piridin4-ona 3,9
Ligaciode H Tyrl21 (OH) --- (C=0)-Piridin-4-ona 3,9
19-Sin E Ligaciode H Tyr121 (OH) :-- (N=C)-Imina 3,9
Ligaciode H  Phe288 (NH) - (F-C)-4-Trifluorometil 4,0
Ponte de sal Asp72 (COOH) :-- (N=N-Imina) 3,4
Ligacdode H  Trp84 (NH-Indol --- (NH)-Piridin-4-ona 3,1
9-Anti E Ligaciode H Tyr121 (OH) --- (C=0)-Piridin-4-ona 4,0

Ligaciode H Tyr121 (OH) :-- (N=C)-Imina 2,9
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4.5 Estudo do efeito das acil-hidrazona sobre a fibrilizagdo do peptideo f-amildide

O monitoramento da capacidade das acil-hidrazonas de interferir no processo
de formacdo de fibrilas do peptideo SA foi realizado por medida da intensidade de
fluorescéncia em tioflavina-T (ThT).168’169 Simplificadamente, nesse método a tioflavina-T
liga-se as fibrilas do peptideo f-amildide. Estas ligacdes ThT com as fibrilas, por sua vez,

levam ao aumento da emissio de fluorescéncia.

Desse modo, com o objetivo de avaliar a habilidade das acil-hidrazonas de inibir o
processo de fibrilizacdo do peptideo p-amildide foram realizadas duas medidas neste
experimento: uma primeira medida no inicio do experimento, imediatamente apds a mistura
do peptideo amiléide na presenca do composto-teste (Filme Afs, + DMSO + HCIl + Acil-
hidrazona na concentra¢do de 0,2 mM), e uma segunda medida de fluorescéncia, apos 24 h de
incubagdo a 37 °C. O mesmo procedimento foi feito com o controle positivo (filme Af4, +
DMSO + HCI). O filme do peptideo S-amildide utilizado nesse ensaio foi preparado por

4 .z . £ . 121
método ja realizado em nosso laboratério por Nilsson et al.

Na Figura 36, observa-se um griafico em barras contendo as respectivas
medicoes de fluorescéncia no tempo inicial de medida (ty = barra azul) e apos 24 h de
incubacgdo (ty4 = barra verde) das amostras controle e das acil-hidrazonas (9-14) e (16-20).
Inicialmente, comparando as barras ty € t,4 da amostra controle observa-se que hd um aumento
da emissao de fluorescéncia apds 24 h de incubagdo a 37 °C. O aumento da intensidade de
emissdo de fluorescéncia da ThT pode ser interpretado como consequéncia de que mais
fibrilas foram se formando com o tempo de incubagdo.'’® Dai, vemos que quanto mais fibrilas
sdo formadas maior € a medida da intensidade da fluorescéncia em ThT. Por outro lado, para
todas as acil-hidrazonas observa-se o oposto, apds 24 h de incuba¢do houve uma diminuicao

da emissao de fluorescéncia.

A diminui¢do de emissao de fluorescéncia na presenca das acil hidrazinas ocorreu
com o minimo de 49% da acil-hidrazona 11, e 0 maximo de inibi¢cdo da acil-hidrazona 14
com 67%, acil-hidrazonas derivadas da 3-cloro e 2-nitro-benzaldeido, respectivamente. Este
resultado mostra que as acil-hidrazonas sao capazes de interferir no processo de formacgdo de

fibrilas do peptideo Ap».
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Emissdo de Fluorescéncia da Tioflavina

20000

10000

mt=0 mt=24h

Controle: Af4 + DMSO + HCI;
Amostra: A3, + DMSO + HCl+ acil-hidrazona (0,2mM)

Figura 36. Efeito das acil-hidrazonas (9-14) e (16-20) sobre a emissdao de

fluorescéncia (450 nm) no tempo inicial do experimento (tp) € apds 24 h de incubacio (ta4).
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5 Conclusoes

Neste trabalho foi planejada a sintese de uma série de acil hidrazonas baseadas na
estrutura da 4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de etila, que em estudos prévios havia
sido identificada como inibidor da AChE (ICsp = 70 uM). Essa 4-oxo-1H-quinolina também
apresentou efeito inibitério da fibrilizacdo do peptideo Af. Neste contexto, buscou-se nesse
projeto manter o nicleo quinolonico, porém introduzindo outro grupo capaz de interagir com
o sitio periférico da AChE. Selecionou-se a funcdo acil-hidrazona que poderia funcionar
como um espagador entre o nicleo quinolénico e um grupo aromdtico que poderia ser
complementar ao sitio periférico da enzima, constituindo-se o que é conhecido como duplo
ligante. Assim, foram sintetizadas doze acil-hidrazonas a partir da quinolina, sendo que dez
delas sdo inéditas. Os compostos foram caracterizados por Infravermelho e Ressonénica
Magnética Nuclear de 'H, “C e "N, com experimentos a alta temperatura e técnicas
bidimensionais. A andlise dos espectros indicou a presenca de isdmeros rotacionais relativos a
ligacdo amidica e permitiu a determina¢do da configuracdo E da ligacdao iminica por estudos

de RMN bidimensionais.

As doze acil-hidrazonas sintetizadas foram avaliadas frente a dois importantes
alvos para desenvolvimento de farmacos para tratar a DA: a enzima AChE e o peptideo Ap.
Com respeito a AChE, todas as acil-hidrazonas foram capazes de inibi-la com uma variacao
de ICsy de 0,0058 a 17 mM. Destacam-se entre os inibidores as acil-hidrazonas 19 e 20, com

valores de ICs( na faixa nanomolar.

Com o objetivo de entender o mecanismo da inibi¢do, foram realizados estudos
cinéticos com as acil-hidrazonas 11, 14, 19 e 20 que apresentaram melhores resultados para a
inibicdo enzimdtica. As acil-hidrazonas 11, 14 e 20 sdo inibidores competitivos, enquanto a
acil-hidrazona 19 apresenta tipo de inibicdo mista. Essas conclusdes foram tiradas a partir do

calculo de K, € Viax.

Os estudos de docking molecular foram realizados no programa Auto Docking
Vina, e os resultados foram compativeis com o resultado experimental. Os compostos mais
ativos t€ém uma boa energia de interagdo com a enzima. As acil-hidrazonas 19 e 20 interagem

com ambos os sitios da enzima, embora com energias diferentes.
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Com respeito a inibi¢do da agregacdo do peptideo f-amildide, foi observada a
diminuicao de emissdao de fluorescéncia da tioflavina, na presenca das acil-hidrazonas,
indicando a baixa concentragdao de fibrilas amildides. Os percentuais de inibi¢do variaram

entre 49 % (acil-hidrazona 11) e 67 % (acil-hidrazona 14).

Foram sintetizados dois complexos de cobre e zinco tendo como ligante a acil-
hidrazona 13. Para caracterizacgdo, fez-se a comparagdo entre os espectros do ligante precursor

(13) com os espectros dos complexos (13-Zn e 13-Cu).

Os espectros no infravermelho dos complexos revelaram um deslocamento na
banda de carbonila para menores valores de comprimento de onda. Esta evidéncia nos remete
a possibilidade de interacdo dessas carbonilas com o metal. A comparagdo dos espectros de
préton da acil-hidrazona 13 e do complexo de zinco corroborou com a premissa de que ha
uma mudanca de ambiente quimico sugerindo a formacdo do complexo de zinco. Para o
complexo de cobre (13-Cu), a andlise de TG/DTA indica duas perdas de massa, sendo

relacionadas a decomposi¢ao do ligante.

As andlises dos espectros de massas por ESI no modo positivo de ambos o0s
complexos metélicos de zinco e cobre sdo semelhantes e revelam a presenca de complexos
bidentados, preferencialmente, e outros picos de massas resultantes da dissociagdo do mesmo.
As evidéncias apontam que o ligante deve se ligar de forma bidentada com o metal, sendo que
este se liga a duas moléculas do ligante. Ndo foi possivel realizar andlise por difracdo de
Raios-X, pois os complexos se apresentaram como sélidos ndo cristalinos. Desse modo,
concluimos que hd a formacgdo do complexo metélico, no entanto, a total caracterizagdo do

complexo nao foi satisfatoria.

Os objetivos alcancados com sucesso resultaram na publicagdo do artigo da
doutoranda na revista Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 7 um periddico
especializado com indice de impacto 4.293. O trabalho também foi apresentado oralmente
no XXIV International Symposium on Medicinal Chemistry (EFMC-ISMC 2016) em
Manchester — UK. Finalmente, desse trabalho concluimos que as acil-hidrazonas sintetizadas
sdo prototipos mulit-alvo para a DA. Sua capacidade de interferir na atividade enzimatica,
pela ligacdo no sitio catalitico e no processo de fibrilizacdo do peptideo f-amildide torna esses

compostos promissores como modelos para futuros farmacos.
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7 Apéndice: Parte experimental
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7.1 Geral

Os solventes comerciais utilizados foram previamente tratados e destilados. O
tetraidrofurano foi pré-seco com hidreto de célcio e destilado. Posteriormente, foi refluxado a
partir de Na/benzofenona. Etanol e metanol foram secos com Mg/I, e, destilados a partir dos
correspondentes alc6xidos de magnésio. Os demais solventes e reagentes foram obtidos da

Sigma/Aldrich e ndo tiveram purifica¢do prévia.

O monitoramento do progresso das reacdes foi feito por cromatografia em camada
delgada (CCD) e empregou-se UV-VIS como revelador. As purificacdes e separacdes
cromatograficas dos produtos obtidos foram efetuadas com silica flash (230-400 mesh). A

sonicac¢ao foi realizada em ultrassom de 81 W e 40 KHz.

Os espectros no infravermelho (IV) foram registrados em equipamento BOMEN
modelo MBSERIES e as amostras preparadas em pastilha de KBr seco ou em filme, ou ainda,
os dados de absor¢do foram diretamente coletados da amostra sélida no espectrofotometro de
Absorcio IV (Agilent, modelo CARY 630 FTIV). Os espectros de RMN de 'H e de RMN de
BC foram adquiridos nos equipamentos da Inova 500 operando a 500 MHz para 'He 125
MHz para C; BRUKER 250 operando a 250 MHz para 'H e 62,5 MHz para BC. Os
deslocamentos quimicos sdo dados em ppm, e a multiplicidade dos carbonos determinada por
DEPT 90 e 135. Os deslocamentos quimicos (0) foram expressos em ppm, tendo como padrao
interno tetrametilsilano. Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em um
espectrometro Quadrupolo Hibridos Time-of-Flight (Q-TOF, Micromass) com fonte
Electrospray (ESI) da Waters, modelo Xevo QTof MS e as andlises termogravimétricas foram
conduzidas no equipamento Seiko, modelo TG/DTA 6200, com atmosfera oxidante (25 -

1000 °C, Taxa de aquecimento: 10 °C/min).

A nomenclatura dos compostos corresponde a nomenclatura oficial da ITUPAC
fornecida pelo programa Chemicalize.'”” A seguir, detalhados somente os procedimentos

experimentais que efetivamente conduziram a intermedidrios e os produtos desejados.
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7.2 Quimica

7.2.1 Preparacio do acrilato de metil-2-[(2-nitrofenil)(hidroxi)metila] (4)

8
OH O

3
2 9
5 10
NO
6 1 2

4

Em um baldo de 50 mL, misturou-se o 2-nitrobenzaldeido (508 mg, 3,32 mmol),
dissolvido em 5 mL de acrilato de metila (em excesso — 5,0 mmol) e o catalisador DABCO
(0,65 mmol). A mistura foi submetida a sonicacdo em um banho de ultrassom. Depois de
evidenciado o término da reacdo por CCD, o excesso de acrilato de metila foi evaporado sob
pressdo reduzida e o residuo bruto foi redissolvido em acetato de etila. A fase organica foi
lavada com solugdo saturada de NaCl, seca com Na,SO4. Ap6s a filtragdo, o solvente foi
evaporado sob pressdo reduzida e o bruto submetido a purificacdo por coluna cromatografica,
utilizando-se um gradiente de eluicdo hexano: acetato de etila até€ 50%. O aduto de MBH foi

obtido em 80 % de rendimento, como um 6leo amarelo.

IV (KBr, cm™): v 3394 (OH, NH,), 1722 (C=0), 1633 (Csp>).RMN 'H (600
MHz, CDCls): & 7,95 (dd, J = 1,25 e 8,0 Hz, H-4), 7,76 (dd, J = 1,5 e 7,75 Hz, H-7), 7,64 (td,
J=12¢75Hz, H-5), 7,44 (td, J = 1,45 ¢ 7,75 Hz, H-6), 6,37 (s, H-10), 6,20 (s, H-10), 5,73
(s, 1H-8), 3,73 (s, OCH3), 3,08 (s, OH); RMN C (150 MHz, CDCls): § 166,4 (C=0), 148,4
(C-2), 140,7 (C-3), 136,0 (CH2=C-9), 133,4 (CH2=C-10), 128,8 (CH-7), 128,70 (CH-5),
126,4 (CH-6), 67,8 (CH-OH-8), 52,2 (CH3).
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7.2.2 Preparacao do 6xido de 4-hidroxiquinolina-3-carboxilato de metila (5)

OH O
12
6 N\ \43110/
@_
! o N, 2
8 0o
©
5

Em um baldo de 50 mL, uma mistura do aduto de MBH 4 (498,1mg, 2,10 mmol)
e 3 mL de 4cido trifluoroacético (TFA), sob agitacdo magnética, foi aquecida a 70 — 75 °C. A
reacdo foi monitorada por CCD e apds 24 h foi evidenciado o término da reacdo. A solucdo
foi colocada em dgua gelada e a mistura reacional foi extraida com acetato de etila fornecendo
395,2 mg de um sélido bege apds purificacdo por coluna cromatografica. Utilizou-se como

gradiente diclorometano: metanol até 90:10. O rendimento da reagdo foi de 90 %.

IV (KBr, cm'l): v 3438 (OH), 1707 (C=0O carbometoxi), 1614 - 1438 (Cspz);
RMN 'H (500 MHz, CDCls): & 8,73 (s, H-2) , 8 8,22 (d, J = 8,0 Hz, H-6), 7,86 (d, J = 1,2 Hz,
H-8), 7,84 (d, J = 3,0 Hz, H-7), 7,52 (ddd, J = 1,2, 3,0 e 8,0 Hz, H-5); RMN *C (125 MHz,
CDCl3): § 172,3 (C=0), 165,0 (CO-C9), 145,4 (C-2), 139,46 (C0-9), 133,5 (C-7), 127.8 (CO-
10, 125,9 (CH-6), 125,6 (CH-5), 115,7 (CH-8), 107,8 (C0-10), 51,81 (CH3).

7.2.3 4-Oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de etila (1) - Método A

5 i1 12
6 1 |43110/\13
! 9'?‘12
8 H
1

Em um baldo de 25 mL contendo 194,9 mg (0,89 mol, mmol) do N-6xido S e sob
atmosfera de nitrogénio foram adicionados 5 mL de etanol anidro e 242 mg de
hexacarbonilmolibdato (VI). Esta mistura foi mantida em agitacdo e refluxo por 43 minutos,
quando entdo foi evidenciado o término da reagdo por CCD. A mistura foi resfriada até a
temperatura ambiente, filtrada e evaporada, fornecendo o composto reduzido 1 (287 mg)

como um sélido branco, em 65 % de rendimento.
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PF. 284-287 °C.

IV (KBr, cm'l): v 3101-3169 (-NH), 1705 (C=0, 4-oxo-quinolina), 1682 (C=0,
carboetoxi), 1614 — 1475 (Csp®); RMN 'H (DMSO- ds, 500 MHz): 810,10 (s, 1H, H-2), 9,38
(dd, J = 8,7 Hz ¢ 0,6 Hz, 1H, H-5), 9,15 (t, J = 8,7 Hz, 1H, H-8), 8,95 (td, J= 7,8 Hz ¢ 0,6,
1H, H-7), 8,70 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H-6), 5,34 (q, J = 7.2 Hz, 2H), 2,20 (t, J = 7,2 Hz, 3H);
RMN C (DMSO-ds, 125 MHz) 8 171,7 (C=0), 167,50 (C=0), 144,2 (CH-2), 140,1 (C0-9),
138,8 (CH-7), 131,1 (CH-6), 121,6 (C0-10), 117,2 (CH-8), 104,4 (C0-3), 65,3 (CH,), 12,7
(CHa).

7.2.4 4-Oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de etila (1) - Método B

Uma mistura de anilina (13,2 mmol, 1,2293 g) e dietil(etoximetileno)malonato
(DEEMM) (14,5 mmol, 3,1353 g) foi refluxada até que a solucdo se torne levemente
amarelada. Em seguida, foram adicionados 25 mL de difenil éter, e a solucdo foi mantida em
refluxo a 120 °C por 24 horas. Depois de evidenciado o término da rea¢ao por CCD, o difenil
éter foi destilado utilizando um sistema Kugelrohr, até que a solucao final ficasse concentrada
em aproximadamente metade do volume, formando-se um precipitado. Apds secagem do
s6lido obtido por filtragdo a vicuo e sucessivas lavagens com éter dietilico, obteve-se a

quinolona 1 como um sélido bege com rendimento de 80% (11,6 mmol).
Os dados espectroscopicos foram idénticos aos do produto obtido pelo método A.

7.2.5 Preparo da 4-Oxo-1,4- diidroquinolona-3-carbohidrazida (2):

0O o
2ol
6 [5 1NFNH,
7
N~ 2
g 11
H
7

Uma mistura equimolar da 3-carboetoxi-4-quinolona 1 (0,55 mmol) e hidrazina
monoidratada (50%, 10,28 mmol) em etanol (5 mL) foi aquecida por 12 horas. Depois desse
periodo, o solvente foi removido sob pressdao reduzida, e o bruto reacional foi recristalizado

em etanol, fornecendo a hidrazida 7, como um sélido amarelo, em 80 % de rendimento.
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PF. 280-283 °C (decomposi¢ao); IV (KBr, cm'l): v 3448-3265 (HN-C=0 e H,N-
N), 1676 (C=0, hidrazida), 1631 (C=0, 4-carboxi); RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz): 5 10.72
(s, 1H, -CONH), 8,74 (s, 1H, H-2), 8,27 (dd, J=8.4 e 1.2 Hz, 1H, H-5), 7,78 (td, J=7,5¢ 1,2
Hz, 1H, H-6), 7,47 (td, J = 7,5 ¢ 1,2 Hz, 1H, H-7), 7,68 (dd, J = 7,5 Hz, 1H, H-8); RMN *C
(DMSO-dg, 125 MHz): 6 176,16 (C=0), 164,64 (C=ONHNH?2), 143,56 (CH-2), 139,46 (CO-
9), 133,22 (CH-6), 126,41 (C0-10), 125,91 (CH-5), 125,44 (CH-7), 119,44 (CH-8), 110,80
(CO-3).

Esses dados estdo de acordo com dados relatados por Srivatava N. et al. 173
7.2.6 Procedimento geral para o preparo das acil-hidrazonas (9-20)

. . . 2 . : 1
O preparo das acil-hidrazonas seguiu o método previamente relatado na literatura,  com

algumas modifica¢des, conforme descrito a seguir.

Uma mistura equimolar do aldeido aromético (4,3 mmol) e da quinolona hidrazida 5 (4,3
mmol) foi refluxada em etanol (3 mL), sob agitacdo magnética, na presenca de 20 gotas de
piperazina por 12 h — 18 h. Apds evidenciado o término da reacdo por CCD, o excesso de
solvente foi removido sob pressdo reduzida e, em seguida, o material resultante foi filtrado a
vacuo. O solido coletado foi lavado com uma quantidade minima de etanol e seco a

temperatura ambiente.

Esqueleto acil-hidrazonico

" Todos os pontos de fusio das acil-hidrazonas foram maiores que 300 ° C.
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7.2.6.1 4-Oxo-N'-[(1E)-fenilmetilideno]-1,4-diidroquinolina-3-carbohidrazida (9)

o o

| =
N
H

Solido bege, Rendimento: 68 %.

IV (KBr, cm'l): v 3267-3057 (HN-C=0 e H,;N-N), 1680 (C=0 hidrazida), 1617
(C=0, quinolona); RMN 'H (DMSO- dg, 500 MHz) & (ppm): 13,58 (s, 1H, -CONH), 8,42 (s,
1H, H-2), 8,43 (s, 1H, -N=CH-14), 8,31 (dd, /= 8.1 e 1.0 Hz, 1H, H-5), 7,81 (td, J=8,1 e 1.0
Hz, 1H, H-6), 7,53 (td, / = 7,8 Hz e 1,0 Hz, 1H, H-7), 7,75 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-8), 7,45 (m,
3H, H-8, H-17 e H-19), 7,77 (dd, J = 7,4 e 1,4 Hz, 2H, H-16 e H-20);

RMN “C (DMSO-ds, 150 MHz): 8 176,0 (C=0), 161,5 (C=ONH), 147,8 (CH-
14), 144,4 (CH-2), 139,2 (C0-9), 134,5 (C0-15), 133,2 (CH-7), 130,1 (CH-18), 128,8 (CH-17
e H-19), 127,2 (CH-16 e CH-20), 125,9 (C0-10), 119,7 (CH-8), 109,6 (C0-3); EM (ESI+)
Calculado para C7H4N30, (M + H"): 292.1086. Encontrado: 292.1086.

7.2.6.2 4-Ox0-N'-[(1E)-(4-clorofenil)metilideno]-1,4-diidroquinolina-3-carbohidrazida
(10)

Cl
i i \/©/
N
N/ NS
[ H
N
H

Sélido bege, Rendimento: 72 %.

IV (KBr, cm™): v 3273-3026 (HN-C=0 e H,N-N), 1645 (C=0 hidrazida), 1618
(C=0, quinolona); RMN 'H (DMSO- d¢, 500 MHz) & (ppm): 13,40 (s, 1H, -CONH), 8,9 (s,
1H, H-2), 8,47 (s, 1H, -N=CH-14), 8,34 (dd, J = 8,0 e 1,0 Hz, 1H, H-5), 7,57 (td, /= 8,0 € 1,0
Hz, 1H, H-17 e H-19), 7,85 (td, J = 8,2 ¢ 1,0 Hz, 1H, H-7), 7,78 (d, J = 8,2 Hz, 1H, H-8), 7,82
(d, J = 8,6 Hz, 2H, H-16 e H-20), 7,57 (d, J = 8,6 Hz, 1H, H-6); RMN *C (DMSO-d, 125
MHz): § 176,5 (C=0), 162,0 (C=ONH), 146,9 (CH-14), 144,9 (CH-2), 139,6 (C0-9), 133.8
(CO-15), 133,5 (CH-7), 129,4 (CH-17 e C-19), 129,3 (CH-16 e CH-20), 126,3 (CO-10), 125.9
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(CH-7), 119,8 (CH-8), 110,34 (C0-3); EM (ESI+) Calculado para C;7H,CIN;0, (M + H):
326.0696. Encontrado: 326.0716.

7.2.6.3 4-Oxo-N'-[(1E)-(3-clorofenil)metilideno]-1,4-diidroquinolina-3-carbohidrazida
(1)

i i \Q\
NN cl
| H
N
H

Solido amarelo, Rendimento: 63 %.

IV (KBr, cm™): v 3265-3062 (HN-C=0 e H,N-N), 1646 (C=0 hidrazida), 1620
(C=0, quinolona); RMN "H (DMSO- ds, 400 MHz): 6 13,38 (s, 1H, -CONH), 8,86 (s, 1H, -
N=CH-14), 8,43 (s, 1H, H-2), 8,30 (dd, J = 8,2 ¢ 1,2 Hz, 1H, H-5), 7,82 (td, /= 7,0 e 1,2 Hz,
1H, H-7), 7,74 (d, J = 7,0, 1H, H-8), 7,72 (ddd, J =5.,5, 3,3 e 1,2 Hz, 1H, H-16 e H-20), 7,54
(d, 8,2, 1H, H-6), 7,50 (dd, J = 1,2 ¢ 3,3 Hz, 2H, H-17 e H-18); RMN *C (DMSO-ds, 100
MHz): 6 176,5 (C=0), 162,0 (C=ONH), 146,6 (CH-14), 144,9 (CH-2) , 139,5 (C0-9), 137,1
(CO-15), 134,0 (CO-19), 133,6 (CH-7), 131,2 (CH-18), 130,2 (CH-17), 130,1 (CH-6), 126,9
(CH-20), 126,3 (CH-16), 125,9 (CH-7), 119,6 (CH-8), 110,3 (C0-3). EM (ESI+) Calculado
para C7H3CIN3O, (M + H™): 326.0696. Encontrado: 326.0716.

7.2.6.4 4-Ox0-N'-[(1E)-(2,3-diclorofenil)metilideno]-1,4-diidroquinolina-3-

carbohidrazida (12)
O O
N cl
H

Sélido amarelo, Rendimento: 65%.

IV (KBr, cm’l): v 3265-3067 (HN-C=0 e H,N-N), 1662 (C=0 hidrazida), 1621
(C=0, quinolona); RMN 'n (DMSO- dg, 500 MHz): 6 13,52 (s, 1H, -CONH), 8,89 (s, 1H, H-
2), 8,76 (s, 1H, -N=CH-14), 8,32 (d, J = 7,8 Hz, 1H, H-5), 8,01 (d, / = 7,0 Hz, 1H, H-8), 7,83
(t, J=17,0 Hz, 1H, H-16), 7,76 (m, 2H, H-17 e H-18), 7,55 (t, J/ = 7,8 Hz, 1H, H-7); 7,50 (t, J
= 7,8 Hz, 1H, H-6); RMN *C (DMSO-ds, 125 MHz): § 173,5 (C=0), 161,9 (C=ONH),
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148,2 (C0-20), 145,5 (CH-2) , 143,2 (C0-19), 142,8 (CH-14), 141,4 (CO-15), 139,8 (C0-9),
133,4 (CH-16), 128,9 (CH-17), 128,4 (CH-18), 128,80 (CH-6), 127,1 (C0-10), 126,2 (CH-7),
126,3 (CH-17), 124,5 (CH-5), 116,8 (CH-8), 107,9 (C0-3); EM (ESI+) Calculado para
Ci7H;1CLN302 (M + H"): 360,0607. Encontrado: 361,1557.

7.2.6.5 4-Ox0-N'-[(1E)-(4-nitrofenil)metilideno]-1,4-diidroquinolina-3-carbohidrazida
(13):

N
N; NS
[ H
N
H

Solido amarelo, Rendimento: 90%.

IV (KBr, cm'l): v 3267-3067 (HN-C=0 e H,N-N), 1670 (C=0 hidrazida), 1630
(C=0, quinolona); RMN 'H (DMSO-dg, 500 MHz): 6 13,62 (s, 1H, -CONH-12), 8,84 (s, 1H,
H-2), 8,72 (s, 1H, -N=CH-14), 8,34 (dd, J = 8,0 e 1,0 Hz, 1H, H-5), 7,99 (d, J = 8,5 Hz, 2H,
H-16 e H-20), 8,31 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-17 e H-19), 7,81 (td, J = 8,0 e 1,0 Hz, 1H, H-7),
7,76 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-8 ) 7,52 (td, J = 8,0 e 1,0 Hz, 1H, H-6); RMN "°C (DMSO-dj, 125
MHz): & 175,9 (C=0), 161,9 (C=ONH), 147,7 (CH-14), 147,7 (C0-20), 145,2 (CH-2), 140,9
(CO-15), 139,7 (C0-9), 132,9 (CH-7), 127,7 (CH-16 e CH-17), 125,9 (C0-10), 125,3 (CH-18 ¢
CH-19), 125,4 (CH-6), 124,0 (CH-5), 109,6 (C0-3), 119,7 (CH-8); RMN "N (DMSO- ds, 60
MHz) & (ppm) 1454 (s, IN, NH-1), 176,0 (s, 1H, -CONH-12), 329,6 (s, IN, -N=C-13), 369,6
(s, IN, NO»-21); EM (ESI+) Calculado para C;7H2N4O4 (M + H"): 337,0937. Encontrado:
337,0963.
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7.2.6.6 4-Ox0-N'-[(1E)-(2-nitrofenil)metilideno]-1,4-diidroquinolina-3-carbohidrazida
(14):

o O
N NO,
H

Solido amarelo, Rendimento: 84 %.

IV (KBr, cm™): v 3099-3029 (HN-C=0 e H,N-N), 1672 (C=O hidrazida), 1608
(C=0, quinolona); RMN H (DMSO- dg, 500 MHz) 6 (ppm): 13,48 (s, 1H, -CONH), 8,86 (s,
1H, H-2), 8,73 (s, 1H, -N=CH-14), 8,29 (d, J = 7,5 Hz, 1H, H-5), 8,09 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-
19) 8,07 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-16), 7,82 (t, J = 7,5 Hz, 2H, H-7 e H-17), 7,74 (t, J = 7,5 Hz,
1H, H-8), 7,68 (t, J = 7,5 Hz, 1H, H-18), 7,54 (t, 7,5 Hz, 1H, H-6); RMN “*C (DMSO-dj,
125 MHz) § (ppm): 176,5 (C=0), 162,3 (C=ONH), 148,7 (C0-20), 145,0 (CH-14), 143,8
(CH-2) 139,5 (C0-9), 134,2 (CH-17), 133,7 (CH-7), 131,1 (CH-18), 129,2 (C0-15), 128,8
(CH-16), 126,3 (C0-10), 126,0 (CH-5), 125,9 (CH-6), 125,1 (CH-19), 110,2 (C0-3), 119,6
(CH-8); RMN N (DMSO- ds, 60 MHz): & 143,60 (s, 1N, NH-1), 177,10 (s, 1H, -CONH-
12), 325,29 (s, 1IN, -N=C-13); EM (ESI+) Calculado para C;7H;3N,O, M + H"): 337,0937.
Encontrado: 337,0965.

7.2.6.7 4-Ox0-N'-[(1E)-(4-metanosulfonilfenil)metilideno]-1,4-diidroquinolina-3-
carbohidrazida (15):

o o SO,CHg
N,N NS
| ®
N
H

Sélido amarelo, Rendimento: 63%.

IV (KBr, cm™): v 3261-3064 (HN-C=0 e H,N-N), 1654 (C=0 hidrazida), 1637
(C=0, quinolona); RMN "H (DMSO-ds, 500 MHz): & 13,51 (s, 1H, -CONH-12), 8,89 (s, 1H,
H-2), 8,56 (s, 1H, -N=CH-14), 8,34 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-7), 8,01 (s, 4H, H-16-20), 7,81 (td, J
= 8,1 Hz, 1,0 Hz, 1H, H-7), 7,76 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-8), 7,54 (td, ] = 8,1 ¢ 1,0 Hz, 1H, H-6),
2,23 (s, 3H, H-21); RMN “C (DMSO-dy, 125 MHz): 8 176,5 (C=0), 162,1 (C=ONH), 146,3
(CH-14), 145,0 (CH-2), 141,8 (C0-20), 139,8 (CO0-15), 139,6 (C0-9), 128,2 (CH-16 e 17),
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127,9 (CH-18 e 19), 126,3 (C0-10), 125,9 (CH-7), 125,9 (CH-6), 133,6 (CH-7), 110,3 (C0-3),
119,7 (CH-8), 43,95 (CH-21); EM (ESI+) Calculado para C;gH;5N304S (M + H"): 370,0862.
Encontrado: 370,0889.

7.2.6.8 4-Oxo0-N'-[(1E)-[4-(metilsulfanil)fenil Jmetilideno]-1,4-diidroquinolina-3-
carbohidrazida (16):
o o S\
NS
| H
N
H

Solido branco, Rendimento: 85%.

IV (KBr, cm™): v 3265-2920 (HN-C=0 e H,N-N), 1670 (C=0 hidrazida), 1630
(C=0, quinolona); RMN 'n (DMSO- dg, 500 MHz) 6 13,33 (s, 1H, -CONH-12), 8,86 (s, 1H,
H-2), 8,38 (s, 1H, -N=CH-14), 8,30 (dd, J = 8,1 ¢ 0,9 Hz, 1H, H-5), 7,80 (td, /= 8,2 Hz ¢ 0,9
Hz, 1H, H-7), 7,75 (d, J = 8,1 Hz, 1H, H-6), 7,69 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-16 e H-20), 7,52 (td, J
=8,2¢ 0,9 Hz, 1H, H-8), 7,33 (d, J = 8,5 Hz, 2H, H-17 e H-19), 2,52 (s, 3H, H-21). RMN “C
(DMSO-ds, 125 MHz): 6 176,4 (C=0), 161,9 (C=ONH), 147,6 (CH-14), 144,9 (CH-2), 141,3
(C0-20), 139,9 (C0-9), 133,3 (CH-7), 131,3 (CO-15), 128,0 (CH-16 e 17), 126,4 (CO0-10),
125,9 (CH-18 e 19), 125,7 (CH-5), 125,6 (CH-6), 119,9 (CH-8), 110,5 (C0-3), 44,3 (SCHs)
EM (ESI+) Calculado para CigH¢N30,S (M + H"): +): 338.0963. Encontrado: 338,0988.

7.2.6.9 4-Oxo0-N'-[(1E)-tiofeno-2-metilideno]-1,4-diidroquinolina-3-carbohidrazida (17)

16 17

P g w | N1s
621 N4
ANE TN X715 S
I H
7 5 N H "
2

N
8 H
1

Solido branco, Rendimento: 79 %.

IV (KBr, cm™): v 3264-3058 (HN-C=0 e H,N-N), 1645 (C=0 hidrazida), 1620
(C=0, quinolona). RMN 'H (DMSO-ds, 500 MHz) & 13,38 (s, 1H, -CONH-12), 8,84 (s, 1H,
H-2), 8,66 (s, 1H, -N=CH-14), 8,31 (d, J = 7,9 Hz, 1H, H-5), 7,80 (t, J = 8,0 Hz, 1H, H-7),
7,74 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-8), 7,68 (d, J = 4,0 Hz, 1H, H-18), 7,53 (t, J/ = 7,9 Hz, 1H, H-6),
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7,68 (d, J = 4,0 Hz, 1H, H-18), 7,47 (d, J = 3,0 Hz, 1H, H-16), 7,16 (dd, J =4,0 ¢ 3,0 Hz 1H,
H-17). RMN “C (DMSO-ds, 125 MHz) & (ppm): 176,2 (C=0), 162,1 (C=ONH), 145,4 (CH-
14), 143,1 (CH-2), 140,5 (C0O-15), 139,5 (C0-9), 133,3 (CH-7), 131,5 (CH-18), 129,3 (CH-
16), 128,4 (CH-17), 126,4 (C0-10), 125,9 (CH-5), 125,6 (CH-6), 120,4 (CH-8), 110,2 (CO-3).
EM (ESI+) Calculado para C;sH3N30,S (M + H"): 298,0650. Encontrado: 298,0672.

7.2.6.10 4-Ox0-N'-[(1E)-(4-metoxifenil)metilideno]-1,4-diidroquinolina-3-

carbohidrazida (18)
o o o<
NS
| H
N
H

Solido branco, Rendimento: 85%.

IV (KBr, cm™): v 3267-2894 (HN-C=0 e HoN-N), 1647 (C=O hidrazida), 1604
(C=0, quinolona). RMN "H (DMSO- ds, 500 MHz): & 13,20 (s, 1H, -CONH-12), 12,97 (d, J
=6,1 Hz, 1H, -NH-1), 8,82 (d, /= 6,1 Hz, 1H, H-2), 8,34 (s, J = 1H, -N=CH-14), 8,30 (d, J =
7,7 Hz, 1H, H-7), 7,81 (d, J = 8,3 Hz, 1H, H-7), 7,73 (d, J = 8,3 Hz, 3H, H-8, H-16 e H-20),
7,53 (t, J = 7,7 Hz, 1H, H-6), 7,02 (d, J = 8,3 Hz, 2H, H-17 e H-19), 3,80 (s, 3H, H-21).
RMN “C (DMSO-ds, 125 MHz): § 176,7 (C=0), 161,7 (C=ONH), 161,3 (C0-20), 1481
(CH-2), 144,6 (CH-14), 139.4 (C0-9), 133,5 (CH-7), 129,3 (CH-16 e 20), 127,3 (CO-15),
126,3 (C0-5), 125,9 (CH-7), 125,7 (CH-6), 119,6 (CH-8), 110,5 (C0-3), 114,7 (CH-18 e 19),
55,8 (OCHj3). EM (ESI+) Calculado para CigH;¢N3O3 (M + H"): 322,1192. Encontrado:
322,1215.
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7.2.6.11 4-Oxo0-N'-[(1E)-[4-(trifluorometil)fenil]metilideno]-1,4-diidroquinolina-3-

carbohidrazida (19)
o o CF3
H
N
H

Solido branco, Rendimento: 85%.

IV (KBr, cm'l): v 3103-2928 (HN-C=0 e H,;N-N), 1639 (C=0 hidrazida), 1614
(C=0, quinolona). RMN 'H (DMSO- ds, 500 MHz): 6 13,75 (s, 1H, -CONH-12), 8,72 (s, 1H,
H-2), 8,49 (s, 1H, -N=CH-14), 8,26 (d, J = 8.0, 1H, H-5), 7,92 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-8), 7,80
(d, J = 8,0 Hz, 2H, H-17 e H-19), 7,71 (t, J = 8,0 Hz, 1H, H-7). 7,49 (t, J = 8,0 Hz, 3H, H-6,
H-16 e H-20), RMN C (DMSO-ds, 125 MHz): § 172,4 (C=0), 161,7 (C=ONH), 145,5 (CH-
14), 141,6 (CH-2), 139,8 (C0-9), 132,1 (CH-7), 129,7 (CO-18), 127,5 (CF3-21), 126,7 (CH-6),
125,7 (CH-5), 125,32 (C0-10), 125,6 (CH-16 e 20), 125,1 (CH-17 e 19), 124,74 (CO0-15),
116,4 (CH-8), 107,10 (C0-3). EM (ESI+) Calculado para C;sH;3F3N30, (M + H"): 360,0954.
Encontrado 360,0987.

7.2.6.12 4-Oxo0-N'-[(1E)-1-(2H-1,3-benzodioxol-5-il)metilideno]-1,4-

diidroquinolina-3-carbohidrazida (20)

2 LG
NS o

| H

N

H

Solido branco, Rendimento: 85%.

IV (KBr, cm™): v 3101-2987 (HN-C=0 e H,N-N), 1686 (C=O hidrazida), 1616
(C=0, quinolona). RMN 'H (DMSO- ds, 500 MHz): & 13,82 (s, 1H, -CONH-12), 8,68 (s, 1H,
H-2), 8,31 (s, 1H, -N=CH-14), 8,29 (dd, J = 8,0 e 1,0 Hz, 1H, H-5), 8,11 (d, J = 8,4, 1H, H-8),
7,74 (td, J = 8,4 e 1,0 Hz, 1H, H-7), 7,50 (td, J = 8,0 ¢ 1,0 Hz, 1H, H-6), 7,34 (d, /= 1,4 Hz,
1H, H-20), 7,23 (dd, J = 8,1 e 1,4 Hz, 1H, H-16), 7,00 (d, J = 8.1 Hz , 1H, H-17), 6,11 (s,
2H, H-21). RMN BC (DMSO-ds, 125 MHz): § 171,5 (C=0), 162,2 (C=ONH), 149,3 (C0-18),
148,3 (CO-19), 147,9 (CH-14), 146,9 (CH-2), 140,8 (CO0-15), 133,4 (CH-7), 129,6 (C0-9),
126,4 (C0O-10), 125,9 (CH-5), 123,9 (CH-6), 123,6 (CH-16), 119,8 (CH-8), 110,5 (CO-3),



139

108,9 (CH-17), 105,7 (CH-20), 101,93 (CH,-21); EM (ESI+) Calculado para C;gH4sN304 (M
+ H"): 336,0979. Encontrado: 336,1008.

7.2.7 Preparaciao dos complexos de zinco e cobre com a acil-hidrazona (13-Zn e 13-Cu)

Em um baldo volumétrico de 50 mL, uma solu¢do de 1 mmol de acetato do respectivo
metal em EtOH (10 ml) foi adicionada a uma solu¢do da acil-hidrazona 13 (2 mmol, 0,202 g).
Essa mistura foi refluxada overnight e o residuo bruto obtido foi filtrado a vacuo e lavado

extensivamente com etanol. O sélido foi seco a temperatura ambiente.
7.2.7.1 Complexo de zinco (13-Zn)
Solido amarelo, Rendimento: 68 %.

IV (KBr, cm™): v 3470-3448 (-C=0-HN-N=), 1622 (C=0 hidrazida), 1592 (C=0,
quinolona), 1506 (C=N), 1476 (C=C), 1336 (NO,), 1292 (N-N). RMN 'H (DMSO- ds, 500
MHz) 6 14,13 (s, 1H, -CONH), 8,99 (s, 1H, OH-4), 8,61 (s, 1H, H-2), 8,35 (d, J=8,0 Hz ,
4H, -N=CH-14,H-5, H-17,19), 8,04 (d, J = 8,0 Hz , 2H, H-16,20), 7,80 (d, J = 8,0 Hz, 1H, H-
8),7,56 (d, J=8,0 Hz, 1H, H-6).

7.3 Biologia
7.3.1 Ensaio de inibicao da acetilcolinesterase

A enzima utilizada para o ensaio de inibicdo da AChE foi da espécie
Electrophorus electricus (electric eel) - Type VI-S (Sigma-Aldrich). O substrato ATC, DNTP,
1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP), DMSO estéril e a tacrina foram adquiridos da
Sigma-Aldrich.

7.3.1.1 Preparo do reagente de Elmman

O reagente de Ellman foi preparado diluindo-se 5,5'-ditiobis- (2-nitrobenzdico
(DTNB) em tampao Tris/HCI (1 mM). O substrato iodeto de acetiltiocolina (ATC) 0,8 mM
foi preparado a partir de dilui¢do do ATC comercial (Aldrich Chem. Co). A solugdo tampao
Tris/HCI (50 mM, pH 8) foi preparada a partir da base da marca Fluka Analytical (Trisma®)

com monitoramento de pH com pHmetro modelo pH300M da marca Analyser.
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7.3.2 Ensaio do estudo de fibrilizacio do peptideo f-amiloide
7.3.2.1 Materiais e preparo da solucio de tioflavina (ThT)

O peptideo Aps, foi adquirido da American Peptide Co, e mais recentemente da

BACHEN. A Tioflavina T foi adquirido da Sigma-Aldrich.
7.3.2.2 Preparacao da solucao de tioflavina-T

A solucdo estoque de ThT foi preparada dissolvendo-se cerca de 8 mg (0,02
mmol) da ThT para 10 mL de tampao fosfato (pH 7.4). O contetdo foi filtrado através de
filtro Millipore 0,2 um e o filtrado (solu¢do estoque), mantido a temperatura ambiente e ao
abrigo da luz. Esta solug@o € estavel por uma semana nestas condi¢des. No dia da anélise, a
solucdo estoque foi diluida em tampao fosfato (1:50 v/v), com a concentragdo final de 0,05

mM.
7.3.2.3 Preparacao do filme peptidico

Inicialmente, 1 mg (0,2 mmol) do peptideo foi dissolvido em 1 mL de
1,1,1,3,3,3-Hexafluoro-2-propanol (HFIP). O frasco contendo o peptideo foi lavado
minuciosamente e, em seguida, mantido fechado a temperatura ambiente por 60 minutos. Em
seguida, o frasco foi colocado no gelo por 5-10 minutos e a solucdo foi dividida igualmente
em seis frascos. Os frascos foram mantidos abertos na capela até evaporacdo do HFIP e, em
seguida, o material foi centrifugado a vicuo por 10 min. Os filmes foram armazenados em

freezer a -80°C até o momento de uso.

7.3.2.4 Ensaio fibrilogénico na presenca e auséncia das acil-hidrazonas

Nos ensaios de inibi¢do, o filme peptidico (A4z) € ressuspenso em 6 uLL de uma
solucdo 0,2 mmol.L" do composto teste (9 - 20) em DMSO estéril. A solugdo devidamente
homogeneizada com uma pipeta e posteriormente sonicada por 10 minutos. Depois desse
periodo, adicionou-se 29 uL de solucdo 10 mM de HCI. Esta solu¢do foi homogeneizada em

vortex por 30 segundos e incubada a 37 °C.

As amostras controle (ABs; + DMSO + HCI) e o branco (ABs + DMSO) sao

preparadas da mesma forma, porém ambos sem a presengca do composto-teste. As medidas de
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fluorescéncia foram realizadas em dois momentos; inicialmente, no momento da mistura do
composto teste (ty) e apds 24 horas (tp4) de incubacdo a 37 °C. Os espectros de fluorescéncia
foram obtidos a 25 °C, na velocidade de 1 nm.s” com aberturas de janelas para excitacdo e
emissdo de 10 mm e 10 mm, sendo os resultados de cada ponto do espectro a média de 10
leituras. Apds agitacdo da solug@o por 1 minuto, a ligagdo de ThT foi entdo monitorada for

fluorescéncia com excitagdo em 450 nm e espectro de emissao a 485 nm.
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8 Anexo
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Figura 37. Espectro de 1V (filme, vinax) do aduto de MBH 4.
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Gisele/Wanda — aduto de MBH — CDCI3 — Avance600Mhz - set02gssH1
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Figura 38. Espectro de RMN 'H (CDCl3, 600 MHz) do aduto de MBH 4.
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Gisele/Wanda - aduto de MBH - CDC13 - Avance600Mhz - set02gssHl- 13C
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O Dl 2.00000000 sec
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Figura 39. Espectro de RMN °C (CDCl3, 150 MHz) do aduto de MBH 4.
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Gisele aduto de MBH CDCI3 / Av600Mhz - set02gssH1- 13C
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Figura 40. Espectro de RMN "°C DEPT-135 (CDCls, 150 MHz) do aduto de MBH 4.
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Figura 41. Espectro de IV (KBr, vi.x) do N-6xido 5.
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Giselel{’Wanda - N-6xido quinolona - DMSO-d6 - Avance500MHz - set05gssH1
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Oe PC 1.00
l L J{ |
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Figura 42. Espectro de RMN 'H (CDCl3, 500 MHz) do N-6xido 5.
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Gisele/Wanda — N-6xido quinolona
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D1 2.00000000 sec
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Figura 43. Espectro de RMN '°C (CDCls, 125 MHz) do N-6xido 5.
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Gisele/Wanda - N-éxido quinolona - DMSO-d6é - Avance500MHz - set05gssHl1 - HSQC
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I l J ™ 4096
m SOLVENT DMSO
2l PP 52 29
DS 16
- 20 SWH 7575.758 sz
FIDRES 1.849550 Hz
AQ 0.2703860 sec
RG 128
0 O . [ 40 DW 66.000 usec
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Figura 44. Espectro de HSQC "*C-"H (CDCl3, 500/125 MHz) do N-Oxido.



Gisele/Wanda - N-6xido quinolona - DMSO-d6 - Avance500MHz - set05gssH1 - HSQC
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Figura 45. Expansio do espectro de HSQC "*C-'H (CDCls, 500/125 MHz) do N-Oxido 5.
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Figura 46. Espectro de IV (KBr, vi,x) da quinolona 1.
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Gisele - Ester-Quin - TFA - Avance 600 MHz - maiO6gssHl - 1lH
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LB 0.30 Hz
GB 0

PC 1.00

Figura 47. Espectro de RMN 'H (600 MHz, CF3COOD) da quinolona 1.



Gisele - ESter Quin - TFA - Avance 500 MHz - maiO8gssCl - 13C
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Figura 48. Espectro de RMN Be (125 MHz, CF3COQD) da quinolona 1.
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Gisele - ESter Quin - TFA - Avance 500 MHz - maiO8gssCl - DEPT 135
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Figura 49. Espectro de RMN "°C DEPT-135 (125 MHz, CF;COOD) da quinolona 1.



Gisele - Ester-Quin - TFA - Avance 600 MHz - maiO6gssH1l - HSQC
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D1 1.50000000
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Figura 50. Expansao do espectro de HSQC BC-'H (CF;CO0D, 600/150 MHz) da quinolona 1.
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Figura 51. Expansao do espectro de HSQC 3C-'H (CFsCOO0D, 600/150 MHz) da quinolona 1.
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Current Data Parameters

NAME mai06gssHl
EXPNO 3
PROCNO 1

F2 = Acquisition Parameters
Date_ 20140506
Time 10.54
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG hmbcgplpndgf

D 2048
SOLVENT TFA

NS 12

DS 16

SWH 8417.509 Hz
FIDRES 4.110112 Hz
AQ 0.1216512 sec
RG 64

DW 59.400 usec
DE 6.50 usec
TE 298.1 K
CNST2 145.0000000
CNST13 8.0000000

DO 0.00000300 sec
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec
INO 0.00001380 sec
======== CHANNEL f] ss==ss===
SFO1 600.1736032 MHz
NUC1 1H

P1 7.38 usec
P2 14.76 usec
PLW1 9.00000000 W
ssssss=s CHANNEL f2 sssssss=
SFO2 150.9294674 MHz
NUC2 3c

P3 16.50 usec
PLW2 95.00000000 W
m==m== GRADIENT CHANNEL =====
GPNAM[1] SMSQ10.100
GPNAM[2] SMSQ10.100
GPNAM[3] 5MSQ10.100

GpPzl 50.00 %
GP22 30.00 %
GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 usec

Fl1 - Acquisition parameters
™D 256

SFO1 150.9295
FTNRRES 141.530792

Figura 52. Espectro de HMBC "*C-"H (CF;COOD, 600/150 MHz) da quinolona 1.
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Figura 53. Expansao do espectro de HMBC PC-'H (CF;COO0D, 600/150 MHz) da quinolona 1.
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Gisele/Wanda - HIDRAZIDA - DMSO-dé - Av 50
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Figura 55. Espectro de RMN 'H (DMSO-dg, 500 MHz) da hidrazida 2.

mar24gssHl
1

1

20140324

10.10

spect

5 mm PABBO BB/

zg30

32768

DMSO

16

2
10000.000 ¢
0.305176
1.6384500 =

50.8
50.000 v
6.50 u
298.1 ¥
1.00000000 =

CHANNEL f1l =====
499.8730869 »
1H
11.75 v
65536
499.8700000 »
EM
0
0.30 ¢
0
1.00
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Gisele/Wanda - HIDRAZIDA - DMSO-dé6
w O - QN <

Av 500 MHz - mar24gssHl 13C

© <t <+t ©
- OIANTOT T @
© < NONOON D O
=2 ERadaz = BRUKER
NAME mar24gssHl
EXPNO
PROCNO 1
Date_ 20140324
Time 10.26
O O INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zgpg30
-NH; ™ 32768
| ) SOLVENT DMSO
H NS 1024
N DS 4
| SWH 29761.904 ¢
H FIDRES 0.908261 t
AQ 0.5505524 ¢
RG 2050
DW 16.800 v
DE 6.50 v
TE 298.2 F
D1 2.00000000 ¢
D11 0.03000000 ¢
TDO 1
======== CHANNEL fl =====
SFO1 125.7049801 »
NUC1 13C
Pl 10.00 v
SI 32768
SF 125.6924110 »
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 ¢t
GB 0
PC 1.40
J | "
r T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 56. Espectro de RMN Be (DMSO-dg, 125 MHz) da hidrazida 2.
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Gisele/Wanda - HIDRAZIDA - DMSO-d6 - Av 500 MHz - mar24gssHl- DEPT135

o <
@D =

[Yel
= BRUKER
8

——143.55
—1833.22
—119.

125,

NAME mar24gssHl

EXPNO 3

PROCNO 1

Date_ 20140324

Time 11.03

INSTRUM spect

O O PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG dept135

N'NHZ D 32768

| | SOLVENT DMSO

H NS 256

N DS 4
| SWH 29761.904
H FIDRES 0.908261
AQ 0.5505524

RG 2050

DW 16.800

DE 6.50

TE 298.1

CNST2 145.0000000

D1 2.00000000

D2 0.00344828

D12 0.00002000

DO 1
======== CHANNEL f1 ====

SFO1 125.7049807

NUC1 13C

P1 10.00

P2 20.00

SI 32768

SF 125.6924110

WDW EM

SSB 0

LB 1.00

GB 0

PC 1.40

A . . X |

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figura 57. Espectro de RMN "°C DEPT-135 (DMSO-ds, 125 MHz) da hidrazida 2.
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Gisele/Wanda - GS19/Hidrazida - DMSO-dé - Avanced400 MHz - mar26gssH1l - HSQC

Current Data Parameters
NAME mar26gssHl
EXPNO 3
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140326
Time 18.19%
INSTRUM spect
l PROBHD 5 mm PABBI 1H/
A n l M PULPROG hsgcedetgp
PP pus] 2048
SOLVENT DMSO
- 20 5 16
DS 16

SWH 6203.474 Hz
FIDRES 3.029040 Hz
—— - - 40 AQ 0.1650688 sec
50.
80.600 use:
7.00 use:

300.4
145.0000000
0.00000300 sec
1.00000000 sec
.00172414 sec
.03000000 sec
.00000400 sec
.00020000 sec
.00345000 sec
.00002400 sec

coocococo

CHANNEL £f1 =======:
400.1829407 MHz
1H
8.00 use«
16.00 use:
1000.00 use«
12.00000000 W

|I|l||

CHANNEL £2 =======:
100.6354742 MHz
13c
garp
14.10 use«
28.20 uset
80.00 use:
91.00000000 W
3.70000005 W

-NH, - 160

180

Ir-z

200
ppm

& =
w
N

1 10 9 8 7 6 5

Figura 58. Espectro de HMBC "C-"H (DMSO-dg, 400/100 MHz) da hidrazida 2.
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125.441 \
125.91 77
126.407

133.223—
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_~8.742
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8.265
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8.242

/
\

ppm
110
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140
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Figura 59. Expansio do espectro de HSQC "*C-'H (DMSO-dj, 400/100 MHz) da hidrazida 2.
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Gisele/Wanda - GS19/Hidrazida - DMSO-dé - Avance400 MHz - mar26gssHl - HMEBC

U

ppm

|I|“|

1

e
- » - O O
_NH
. . | E 2
3K ’?‘
H

100

120

140

160

180

200

I
15 14

I
13 12 11 10 9 8 7 6 5 a4 3 2 1

ppm

Current Data Parameters
NAME

mar26gssHl
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 = Acquisition Parameters
Date_ 20140327
Time
INSTRUM spect

PROEHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG hmbegplpndgf

D 2048
SOLVENT DMSO
NS 16
Ds 16
SWH 6203.474 Hz
FIDRES 3.029040 Hz
AQ 0.1650688 sec
RG 50.8
DW 80.600 usec
DE 7.00 use:
TE 300.2 K
CNST2 145.0000000
CNST13 £.0000000
Do 0.00000300 sec
Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec
INO 0.00002400 sec
e CHANNEL fl seeeeae
SFO1 400.1829407 MHz
NUC1 1H
Pl 8.00 use:
P2 16.00 use
PLW1 12.00000000 W
msccccss CHANNEL f2 =ecccaa.
SFO2 100.6354742 MHz
NUC2 13c
B3 14.10 usec
PLW2 91.00000000 W
=mseeee GRADIENT CHANNEL ===
GPNAM[1] 5MsQ10.100
GPNAM([2]) 5Ms5010.100
GPNAM[3]) SMSQ10.100
GPZ1 50.00 %

%

Gpz2 30.00

Figura 60. Espectro de HMBC *C-'H (DMSO-ds, 400/100 MHz) da hidrazida 2.
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O O
_NH
H
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1 e - el 7140
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Figura 61. Expansio do espectro de HMBC "*C-"H (400/100 MHz, DMSO-d;) da hidrazida 2.
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Figura 62. Espectro de IV da acil-hidrazona 9.
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Gisele/Wanda - GS531_Benzaldeido - DMSO-d& - Avance 600 MHz - maildSgssH1 M
uw o
o o TR MNM DO NN TN -~ O OO DHOT D0 DD
i o R S Rl R R I B =R =R el =R = B A 1o - [ c = o B S A s B S ] BR !R
oo L R R - - = = = S Sy T Y T e A A A
P o o) 00 0O G0 8D 0 P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P P
o P i S 4
| **%‘W
Current Dats Paramstsrs
HAME mailSgssHL
EXEND 1
PROCKD 1
\/ F2 - Acquisition Param=t=rs
U Date_ 20140508
Tim= 17.36
IHZTEUM spect
. PROEHD 5 =m TBI 1H/13
T 3” T 7 77 PULPROG z330
| a1 pom 734 s perm - G
ns 16
| DS 0
l | | | f\ S 12335.526 Hz
| ' FIDRES 0.188225 H=z
| \ U\ \ AQ 2.6563026 sec
RG 57
) e | J \_ J U /ll L 'l oW 40.533 usec
— DE .50 usec
T T T | || | TE 29B.2 K
| | | oL 1.00000000 sec
8.86 ppm 8_45 ppm 775 ppm ?,_54 ppm [ WH |'| D0 1
| || [ || ======== CHANMEL £1 ========
l | [ SFOL 00, 1737063 MHz
o o HUCL
\/@ \)‘ W FL 7.3 usec
N,N\ _/' PLWL 9.00000000 W
N | H - FZ2 - Processing paramsters
| N T T T T sI _65536
— 748 746 744 ppm . pon.ToneEy e
136 358 o
X m 1B 0.30 Hz
PP ‘ GB 0
l l l l l PC L.00
_ T N A
14 13 12 11 10 G 5 4 3 ppm
roj /rﬁ;‘ A=
[ ooy O Q — O -
- od |||

Figura 63. Espectro de RMN 'H (600 MHz, DMSO-dy) da acil-hidrazona 9.



GCisele/Wanda - GS531_Benzaldeido - DMSO-dé - Avance 600 MHz - mai05gssH1 - 13C

3 BR3IYI0TLLEBER3 <)
e
— o
€ oi¥sigganegges BE%R
— - T
Current Data Param=ters
KAME mailSgssHL
EXENO 2
PROCNO 1
FZ - Acguisition Faram=t=cs
Date_ 20140508
Tim= 6.38
INSTROM spact
FROBHD 5 m= TBI 1H/13
O O EULPROG z3pg30
D 32768
Na SOLVENT DMSO
N NS 7168
| H DS 0
SWH 31250.000 H=z
N FIDRES 0.9536874 H=z
H AQ 0.5242800 s=c
RG 203
oW 16,000 us=c
CE 10.00 usec
TE 298.1 K
(1) 8 2.00000000 s=c
D11 0.03000000 s=c
TDD 1
CHAMKEL £l ==
150.92796 z
16.50 usec
95.00000000 W
======== CHANNKEL f2 ========
600.1724007 MHz
1H
waltzlé
70.00 us=c
$.00000000 W
0.09930100 W
0.04895200 W
FZ - Processing parameters
SI 32768
SF 150.9129240 MHz
| T | \ WO ™
S5B a
LE 1.00 Hz
GEB a
BC 1.40
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 ppm

Figura 64. Espectro de RMN Bc (150 MHz, DMSO-d;) da acil-hidrazona 9.
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Cisele/Wanda - GS531_Benzaldeido - DMSC-d&é - Avance 600 MHz - mail5gssH1 - Deptl3s
mRDIODND DN
$IBIRLE2 BE%R
NS

Currant Data Paramatsrs
HRME maildSgssHL
3

F2 - Roguisitilon Paranstars

Data, 20140506
1.25
o O
N,N\
| H
N
H
CHRMNIL £2
SF02 EDT.1T15154 MHz
Hu2
CPOFFRG[2
Pz
1 X
FCPD2
FLs2 5.
FLW12 ]
F2 - Procassing paramats rs
51 ES53E
SF 153.5128870 MHz
WIN EN
553 L]
LE . 1.0 Hz
T T T T T T T T T T T : Lo
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 65. Espectro de RMN 13C DEPT-135 (150 MHz, DMSO-dj) da acil-hidrazona 9.



Gisele/Wanda - GS31_Benzaldeido - DMSO-d6 - Avance 600 MHz - maiO5gssH1 - HSQC

Y | A

ppm

- 20

- 40

- 60

- 80

100

120

140

160

180

200

T
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

ppm

Current Data Parameters

NAME mai05gssH1
EXPNO 5
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140505
Time 18.16
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPROG hsqcedetgpsp.3
™D 2048
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 16
SWH 8771.930 Hz
FIDRES 4.283169 Hz
AQ 0.1167360 sec
RG 57
DW 57.000 usec
DE 6.50 usec
TE 98.3 K
CNST2 145.0000000
Do 0.00000300 sec
Dl 1.50000000 sec
D4 0.00172414 sec
D11 0.03000000 sec
D16 0.00020000 sec
D21 0.00360000 sec
NO 0.00001600 sec
CHANNEL f£1
SFO1 600.1741430 MHz
NUC1 1H
3 7.38 usec
P2 14.76 usec
P28 1000.00 usec
PLW1 9.00000000 W
CHANNEL f2
SFO2 150.9279124 MHz
NUC2 13c
CPDPRG[2 bi_pSmésp_4sp.2
P3 16.50 usec
P14 500.00 usec
P31 1730.00 usec
P63 1500.00 usec
PLWO 0w
PLW2 95.00000000 W
PLW12 4.04120016 W
SPNAM([3] Crp60,0.5,20.1
SPOAL3 0.50
SPOFFS3 0 Hz
SPW3 39.51699829 W
SPNAM([14 Crp42,1.5,20.2
SPOAL14 0.500
SPOFFS14 0 Hz
SPW14 22.12999916 W
SPNAM[18 Crp60_xfilt.2
SPOAL1S 0.500
SPOFFS18 0 Hz
SPW18 11.42099953 W
SPNAM[31 Crp42,1.5,20.2
SPOAL31 0.500
SPOFFS31 0 Hz
SPW31 5.53240013 W
GRADIENT CHANNEL

(1] SMSQ10.100
GENAM[2] SMSQ10.100
GPZ1 80.00

Figura 66. Expansio do espectro de HSQC "*C-'H (DMSO-dg, 600/150 MHz) da acil-hidrazona 9.
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Gisele/Wanda - GS31_Benzaldeido - DMSO-dé - Awvance 600 MHz - maild5gssH1 - HSQC

Data Paramatars

malidSgssHl
S
1

Roquisition Paramatars
20140505
18.1¢6

ppm

o]
FiOs

R
PULD
T

SOLVENT

_
—
[=]

-
-
L3}

-h
(]
=

wmmmmmmn CHENHEL £2 -
150.9279124 MHz
130
Gl2 bi_p5misp_dsp
£ "6,

—_
£
(=]

. HIHA
¢

-
[44]
(=]

-
[54]
(3]

-h
1]
=

e I o e o e T B e e
-
[ %]
[}
@
a
3

T
9.0 8.8 886 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 74 7.2 ppm

Figura 67. Expansao do espectro de HSQC Bel'g (DMSO-dg, 600/150 MHz) da acil-hidrazona 9.
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Gisele/Wanda - G531_Benzaldeido - DMS0-d6é - Avance 600 MHz - maidSgssHl - HMEC

Currant Data Farametsrs

| HAME mailSgssHl
EXPNO [
EROCHD 1
FZ - Acquisition Parametscs
Data_ 20140503
‘ Time 20.09
INSTRIM SpeCL
I \ |I lﬂ JI - ERCEHD 5 :}:bl'BIll'l-:,cf{l'.i
FULPROG cgplpndgs
= PP ™ T
0 SOLVENT 50
NS 16
s 1€
(] (0] SWH §771.930 Hz
- 20 FIDRES 4.2031609 Hz
N A 0.1167380 sac
N [ 57
| H o 57.000 uzec
N ' 40 LE €.50 vsac
- TE
H CTHST2 145. 00000
CHST13 .
ol 0.00000300 =
- 60 ol 2.00000000 sac
o2 0.00344E28 zac
DE 0. 0E250000 zac
DlE 0.00020000 sec
80 ha i) 0.00001600 sec
=== CHANNEL £l ====
SFO1 €00.1741430 MHz
nucl 14
Fl 7.38 usec
100 B2 14,76 usac
ELW1 ©.00000000 W
=== CHANNEL £2
— ] -120 SFO2 150, 9279124 MHz
.' noc2 13c
% E3 16.50 usec
— U . ELW2 ©5.00000000 w
— -
.'. L 140 ====== GRADIEZNT CHANHEL ====:
— 1 [ GFHAM[1] SHSQ10.100
GEMAM[Z] SMsQ10.100
GEMAM[3] SMSQ10.100
—r { N 160 GFI1 50.00 &
GFI2 30.00 &
GFZ3 40,10 &
1 o Fl& 1000. 00 usec
180 Fl - Acquisition parameters
D 256
SFol 150.9279 MH:z
FIDRES 122.070313 Hz
200

T T LAARLAALES RARALARRAS] T T T T T T T T

4 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 68. Expansio do espectro de HMBC "°C-"H (DMSO-ds, 600/150 MHz) da acil-hidrazona 9.



Gisele/Wanda - GS531_Benzaldeido - DMSCO-dé - Avance 600 MHz - mail0SgssH1 - HMEC

|

I

Ll ] IJJH

J S Jl_.____._

M _,,-__JUL\L___ o

110
@ 120
0 ~130
° * o
0 é © E 140
(] -]
© 150
—160
-]
0o O
N 170
| H
6 ° N
H 180
T T T T T T T T T
9.0 88 8.6 8.4 8.2 8.0 7.8 7.6 7.4 ppm

Current Cata Parameters

HAME

mal0sgssHL
[

EXFRD

PROCHO 1

F2Z - Acquisition Faramsters
Data_ 20140508

Tim= 20.09
INSTRUM speact
PROBHD 5 mm TBI 1H/13
PULPRCG nmbcgplpndgr

D 2046
SOLVENT CMS0

N5

s

SWH

FIDRES

AQ

RG 57

pir 57.000 used
DE &.50 usay
IE 296.1 K
CHMST2 145.0000000
CHST13 da.o0000000

Do 0.00000300 s2C
D1l 2.00000000 s2C
Dz 0.00344B2E s2cC
D& 0.06250000 sec
D1l& 0.00020000 s2C
IND 0.00001600 sec
m——mmm—— CHANKEL 1 ==ee———
SFO1 G00.1741430 MHZ
NUC1 1

Pl 7.36 use
p2 14.76 usa
PLW1 %.00000000 W
—————— CHANKEL 2 =—==———
SFO2 150.9273124 MHz
Nuc2 13C

P3 16.50 useai
PLW2 85.00000000 W
m——maee GRADIENT CHANNEL ===
GFREAM[1] SMSQL0.100
GFRAM[Z] SMSQLO.100
GFHAM[ 3] SMSQLO.100

GFZ1 50.00 %
GPZ2 ig.o00 %

Figura 69. Expansio do espectro de HSQC "*C-'H (DMSO-ds, 600/150 MHz) da acil-hidrazona 9.



CABO78
AM2121 (0.034) Is (1.00,1.00) C17TH13N302 TOF MS ES+
1004 2021085 o o 8.14e12
,Nﬁ
N
| H
N
H
C47H13N302
. Massa exata: 291,1008
2031116

0 T T T T T T T T T T T T T T T T

GISELE 10 (0.138) AM (Cen,4, 30.00, Ar,7000.0,0.00,0.70); Sm (SG, 2x4.00); Cm (2:16) TOF MS ES+
292.1021 2.00e3
1004
LI
202.1104 295.2220
2882850
200.2648 200.1588
. . 288.0121 201.2220 286.0821 207 1340
2851262 oo 267.1501 ‘:970399\”
0 T T | T T T T T T T T T T T miz
285 286 287 288 289 250 291 292 283 294 295 296 287 298 209 300

Figura 70. Espectro de massas de alta resolucdo (TOF-MS-ES+) da acil-hidrazona 9.
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Figura 71. Espectro de 1V da acil-hidrazona 10.



—13.403

-

|
T T
8.90 ppm 8.48 ppm H / l 78 e |/ \ |'I l
| [
| 1 '
M nJl \
L) . Voo
\\h‘ 7.86 7.84 782
T T T 7.58 ppm
8.34 ppm
NS
| H
—_— - N
T H
13.40 ppm |
i i
| | J
T T T T T T T T T T T T T T
14 13 12 11 10 9 8 7 5 4 3 2 ppm
=] olo|@|—|d|a|e
= bl Rl (=1 £l [9'] £=1 [4V]

C><)
BE%R

Currant Data Parametars

HAME
EXFRO
FROCNO

abrolgssHl
1

1

FZ - Acquisition Farameters

Data_
Tim=
INSTRUM
FROBHD
PULPROG
hie
SOLVENT

20140401
7.56
spect
5 mm PABEC BE/
zg30
32768
oMs0
16
0
10302.198 Hz
0.314398 Hz
1.5903403 sac
50.8
48.533 use:
6.50 usa:
208.1 K
1.00000000 sec
1

CHANNEL ] =—=====

439 .E730E6% MHz

11.75 use:
25.00000000 W

FZ - Proces:ing Darametsars

S1
SF
WOW
SSB
LB
GE
PC

(65536
430 BE30E04 MHZ
M
1]
0.30 Hz

1.00

Figura 72. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-d) da acil-hidrazona 10.
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Gisele/Wanda - GE533-Cl - DMSO- Av 500 MHz - mar3lgssCl
[ WDt o 0w oM S Mmoo
o SO0V OMO DD QM
o WO W0 W
£ 2g3giggaqEnEce BRUKER
- e o o o e e
Current Data Paramsters
marilgssCl
1
1
FZ - Acquisition Paramsters
20140331
14.09
spact
PROBHD 5 mm BAEEC BB/
PULPROG zgpg30
TD 3276
SCOLVERT M0
cl RS 3300
oS 4
O O SWH 297€1. 904 Hz
FIDRES 0. 908261 H
AQ 0.5505024
N’N\ RG 2050
| H oW 16,800 usz=
LE 6.50 use
N TE 208.1 K
DL 2.00000000 sec
H DLl ). 03000000 ===
DO 1
CHAKNEL £1 ====
25.7049301 MHz
13c
10,00 uses
91.00000000 W
CHAKMEL £2 ====
495.8719995 MH
1H
CPOPRG[Z waltzlé
PCPD2 80.00 usac
PLWZ2 26.85300064 W
PLW1Z 0.57928002 W
PLW13 0.37074000 W
FZ - Frocessing paramsters
] 32768
SF 125.6924110 MHz
WOW EM
e e L R °
LB 1.00 Hz
T T T T T T T T T T = 0 a0
200 180 160 140 120 100 a0 60 40 20 ppm

Figura 73. Espectro de RMN Bc (500 MHz, DMSO-d;) da acil-hidrazona 10.



Gisele/Wanda - GS533_4-Cl1 - DMSO-d6 - Av 500 MHz - mar3lgssCl DEPTL135 m
s oo o
ZRN oD D BRUKER
O mdonm®
= o 0 —
= = = =
|
\ / \\5 ! / Currsnt Data Farasstars
HAME marilgsscl
EXFNO 2
FROCNHC 1
F2 - Acguisition Parametscs
Dats_ 20140331
16.13
5
Cl
O O
Ny
- 4
N 28761.904 Hz
| H 0.90E261 Hz
0.5505024 sac
N 2050
16,800 usac
H 6.50
1
CHANMEL £l ========
125.7049807
13c
10.00
20,00
81.00000000
CHANMEL £2 = =
499.BT15986 MHz
CPOFRG[2
E3
B4
PCED2
FLWZ
FLWl2
F2 - Frocessing parasetsrs
s1 32768
SF 125, 6924110 HHz
wWew EM
S5B )
LE 1.00 Hz
GE )
I ’ I ' I ' I ! I ' I ' I ' I ’ I ' I ' BC 1.40
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 74. Espectro de RMN 3C DEPT-135 (500 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 10.
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Gisele/Wanda - GS833-4-C1 - DM3C-d6 - Avance 500 MHz - abrOlgssHLl - HSQC

I| Currant Data Parametars

MAME aprolgssHl
EXPNO 2
H FROCHO 1
F2 - Acquisltion Parametars
[ Date_ 20140401
Time B.02
} ppm IESTRIM spact
~ e PROBHD 5 mm PABRO BE/
i FULPROG hsqcadatgp
cl | i 2048
.’ SOLVENT DMzQ
! us 3
N ~ 20 ps 16
| H SWH 7500.000 Hz
' H FIDRES 3.662108 Hz
N A0 0.1365333 sac
— .. - — RG 50.8
] H 4 ! 40 oW GE.BET usa:
. L DE 6,50 usa:
H TE 296.2 K
L 60 CHaT2 145. 0000000
DO 0.00000300 sac
D1 2.00000000 sac
F D4 0.00172414 sac
D11 0.03000000 sac
- 80 m3 0.00000400 s2c
D1é 0.00020000 sac
L D21 0.00344628 sac
s 0.00001980 sac
LGOPTHS
~100 ==~
mmmmm——- CHAKNEL ] ====e——
— SFOL 499.8732522 MHz
' L H
— . . F120 =1 11.75 usa:
_— . . P2 23.50 use:
— " i 3 P23 1000, 00 use:
= . i FLW1 25.00000000 W
— L -
] ' " 140 m—mmm—— CHANNEL {2 ===-e———
— v i SFO2 125.7037198 MHz
i 2 13c
CPDPRG (2 garp
B ! 160 3 10. 00 use:
H P4 20.00 use:
H b PCPD2 70. 00 use:
. : PLW2 33.50000000 W
1 180 rLwiz 1.90820003 W
A
14 13 12 1 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 75. Espectro de HSQC "*C-"H (500/125 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 10.
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Gisele — GS33-4-Cl - DMSO - Avance 500 MHz - abr01gssH1 - 1H

Current Data Parameters

NAME abr0lgssHl
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Paramete
Date_ 20140401
Time 8.02
INSTRUM spect
ppm PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG hsqcedetgp
™D 2048
o o Cl SOLVENT DMSO
NS 8
P DS 16
N'N\ 100 gy 7500.000
| H FIDRES 3.662109
AQ 0.1365333 ¢
H RG 50.8
110 Dw 66.667 L
— DE 6.50 1
TE 298.2 ¥
CNST2 145.0000000
DO 0.00000300 =
— ‘e F120 2.00000000 s
D4 0.00172414 ¢
D11 0.03000000 =
T . ; D13 0.00000400 s
P D16 0.00020000 ¢
' 130 D21 0.00344828 ¢
— [ I INO 0.00001980 =
— ZGOPTNS
7 140 ======== CHANNEL f1 =====
SFO1 499.8732522 b
NUC1 1H
» P1 11.75 v
L 150 P2 23.50
P28 1000.00 1
PLW1 25.00000000 ¥
======== CHANNEL f2 =====
- SFO2 125.7037198 b
_ 160 NUC2 13C
CPDPRG[2 garp
T T T T T T T T
10.0 9.5 9.0 8.5 8.0 75 7.0 6.5 ppm

Figura 76. Expansio do espectro de HSQC "C-"H (500/125 MHz, DMSO-d) da acil-hidrazona 10.



Gisele/Wanda - G533-4-Cl - DMSO-d& - Avance 500 MHz - abrOlgssH1 - HMBC

||| y,

fe) o \\//J[::::]//(H
N’N\ L
| H
N
H

20

40

~100

~120

140

fogld g

160

L

]

180

13 12 11 10 9 8 7 6 5 3 3 2 1 0

ppPm

currant Data Paramstars

=
BEE
5}

i i

T

1000

HAME abrDlgssH1
EXFRO 3
PROCKO 1
F2 - Acquisitlon Parameters
Date_ 20140401
Time 3.16
INSTRUM spact
PROEHD 5 mm PABEO BB/
PULFROG bmbogpndgs
D 4096
SOLVENT CMS0
s 1
s 16
SWH 7500.000
FIDRES 1.831055
AQ 0.2730667
RG 50.6
oW BE.EET
DE £.50
IE 238.1
CHET13 §.0000000
oo g.o00000300
D1 1.50000000
D& 0.08250000
Dlé 0.00020000
INo 0.0000139B0
———————— CHAMNNEL ] ===e—-
SFO1 499.8732522
NUC 1
Pl 11.7%
P2 23.5
PLW1 25.00000000
m—mmmmm= CHANKEL 2 ==m==——
125.7037198
13C
10.00
93.50000000
====e== GEADIENT CHANKEL
GFHAM[L] SMEQL0.100
GEMAM[ 2] SM3Q10.100
GFMAM[3] SMEQ10.100
GPZ1 50.00
GFL2 ig.oo0
GPZ3 40.10
Pli 1000.00

Figura 77. Espectro de HMBC "C-'H (500/125 MHz, DMSO-de) da acil-hidrazona 10.
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i i A AN ppm
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Figura 78. Expansio do espectro de HMBC "*C-"H (500/125 MHz, DMSO-d;) da acil-hidrazona 10.
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20150401_GS33_4 Cl pos #2-61 RT: 0.01-0.50 AV:60 NL: 1.09E5

T: FTMS + p ESIFull ms [50.00-2000.00]
100

95
90
85
80
75
70
65
60
55
50
45
40
35
30
25

325.1154

325.1606

15 2 325.3712

10 3253229 / \

325.2612
v

/"'/

\ 325.4321

£ 325 5364 325.7471
A x/w..., .,\../v\,-»\ ...... /\j\

326.0716

325 8295 326 0076

o O

N
I H
N

Cl
'N%Q/
H

Chemical Formula: C47H4,CIN3O,
Massa exata: 325,0618

326.1183

326.3766 326 1607 326 6209

326.3089
326.2186 \/\,\/’\/‘/ /\/ J\/\ 326.7554
A \/ ML

O ¥ .mll T T T

325.2

T T T
325.4

T T T

325 6

./\ !
I T

326 0
m/z

s MY e
T

T T T T T T T T T T T T |
326.2 326.4 326.6 326.8

Figura 79. Espectro de massas de alta resolu¢do (TOF-MS-ES+) da acil-hidrazona 10.
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Figura 80. Espectro de IV da acil-hidrazona 11.
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Gisele - GS35-3Cl1l - DMSO - Avance 400 MHz - ago07gssHl

- o<
-0 M N O -0 =0 NN DWW~ N
B B e838d85 88383k aNR83%¢Y BRUKER
]- (s ol ol e SRe S Re I S S S S S S S S SN N S el el T e S S S S S ‘t__.::><::-.-:>
Current Data Parameters
NAME ago07gssHl
EXPNO 1

FROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
4

Date_ 20140807
Time £.56
INSTRUM spect
PROBHD 5 =m PABBI 1H/
BULPROG 2330
O 32768
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 0
SWH 8012.820 Hz

FIDRES 0.284532 Hz
AQ 2.0447233 sec
g T v I T T T T RG 57
9 7.8 77 76 7.5 I o) €2.400 usec
8.3 : : CE 7.00 usec
TE 300.3 K
o1 1.00000000 sec
1

O O 00
N A e 9 - == == CHANNEL {1 ======e
N cl SFO1 400.1824713 MHz
| H KUC1 H
Fl €.00 usec
N FLW1 12.00000000 W
H

F2 - Processing parameters
65536

g: 400.1800077 MHZ
WOW EM
sse 0
l J Jj l | ‘ Le 0.30 Hz

Ge 0
139 1.00

T T T T T T T T T T T T

14 13 12 1 10 6 5 4 3 2 1 ppm

Figura 81. Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 11.
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Gisele - G535-3C1 - DMSO - Avance 400 MHz - agol07gssHl - 13C

<)
Baggn

- O T D s e e e O e 00O U N @
un M2 DU e DM O] e 0 O DM
o CIMD R o 0 e O ADAD O WO O
r~ L=l s B B B e B B o B B o B B B S )
- P I I I B I -—|1 e e -:I T - Current Data Farameters
ff:::”J MAME 2go0Tgs5H1
| \\I\T\NI %‘/ EXERD 7
PROCHO 1
F2 - Acquisitlon Parameters
Date_ 20140808
Time 8.03
INSTRUM spaect
PROBHD 5 mm PABEBI 1H/
PULPROG zgpg30
o] 32768
O O SOLVENT D50
NS 22528
Ny ps :
N Cl SWH 24038.461 Hz
| H FIDRES 0.733596 Hz
AQ 0.6E15744 sec
N RG 114
H oW 20.800 usec
DE £.50 usec
TE 300.2 K
o1 1.00000000 52
D11 0.03000000 B2
D0 1
CHAMNEL 1 mmmme———
100.63540
1
14.10 usec
91.00000000 W
CHAMMEL £2
sFO2 400.1E16007 MHz
NUC2 H
CPDPRG[2 waltzlé
PCFD2 90.00 usec
PLWZ 10.00000000 W
PLW12 0.10000000 W
PLW13 0.0B100000 W
F2 - Frocessing parameters
SI £5536
I JA | SF 100.6253410 MHz
WOW M
l_ 1 J o 558 0
LE 2.00 Hz
GB 0
T T T T T T T T T T T FC 1.40
180 160 140 120 100 80 &0 40 20 npm

Figura 82. Espectro de RMN 13C (100 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 11.



Gisele - G535-3C1 - DMSO - Avance 400 MHz - ago(7gssHl - Deptl3s

Moo OO O =N @
WD N o O OY D
G e o
DR e W I S S IS ]
e i s B H e R i B B
\ SN\
i i \\//J:::::l\
N
N Cl
| H
N
H
[ T | | T T T T T T T T T T T
150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 5 40 30 20 10 ppm

an
(O

Current Datz Parameter:
MAME a2golTgssH]
EXPND [
PROCHNO 1
F2 - Acquisition Parame
Date_ 20140807
Time 18.2¢
NSTRUM spect
PROBHD 5 mm PREEI 1H/
PULFROG deptspll:
D £553¢
SOLVENT DMSC
nes 512
Ds 4
SWH 1612%,03:2
FIDRES 0.2461L0
AQ Z.03161&C
RS 20z
O 31.00¢
DE €.50C
TE 200.:2
CNST2 1435.000000C
b1 1.0000000¢C
D2 0.0034482¢
D1z 0.0000200C
TCO 1
CHANNEL f1 ===
100.633390¢
13C
14.1¢
2000. 00

oW
%1.0000000C
SEMAM[S] Crpelcomp. ¢
SPOALS 0.50cC

SPOFFE5S 0 Hz
SEWS 27.6420002¢
—mmmmm—— CHANNEL f2 ===
SF02 400,18127%¢
nocz 1t
CPDPRG[Z waltzlé
P3 .00

Figura 83. Espectro de RMN 3C DEPT-135 (100 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 11.
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Gisele - G5353-3C1 - DMSO - Avance 400 MHz - ago07gssHl - Dept&0

e e e O S0 0 (:-‘:::’t::--:J

i afrsi AR g BR R
D owp M e O WD DN Y

=oap 0 0] oy OO e

i R B B B B B B Current UAta rarameters

NIV e mae T

20140807

17.31
1 spact
(o) (o) FROEHD 5 mes FAEEI LH/
FULPROG

N cl
| H

Iz
WEF

[EE=R=gvira ey

e o

0
145. 0000000
1.00000000 =
0.0034462E =
0.00002000 =
1

CHARMKEL £l ====

28.20
91.00000000

CHAMKEL £2 ====
400.181800

1H

waltzlh
5.00

18.00

90,00
10.00000000
0.10000000

LB 1.00 Hz

T T T T B ,
180 160 140 120 100 80 £e 140

o
=1
r=s
=1
ta
(=]
s
s
=

Figura 84. Espectro de RMN "°C DEPT-90 (100 MHz, DMSO-dj) da acil-hidrazona 11.



Gisele — GS35-3C| - DMSO - Avance 400 MHz - age07gssH1 - HSQC

!

_/

stk PP

Ny cl

|

Iz

1l

100

F120

140

~160

130

200

ppm

Currant Data Parameters
agol1gssHl
3

HAME
EXPNO
FROCHO

F2 - Acquislition Farameters

Data_
Time

IKSTRUM

FROBHD

FULPROG

]

SOLVENT

K2

D3

SWH
FIDRES
AQ

EG

D21
IKD
IGOPTHS

GENAM[1]

THANNEL r1
400.1827356 B

THANNEL 2
100.6343973

20140807
13.42

=} ct

S mm PABEI 1H/
nsqoadatgp

204B
CHMSC

16
5763.231
Z.817007

0.1774333

57
B6.66T
7.00
go.s5

l45. 0000000
0.
0.
0.
0.
0.
0.
0.

ofgo03no
oggooooo
00172414
igooooo
ofgoo4o0
ogpgzoooo
00345000

00002460 =e

iIH

a.00
16.00
1i00.00

12.00000000 W

ooooo
0ooos

GFADIENT CHAKKEL

SMEQl0.100
SMSQ10.100

ac.00

Figura 85. Espectro de HSQC "*C-"H (400/100 MHz, DMSO-d;) da acil-hidrazona 11.
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Figura 86. Expansio do espectro de HSQC "*C-"H (400/100 MHz, DMSO-d) da acil-hidrazona 11.
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Gisele - G535-3C1 - DMSO - Avance 400 MHz - agol7gssHl - HMEC

ppm

20

Iz
I

40

— 60

i i

| I WA MR R | |220
13 12 0 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

14

Current Data Farameters

Hz
Hz
sec

used
usad

HAME a2gonTgssHl
EXPNO 4
PROCNO 1

F2 - Acquisitlon Paramstars
Date_ 20140807
Time 15,38
INSTRUM speot
PROBHD 5 =m PABBI 1H/
PULERCG nmbcgplpndgr
0 4098
SOLVENT DME0
ns 16
s 16
SHH 5769.231
FIDRES 1.408504
AQ 0.3549867
RG 57
i E6. 66T
DE 7.00
TE 300.2
CHSTZ 145.0000000
CHST132 #.0000000
oo 0.00000300
D1 1.00000000
nz 0.00344828
né 0.06250000
D16 0.00020000
IND $.00002070
CHANNEL 1 ====
400.1E27356
H
E. 00
16.00

==== CHANMEL 2

1z.00000000

100.6354035
13C

14,10
1.00000000

=m==== CRADIENT CHANMEL

GPMAM[1]
GPMAM[2]
GPMAM[ 3]
GPZ1

SM3QL0. 108
SM3Q10. 100
SM3Q10. 100
50.00
30.00

Figura 87. Espectro de HMBC "C-'H (400/100 MHz, DMSO-dj) da acil-hidrazona 11.
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Gisele - G535-3C1 - DMSO - Avance 400 MHz - ago(7gssH1l - HMEC

J'U’H h‘L(ﬂ \

oM

ppm

“ “lll' l ]

|
.

E100

E110

120

E130

E140

E150

E160

170

E180

E190

E200

210

220

9.2 9.0 8.8

Figura 88. Expansio do espectro de HMBC "*C-"H (500/125 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 11.

T T T T T T T

86 8.4 8.2 8.0 78 76 74

T
1.2

ppm

Current Data Parameters

HAME agJolTgssHl
EXPNO 4
PROCHNO 1

F2 - Acqulsltlon Parameters
Date_ 201408E07
Tim= 15. 35
INSTEUM spact
PROEHD mm FABEI 1H/
PULEROG nmbcgplpndgr

D 4098
SOLVERT DMS0

us 16

Ds 16

SWH 5769.231 Hz
FIDRES 1.408504 Hz
AQ 0.3549B67 sec
RG 57

puy B6. 667 usat
DE T7.00 used
TE 300.2 K
CNST2 145.0000000
CHNST13 g.oo00000

Do 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sac
Dz 0.00344E628 sec
Dé 0.06250000 sec
Die 0.00020000 secC
IND 0.00002070 sec
-------- CHANNEL f]l mmmmmm=
SFO1 400.1627356 MHzZ
HNucl1 IH

Pl B. 00 used
P2 16.00 usa:
PLW1 12.00000000 W
-------- CHANHEL £2 ===m====
SFO2 100.6354035 MHzZ
NUcCz 13C

P3 14.10 usey
PLWZ $1.00000000 W
------ GRADIENT CTHANNEL ===
GPMAM[1] SMSQ10. 10
GPHAM[ 2] g 0.100
GPMAM[ 3] S 100
GPZ1 50.00 %
GPZZ 30.00 %
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20150401_GS33_3_Cl_pos #1-61 RT: 0.00-0.50 AV:61 NL: 1.63E6

T: FTMS + p ESIFull ms [50.00-2000.00]

1005 326.0716

953

90—2 i i N\)@\
NS o]

853 I H
803 N
E H
754
E C17H12CIN3O,
70§ Massa exata: 325,0618
657

603
553
503
453

403

203 327.0750
153
103

59 3251155 326.0199 | | 326.1172

03 o T T T T T T T T T T T T T T e [ T T T T T T e T T T [ T T T [ e e e [
325.0 325.2 325.4 325.6 325.8 326.0 326.2 326.4 326.6 326.8 327.0
m/z

T T T T

T T T T T ™ ™™
327.2 327.4 327.6 327.8 328.0

Figura 89. Espectro de massas de alta resolu¢cdo (TOF-MS-ES+) da acil-hidrazona 11.
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Figura 90. Espectro de IV da acil-hidrazona 12.
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Gisele - G537-2,3-C1 - DMSC - Av 500MHz - marl8cbbH4
: BERESSRERAS BRUKER
7 K2 (<D

Current Data Parameters

KAME mar18gssHe
EXPNO 1
EROCNO 1
F2 - A:qu:s‘.tlon Parameters
Date_ 20140318
Time 11.10

INSTRUM spact
FROBHD S =m PABEO 28/
FULPROG 2330
T T T T T T T T T T T T T ™ 32768
0 89 88 87 ¢ g4 83 g1 80 79 78 77 76 75 74 :gf-“-‘" “’-?2
oS 2
SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
O O AQ 1.6384000 sec
N RG 114
OR $0.000 use:
N Cl DE 6.50 use:
| H TE 298.1 X
Cl [ 1.00000000 sec
N 0 1
H
wemmmmme CHANNEL ] ==ese=e
sFo1 $99.8730869 MHz
NUC1 ']
El 11.75 uset
ELW1 25.00000000 ¥

F2 - Processing parameters

St

SF 499.8700000 MHZ
WOW EM
SSB 0

Le 0.30 Kz

FC 1.00

T T T T T T T T T
14 13 12 11 10 7 6

9 8
O|o|m|ofo o= fen
o Ol G E] B Ll (o) -4

Figura 91. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-d) da acil-hidrazona 12.
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<)
BRUKER
(><)

Current Data Parameters
BAME agolegssHz
[
1

F2Z - ACqQulsitlon Paramstars

20140819

9.04

spect
PROEBHD 5 mm FABREI 1H/S
PULFROG zgpg30
D 3Z76E
SOLVENT DMSa
KS 20872
Cs
2WH 2403E8.461 Hz
FIDEES 0.733596 Hz
AQ 0.8E15744 sacC
RG 90.5
O 20.800 usac
LE €.50 usac
TE 300.3 K
CcL 1.00000000 sec
DLl 0.03000000 sec
DD 1
memaaeee CHANNEL ] ==———ooe
SFO1 100, 6354031 MHz
KUC1 13C
Pl 14.10 usac
PLW1 $1.00000000 W
mm—mmmme CHAKHEL 12 =m—mme——
SFO2 400.1812007 MHz
KuCz 1H
CPDFRG([2 waltzli
PCFD2 90.00 usac
PLWZ 10. 00000000 W
PLW12 0.10000000 W
PLW13 0.08100000 W
F2 - Proceszing parameters
3L | 65536
SF 100.£253410 MHz
WDWN EM
25B o
j =) 2.00 Hz
GB o
PC 1.40

Figura 92. Espectro de RMN "°C (100 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 12.
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Gisele "GSB2-2,3Cl" dmso/ Av400 MHz - agol8gssHZ2 - Deptl35

<)
BRUKER
(<

= DWW — M
3 3 & 58753 3
wn o (3] 0 W W w
e = (3] S R R T —
e i e N Mo M e b Current Data Parameters
| | | \\ V// NAME agol8gssH2
EXPNO &
PROCNO 1
F2 = Acquisition Parameters
Date_ 20140819
Time 0.04
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG dept 90
D 32768
SOLVENT DMSO
NS 2048
Ds ks
SWH 24038.461 Hz
o O FIDRES 0.733596 Hz
AQ 0.6815744 sec
RG 203
N’N S cl oW 20.B00 usec
| H DE 6.50 usec
Cl TE 300.2 K
N CNST2 145.0000000
H D1 1.00000000 sec
D2 0.003448B28 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
weseeees CHANNEL f]l seeeeewee
SFO1 100.6354031 MH=z
NUC1 13C
Pl 14.10 usec
p2 28.20 usec
PLW1 91.00000000 W
wewweswes CHANNEL f2 eweseees
SFO2 400.1816007 MH=z
Nucz 1H
CPDPRG([2 waltzl6
P3 9.00 usec
P4 18.00 usec
PCPD2 90.00 usec
PLW2 10.00000000 W
PLW12 0.10000000 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 100.6253410 MHz
WDW EM
SSB o
LB 1.00 Hz
T T T T T T T T T T T T gg o i al
150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 ppm ’

Figura 93. Espectro de RMN °C DEPT-135 (100 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 12.
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Gisele "GS82-2,3C1l" dmsc/ Av400 MHz - agol8gssHEZ - Deptd0
3385982533

{

CEEERrrED BRUKER
WM DWW W@
T T ONNNN NN~ LX)
= T T T = = =
\\‘\\W Curzent Data Faramsters
HAME agoligssH2
EXPNO [3
PROCHO 1
FZ - Acguisition Farameters
Dats_ 20140819
Time 0.04
INSTRUM spact
PROBHD S me PABEL LH/
O O PULFROG dept 50
° 32768
N SOLVENT o
| H Cl ns 2
DS 4
Cl SWH 24036. 461 H:
N FIDRES 0.73359%6 Hz
H AQ 0.6815744 sec
RG 203
oW 20. 800 usac
DE 6.50 usec
TE 300.2 K
CNST2 145.0000000
D1l 1.00000000
D2 0.00344¢82¢8
D12 0.00002000
DO 1
======== CHANNEL fl
SFO1 100.6354
NOC1
Pl 14.10 usac
P2 28.20 usec
PLW1 91.00000000 W
CHANNEL £2
400.181¢
waltzlb
5.00
18.00
ap. oo

10.00000000 W
0.10000000 W

2 - Processing parameters

51 32768
SF 100.6253410 MHz
WoW ™
S5B 0
1B 1.00 Hz
GB )

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T po 1.40

T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Figura 94. Espectro de RMN "°C DEPT-90 (100 MHz, DMSO-dj) da acil-hidrazona 12.



Gisele

"G582-2, 3C1"

_h

dmsc/ Av400 MH=z

- agcl8gssHZ - HSQC

A
1
|

ppm

Cl
Cl

A
8

Current Data Faramsters

MAME agolBEgssH2
EXFHNC 4
PROCRO 1

FZ - Acquisitlion Parametars
Data_ 20140618
Tim= 20.05
INSTRLM spect
PROEBHD 5 mm FABEI IH/
PULFROG hsgoedatgp

pas) 2048
SOLVENRT DMSO

NS 1&

Ds 1&
SWH 31 Hz
FIDRES 07 Hz
AQ 933 sec
RG 57

pury EG. BET used
LE T.00 used
TE 300.3 K
CHETZ2 14.0000000

Do 0.00000300 sec
o1 1.00000000 sec
D3 0.00172414 sec
D11 ¢.03000000 sec
D13 2.00000400 sec
Dlé 2.00020000 sec
D21 2.00345000 sec
put o 1) 2.00002480 s2C
ZGOFTRS

CHAMMEL Il
400.1EB2T7356 MHz

1H
B. 00 used
16.00 use:
2 1000.00 used
PLW1 1Z.00000000 W
mmmmmees CHANNEL 2 eeooooae:
SFO2 100.6343973 MHz
NOC2 13C
CECERG[ 2 garp
P3 14.10 usey
P 2B.20 used
PCFD2 EB0. 00 used
PLWZ 21.00000000
PLW1z2 3.70000005 W

Figura 95. Espectro de HSQC Be'H (400/100 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 12.
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Gisele "GSE82-Z,3C1L" dmsc/ Av400 MHz - agolfSgssHZ - HSQC

Currant Data Faramsters
HMAME 3gOlLEgSEHZ
EXERC a
PROCKC 1

FZ - Acqulsition Parameters
Date_ 20140E18

|
- JJL»L_,JR.M_JI'WAMJM_ __________ppm T . cmat

E PROBHD 5 mm FARBI 1H/
F PULPRCG hsgoedatgp
F pas 2048
F SOLVENT DMsO
=100 us 16
F DS 16
F SWH il Hz
E FIDRES 27 Hz
+ AQ 33 sec
110 RG 57
o oW BG. GET uss:
E oE 7.00 uses
F TE 300.3 K
av E CHST2 145.0000000
F Do 0.00000300 sec
F 120 b 1.00000000 sec
F D4 0.00172414 sec
E D11 0.03000000 sec
1 4 = F 013 0.00000400 sec
- @ - Fqap D€ 0.00020000 sec
° =1 D21 0.00345000 sac
‘ F IND 0.00002480 sec
E ZGOETNS
E —mmmmme CHAMNMNEL ]l ==see——
140 SFO1 400.1B27356 MHz
,. o HNOC1 1H
F Pl B. 00 use:
L] E P2 16.00 usat
F P23 LO00. 00 used
150 PLW1 12.00000000 W
o 9 F CHANNEL £2 memm=e——
Na E 100.6343973
| ” Cl F 13C
£ arp
' Cl F 160 14.10 use
N F ZE.20 usa
H E ED. 00 use
F 91.00000000 W
E 3.70000005 W
F170
T T T T T T T
9.5 9.0 8.5 80 7.5 T.0 6.5 ppm

Figura 96. Expansio do espectro de HSQC "*C-'H (400/100 MHz, DMSO-d) da acil-hidrazona 12.



Gisele

"Gs82-2, 3C1"

dmso/ Av400 MHz - agol8gssHZ - HMBC

Ppm

Cl

~-100

120

—-140

-160

—-180

200

14 13 12

1 10 9 8 7 6 5 4

220
0 ppm

Current Data Parameters

NAME agolB8gssH2
EXPNO 5
PROCNO 1

F2 = Acquisition Parameters
Date_ 20140818
Time 21.27
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG hmbegplpndgf

™ 4096
SOLVENT DMSO

NS 16

DS 16

SWH 5769.231 Hz
FIDRES 1.408504 H=z
AQ 0.3549867 sec
RG 57

DW B6.667 usec
DE 7.00 usec
TE 300.0 K
CNST2 145.0000000
CNST13 8.0000000

Do 0.00000300 sec
Dl 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.06250000 sec
Dlé 0.00020000 sec
IND 0.00002070 sec
mmmmmm—— CHANNEL fl =eseeee.
SFOl 400.18B27356 MHz
NUC1 1H

Pl 8.00 uset
B2 16.00 usec
PLW1 12.00000000 W
mmmmemme CHANNEL f2 seseeoe
SFO2 100.6354035 MHz
NUC2 13c

P3 14.10 usec
PLW2 91.00000000 W
—————— GRADIENT CHANNEL ===
GPNAM[1] SMS5Q10.100
GPNAM[2] S5M5Q10.100
GPNAM[3] 5MSQ10.100
Gpzl 50.00 %
GPZ2 30.00 %

Figura 97. Espectro de HMBC "*C-'H (400/100 MHz, DMSO-de) da acil-hidrazona 12.
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Gisele "GS82-2,3C1l" dmso/ Av400 MHz - agol8gssH2 - HMBC
Current Data Parameters
NAME agol8gssH2
EXPNO 5
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140818
m Time 21.27
N PP INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG hmbcgplpndgf
D 4096
SOLVENT DMSO
F110 s 16
DS 16
SWH 5769.231 Hz
" FIDRES 1.408504 Hz
aQ 0.3549867 sec
F120 xc 57
DW 86.667 usec
' . DE 7.00 use«
0 & L an TE 300.0 K
9 CNST2 145.0000000
. LI F130  cnsti3 8.0000000
_3 . ' DO 0.00000300 sec
- " b "' D1 1.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D6 0.06250000 sec
- oY & " F140 bpie 0.00020000 sec
— " ’ (] INO 0.00002070 sec
3 J === CHANNEL fl =m=mmm==:
—3 " " SFO1 400.1827356 MHz
F150 nuct 18
Pl 8.00 use«
P2 16.00 use
PLW1 12.00000000 W
3 F160 ===-==== CHANNEL £2 =======
— L sFO2 100.6354035 MHz
0 O O NUC2 13C
P3 14.10 use
N PLW2 91.00000000 W
N Cl F170
,] | H cl ====== GRADIENT CHANNEL ===
®n N GPNAM[1] SMSQ10.100
H GPNAM[2] SMSQ10.100
GPNAM[3] SMSQ10.100
F180 ocpz1 00 %
GPZ2 30.00 %

T T

T

T T T T T I T T T
94 92 90 88 86 84 82 80 78 76 74 7.2 7.0 ppm

Figura 98. Expansio do espectro de HMBC "*C-"H (400/100 MHz, DMSO-d;) da acil-hidrazona 12.



20150408 GS33 2,3 Cl pos#61 RT: 0.50 AV:1 NL:1.47E4
T: FTMS + p ESI Full ms [50.00-2000.00]

1004
953
903
853
803
753
703
653
603
553

503

453

403

353

303

253

203

153

104

R

361.1557

| N Cl
Cl

C17H11CI2N30;
Massa exata: 359,0228

T
361.0

T
361.1

Figura 99. Espectro de massas de alta resolu¢do (TOF-MS-ES+) da acil-hidrazona 12.
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Transmitancia (%)
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Figura 100. Espectro de IV da acil-hidrazona 13.
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Gisele/Wanda - GS539%_4N0O2 - DMS0O - Avance 500 MHz - abrldgssHZz - 1H - B0°C
[=2]
=1 DO =T DON DTN DONODDO =W DD O NO
y FUNOWWUNTNODDRVDND —— OO0 DO Ot F O — — O O 2
@ @O NN QRANKN RN RN WM
T €0 ob o o) 0O 0D €0 €0 €0 @ ©) O 00 @0 Q) @@ P~ P P P P P P P P P P P P N

l
|

—
Iz

N
H

{
! | J

!
I I ||
|

-’.‘_ur:-:nl: Cata Faram=ters

I (|
I [ | | \ I | HAME abrldgssH2
AN NEVAV. /\ )', || ,' L.v‘ "\ = i
\ !

f | 2 - Reawisiti
| (] Z - Acquisition Farameters
8.8 ppm 8.65 ppm f U | A Eate Zorisis
INSTRUM spect
J PROBHD 5 mm FAEED BB/
- - o PULPROG zg30
- TD 32768
T T T T T 1-:_;1-4'11\1 DHEE
8%6 8.34 ppm 8.30 ppm &8.05 ppm e om0z 1a0 we
] | FIDRES 0.314398 H=z
| | /(\ go 1.5903?85 =
| | \ s 1oL
S "‘ﬁ\j‘" \ ' = o852 ume
353,58
B R R Bt 1.00000000 sec
TDD L
14 m
pp =======— CHANNEL fl =====—===
SFO1 495, B7308659 MHz
‘ KuC1 Lo
T T T T T T T T | BN 25.00000000 N
7.82 7.80 778 776 ppm 7.54  7.52  ppm ,' | 2 Processs
S-i - Processing paz;l;;iée::
g ! L ‘LJ_A_j F_,,// A s 499.2700000 ¥z
T T T T T T T T T T T T T T SSE o - }
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 ppm = o 0.30 H=

| BC 1.00
(=) I El el =
= L L= el L1 el R (=1 )
- Sl lv=|od|d | |—|—

Figura 101. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 13.
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Gisele/Wanda - G539-4NO2 - DMSO - Av 500MHz - marzZlgssC2

SO TF U = DO O~ O @t

SANNNOAURNAO NGO THG G~ BRUKER
W=~~~ M-—ooMNO~LWLOsS oS
OSSO0 NNNNNNN~O
T T T T T e e e =T T T T T oy v oy = T
| — [ e

S N

! o Current Data Param=ters

KAME Daszktop

EXFPRO 1

EROCNO 1

F2 - Acquisition Far

Date_ 2014 3
Time 12.42
IKSTRUM spact
EROEHD 5 mm FAREO EB/
EULFROG zgpg30
™o 3z7ee
SOLVENT DM30
7] 10240
oS 4
NO, SWH 34080.910 Hz
O O FIDRES Z Hz
AQ 3 sec
w -
N oW 14,667
| H oE 6.50
TE 208.1
N 01 2.00000000
H D1l 0.03000000
TOO 1

CHAKMEL £1 =====
125.7074940 MHz
13C
10.00 usec
91.00000000 W

======== CHARNEL f2 ========

SF02 499.8719995 MHz
KOC2 1H
CPDERG [2 waltzlf
ECPDZ €0.00 usac
FLN2 26.85300064 W
FIN1Z 2E00Z W

FIN13 7074000 W
F2 - Processing paramsters
S§1 3276E
SF 25.6924709 MHz
l WOW EM
S5B 0
1| ] 1 ]JI. I. J L || . | = 355 He
GB 0
I ! ' I ! ' PC 1.40

T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 102. Espectro de RMN °C (125 MHz, DMSO-dj) da acil-hidrazona 13.



Gisele - (E53%-4N0Z - DMS50 - Av 5300MHz - marzZlgssC2 DEPT133
oM@ oOn = 3~ OO
=R S I S
W ouy o5 od P P D WD o
TYIONNNNNIZ
NO
0 2
N
N
H
..n.l‘ RN ISR ol -
T T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Currant Data Paramstars

HNAME Dasktop
EXPRC 2
FROCHO 1
F2 - Acqulsltion Pa
Date_ 2014
Tim= 14.11
IKSTRUM spact
FEOEHD 5 mm PAEEC EE/
FULPROG dept 135
pas 32768
SOLVENT DMS0
NE 2041

) 4
W1 29781.904 Hz
FIDRES 0. 908261 Hz
AQ 0.5505024 sac
RG 2050
iy 16,600 usa:
IE 6.50 usa:
TE 29B.1 K
CHNST2 145. 0000000
Dl 2.00000000 s2C
Dz 0.00344629 s2C
D1z 0.00002000 s2C
TOO 1

mmmmmmmn CHAKKEL ] m===ese—

SFCO1 125. 7049607
HOC1 13C

Fl 10,

F2 20. 00 usa:
FLW1 91.00000000 W
— CHANHEL £2 =———
SFO2 439, BT15966 MHz
HOC2 1
CPDPRG[2

P3 usad
P4 usai
FCPDZ usai
FLWZ W
FLW1Z2 L

sF 125.6%24725% MHz
WOW EM
SSB o

Figura 103. Espectro de RMN "°C DEPT-135 (125 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 13.
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Gisele - G535-4N0OZ - DMSO - Av 500MHz - marZlgssC2DEPT30
Yoz oaon3ga
NoBREBOkMN Ao M
Wi e o= @m0 ws o
Tdd O MmN N NN BR ER

INSTRIM pect
NOZ PROBHD  § om PAEED BB/
O O PULPRIZ dapt a0
N ™ 32768
SCLVENT ME0
X ns 2048
]
| H Son
FICRES
N o
H RC
oW
TZ
cNsT2
Dl
Dz
D12
o)
CHANNEL £1
SF01 125.7049807 MHz
HUC1 13
Fl 10.00 usac
P2 20.00 ussc
FLW1 21.00000000 w
CHAMNEL £2
sFo2 439,08719995 MHz
noc2 18
CPOPRG[2 waltzlé
] 11.75 usac
Fi 23,50 usac
PCPD2 80.00 usac
FLWZ 26.853000ed w
PLW1Z 0.537828002 w
F2 - Frocessing paramstars
s1 2768
T 125, 6924706 MHz
WLW
553 0
12 1.00 Bz
T T T T T T G2 0
PC 1.40

T T T T T
180 160 140 120 100 a0 60 40 20 ppm

Figura 104. Espectro de RMN "*C DEPT-90 (125 MHz, DMSO-d) da acil-hidrazona 13.



Gisele - GS539-4N0Z - DMSO - Av 500MHz - marz5gssH2 - HSQC

L U.“u

A

O O \/O/NOZ
. N
N/ NS

| H

N
H

1 A thl L
.-
-

- 20

- 40

- 60

- 80

100

-120

140

160

180

15 14 13 12 11 10 9 8 7 6

Curzest Data Farssetess
SAXE maraigaal
S0

R
2

FROCHS

2
Tt

.
ima

Acquizition Parasetars
210%s

15.02

CHATRIN 1
FROBD 5 mm FARRO W
FULFROG prese

™ 2343

ECLVEST oS0

¥5 B

" u

e 7763, 575 Kz

TIFES 3. 91003 Kz
Q@

WIL

@52 20.10 &
3t 1030.0] uaec
71 - Acquisiticn parapeters
™ 302
roL 125. 7043 Wiz
TIRES MAT0TL Bz

£ 28Ef

BEEFSH

gusn

Srocessing parsmtars
298
435.970007 WAz
gamsr
2
L
]
140

- Frocessing parsmters
1024

acho-aatiache
125, 4224998 Mz
Gamsg

L
]

Figura 105. Espectro de HSQC "C-"H (500/125 MHz, DMSO-de) da acil-hidrazona 13.



Gisele/Wanda - GE535-4N02 - DMSO - Awv S500MHzZ - mar25gssHz - HSQC

\ |
. | . J'““'J‘L._

'
HJJkaUKmMHJ_ _J_ﬁﬁﬂkx___a_.

— P

- )

T

eo®

. 0

120
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126

128

=130

132

134

T T T T T T T T T T
84 83 g0 78 78 77 TE V5 T4

Figura 106. Expansdo do espectro de HSQC "*C-"H (500/125 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 13.

T
7.3 ppm

Currant Data Faramatars
HAME mar2sgasHz
EXFRO 3
PROCKD 1
F2 - ACcquisitlon Fara=etsare
Date_ 20140328
Tire 15,02
INSTRUM spact
PROBHD 5 mm PABEO BE/
PULERCS hsgeedatgp
je] 2048
SOLVENT DHMED
us
ng
SWH
FIDRES
AQ
RG
oW
DE
IE 298.2 K
cusT2 145.0003000
Do §.006000300
D1 2.00000000 3
D4 0.00172414
DIl 4.03000000
D13 7.00008400
D16 1.00020000
D21 1.00344828 =8¢
mo 1.00001960 880
ZGOETHS
e CHANKEL f1 ==mmmme
SFOL 499, ET37075 MHz
HUC1 1

1 1
P2 F:
P28 100,00 usai
PLW1 25.00000000 W
e CHAMEEL 2 mmmmmmms
5702 125, 7045008 MHZ
¥uC2 13C
CPOERG(2 arp
D3 10.00 uss
Py 20.00 use
PCED2 70.00 use
PLWZ 9350000000 W
PLW1Z 1.90820003 W
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Gisele - G539-4N0OZ - DMSO - Av 500MHz - marzSgssH2 - HMEC

Currant Data Parametars

NAME mar2s5gssH2
EXPNO 3
1 l 1 L PPM Erocwa 1
B F2 - Acquisitlon Parametars
Data_ 20140325
Tima 16.31
O O NO, INSTRUM spact
p - 20 EROEHD = mm PABRO EB/
N EULPROG hmbcgpndgr
N 0 2048
| H SOLVENT MO
— L NS 16
E N o 40 DS 16
H T 7763.975 Hz
FIDRES 3.791003 Hz
L g0 2@ 0.131B912 sac
G 128
oW £4.400 use:
DE 6.50 usa:
TE 298.2 K
- 80 cxstia 5.0000000
Do 0.00000300 sac
01 1.50000000 sac
Dé 0.06250000 sac
100 D6 0.00020000 sac
N0 0.00001960 s2¢
mmmmmmmn CHAKHEL £1 ===
_ . L SFO1 499.8737075 MHz
— 05 o on 120 et 10
—3 . reitt F1 11.75 use:
- . E2 23,50 usa:
ELW1 25, 00000000 W
— L I 140
-~ . L -'. : mmmmmm——— CHAKHEL 2 mmm———
SFO2 125.704B008 MHz
Kuc2 13
L " N F160 &3 10.00 use:
ELW2 93, 50000000 W
e = mmmmm= GRADIENT CHANNEL ===:
L 180 GENAM[1] SMSQ10.100
GPNAM([2] SMSQ10.100
GPNAM([3] SMSQ10.100
GPZL 50.00 %
GPZ2 30.00 %
T T T T T T T T T T T T T T T T GPZ3 40.10 %
15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm F1 1000. 00 uses

Figura 107. Espectro de HMBC "*C-'H (500/125 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 13.
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GCisele - (G535-4N0Z - DMSO - Av 500MHz - mar25gssH2 - HMEC

Current Data Parametars

KAME mar2sgscH2
EXPNO 3
EROCNO 1
F2 - Acquisitlon Parameters
Data_ 20140325
| ll ul Time 16.31
\ h“_ INSTRUM spact
e Jd_,.MJ ‘L‘J"\___J 'L__}“U WM PPM  ppcewn s mm aEeo e/
EULPROG n=pegpnage
e 2048
SOLVENT M50
ns 1é
] . E s 16
110 WM 7763.975 Hz
FIDRES 3,791003 Az
A0 0.1316812 sac
- EG 128
- - - F120 oW £4.400 usa:
- g - oE 6.50 usa
< - TE 208.2 ¥
— o @ - -'. - CHST13 8. 0000000
L3 D 0.00000300 sac
] 01 1.50000000 sec
— < - - Dé 0.06250000 s8¢
D16 0.00020000 sac
N0 0.00001960 sac
3 = =m E
- - a b 140 CHARNEL £1
- -l - sFOL 299.3737075 MHz
- - z KU1 1H
— - El 11.75 us
F150 g2 23,50 uss
LWL 25.00000000 W
CHARNEL £2
E P02 125, 7046008 MHz
_ - 160 g 130
E3 10.00 usec
ELW2 93.50000000 W
NO, 170 mmmmmn GRADIENT CHANMNEL =mems
6 O GEKEM[1] SM5010. 100
N GENAM{2] SM5010.100
—] - N GENAM[3] SM5010.100
GPI1 50.00 &
| H F180 g 30.00 &
N 40.10 %
H 1000. 00 usa¢
T T T T T T T T T T 190
9.2 9.0 88 8.6 8.4 82 8.0 7.8 76 7.4 ppm

Figura 108. Expansao do espectro de HMBC 13C-'H (500/125 MHz, DMSO-dp) da acil-hidrazona 13.
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Gisele/Wanda - GS39-4NO2 - DMSO-d6 - Pasta Claudio -julho/2015 - 2015/07/01

D Current Data Parameters
NAME GS39_4N02
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150701

p— Time 8.55
GS39-4N02 | E INSTRUM spect
o PROBHD 5 mm TBI 1H/13
4 ] PULPROG  hmbcgplpndgf
L~ ™ 4096
w SOLVENT DMSO
= NS 128
= DS 16
SWH 12335.526 Hz
- FIDRES 3.011603 Hz
B AQ 0.1660245 sec
RG 57
= § DwW 40.533 user
- DE 6.50 uset
TE 298.1 K
W CNST2 90.0000000
L. CNST13 2.0000000
‘ DO 0.00000300 sec
P D1 1.00000000 sec
| S D2 0.00555556 sec
¢ & D6 0.25000000 sec
- D16 0.00020000 sec
| INO 0.00001640 sec
- == CHANNEL fl == ]
s SFO1 600.1737063 MHz
NUC1 1H
= § Pl 7.25 uset
B P2 14,50 usec
PLW1 9.00000000 W
‘. " wammwmus CHANNEL f2 s=swmmm:
SFO2 60.8299017 MHz
= NUC2 15N
- § P3 30.50 use:
PLW2 134.00000000 W
@ - ====== GRADIENT CHANNEL ===
GPNAM[1] SMSQ10.100
- GPNAM[2] SMSQ10.100
L S S L I I O T I . 25};}1\“[3] SNSngélggk
9.2 90 88 8.6 84 8.2 F2[ppm] GP22 30.00 %

Figura 109. Espectro de HMBC ""N-"H (500/125 MHz, DMSO-dj) da acil-hidrazona 13.



Gisele /Wanda - GS-39-4NO2 - DMSO - d6 / Av400MHz dezllgssHl - NOESY Data ;:;TT:‘;?E
2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20141211
Time 13.51
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBT 1H/
PULPROG noesygpphpp
TD 2048
ppmEoLyent DMSO
NS 12
Ds 16
SWH 5760.369 Hz
FIDRES 2.812680 Hz
2Q 0.1777664 sec
RG 203
2 bW 86.800 usec
DE 7.00 usec
TE 293.2 K
Do 0.00007661 sec
Dl 1.00000000 sec
D8 0.80000001 sec
D11 0.03000000 sec
D12 0.00002000 sec
4 Dle 0.00020000 sec
IND 0.00017360 sec

CHANNEL f£1
400.1827928 MHz
1H

8.00 usec

16.00 usac

2500.00 usec
11.30000019 W
BLW1O 1.06980002 W

GRADIENT CHANNEL =:

ol

GPNAM[1] SMSQ10.100
Gzl 40.00 %
P16 1000.00 usec
8
F1 - Acquisition parameters
™ 512
3 501 400.1828 MHz
s FIDRES 11.250720 Hz
) . » su 14.334 ppm
t FnMODE States—TPPI
} 10 F2 - Processing parameters
; sI
& b4 sF 400.1800000 Miz
? o
558 0
e L8 -1.00 Hz
M G8 0.005
': 42 i.00
[ F1 — Processing parameters
® s1 512
e F 4 MC2 States-TPPI
¥ 3 58 400.1800000 MHz
WO
< ik = 558 0
T T T T T T T T T T | Fisagatan T T 14 = Tpy
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1  ppm

Figura 110. Espectro de NOESY (400 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 14.
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Gisele /Wanda -

GS—-39-4N02

DMSO - d6 / Av400MHz

dezllgssHl - NOESY

7.2

217

Current Data Parameters
NAME

dez1lgssHl
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20141211
Time 13.51
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG noesygpphpp
™ 2048
ppmsoLvent DMSO
NS 12
= DS 16
s 5760.369 Hz
FIDRES 2.812680 Hz
aQ 0.1777664 sec
RG 203
DW 86.800 usec
7.6 oE 7.00 usec
) 293.2 K
Do 0.00007661 sec
D1 1.00000000 sec
D8 0.80000001 sec
D11 003000000 sec
p12 0.00002000 sec
7.8 oie 0.00020000 sec
™o 000017360 sec
CHANNEL £1
sFo1 400.1827928 Muz
NUCL 10
8.0 ! 8.00 usec
= P2 16.00 usec
P17 2500.00 usec
PLWL 11.30000019 W
PLW10 1.06980002 W
====== GRADIENT CHANNEL
F8.2 cenami1] SMSQ10.100
Gpz1 40.00 %
P16 100000 usec
Fl - Acquisition parameters
™ 512
L 8.4 sfoL 400.1828 MHz
“% Fipres 11.250720 Hz
s 12.394 ppm
FnMODE States-TPPI
F2 - Processing parameters
s1
8.6 sr 400.1800000 MHz
WD oM
SSB 0
L8 -1.00 Hz
GB 0.005
BC i.00
8.8 . - Processing parameters
s1 512
M2 States-TPPI
SF 400.1800000 MHz
WDW GM
ssB 0
9.0 -1.00 Hz
GB 0.01

ppm

Figura 111. Expansao do espectro de NOESY (400 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 14.



Gisele "GS-39-4NO2"

dmso/ Av400MHz

dezllgssHl1l - NOESY

ppm

F7.8

£7.9

8.0

8.1

8.2

8.3

8.4

8.5

8.6

8.7

8.8

8.9

T
13.75

T
13.70

T T
13.65 13.60

T
13.55 ppm

Current Data Parameters

NAME dezllgssH1
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20141211
Time 13.51
INSTRUM spect
PROBHD S mm PABBI 1H/
PULPROG noesygpphpp

TD 2048
SOLVENT DMSO

NS 12

Ds 16

SWH 5760.369 Hz
FIDRES 2.812680 Hz
AQ 0.1777664 sec
RG 203

oW 86.800 use:
DE 7.00 uset
TE 293.2 K
Do 0.00007661 sec
D1 1.00000000 sec
D8 0.80000001 sec
D11 0.03000000 sec
D12 0.00002000 sec
D16 0.00020000 sec
INO 0.00017360 sec

== CHANNEL fl == o
400.1827928 MHz
1H
8.00 usec
16.00 usec

2500.00 uset
11.30000019 w
1.06980002 W

====== GRADIENT CHANNEL ===:

GPNAM[1] SMSQ10.100
GPZ1 40.00 %
Plé 1000.00 uset
Fl - Acquisition parameters
D 512
SFO1 400.1828 MHz
FIDRES 11.250720 Hz
sw 14.394 ppm
FnMODE States-TPPI

Figura 112. Expansao do espectro de NOESY (400 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 14.
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20150408_GS39_4 NO2 pos #61 RT: 0.50 AV:1 NL:1.44E5

T:FTMS +p

100
95
E
853
803
753
703

ESIFull ms [50.00-2000.00]
337.0963

o

N
H

NO
LT
N\

H

C1gH13N304

Massa exata: 335,0906

337.1614
337.2290

LRSS RARE RAAN AR RARS RARE RARE RAAS RARE NARE NARY MRS RERS MRS R AR RS
337.1 3372 337.3 3374

Figura 113. Espectro de massas de alta resolu¢do (TOF-MS-ES+) da acil-hidrazona 13.
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Figura 114. Espectro de IV da acil-hidrazona 14.



221

Gisele - GS45_2NO2 - DMSO - Avance 500 MHz - jan0O5ggsHl1 - 1H
3 3
< 2]

S ON2REYSR583282S C><)
A -BOCBRBN NN GG 0D D BRUKER
WOWOWOWWMNMNMNMNMNMNNMNNMNMNMNNMNMNNNS CN

Current Data Parameters
NAME jan05ggsH1
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150105
Time 7.10
INSTRUM spect
T T - T PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zg30
8.30 ppm 8.10 ppm 785 ppm ™ 33768
SOLVENT DMSO
NS 16
DS 2
14 ppm SWH 10000.000 Hz
FIDRES 0.305176 Hz
AQ 1.6384000 sec
RG 57
DW 50.000 usec
DE 6.50 usec
TE 298.0 K
D1 1.00000000 sec
TDO 1
T T L) T
======== CHANNEL fl ===
7.75 ppm 7.70 ppm 7.55 ppm SFO1 499.8730869
NUC1 1H
Pl 11.75 usec
PLW1 25.00000000 W
F2 - Processing parameters
90 89 ppm SI 65536
SF 499.8700097 MHz
WDW EM
SSB 0

LB 0.30 Hz
GB 0
PC 1.00

A

T T T T T T T T

T
15 14 13 12 1 10 9 8 7

o [felf-elf=} |
- R Rl Bt [3V1 (YIRS B B2 NO,

Figura 115. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 14.
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Gisele/Wanda - GS45_2NO2 - DMSO - Avance 500 MHz - jan0O5ggsH1 - 13C

M OO —-—OFTOOANNANNWODOO —
N NOORITNO-NOMO A v~ A
—
R 99233888 E22 BRUKER
Current Data Parameters
NAME jan05ggsH1
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150105
Time 8.22
INSTRUM spect
PROEBHD S mm PABBO BB/
PULPROG z 30
o 0 ™ o768
SOLVENT DMsSO
,N\ NS 5120
‘ H DS 4
N02 SWH 29761.904 Hz
N FIDRES 0.908261 Hz
H AQ 0.5505024 sec
RG 2050
DW 16.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
======== CHANNEL fl ========
SFO1 125.7049801 MHz
NUC1 13C
Pl 10.00 usec
PLW1 91.00000000 W
CHANNEL £f2 == =
499.8719995 MHz
1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
PLW13 0.37074000 W
I ’ | | | | F2 - Processing parameters
L SI 32768
N ) AR SF 125.6924110 MHz
WDW EM
SSB 0
T T T T T T T T T ég 1.00 Hz
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm sC 0 1.40

Figura 116. Espectro de RMN Be (125 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 14.
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Gisele/Wanda - GS45_2NO2 - DMSO-d6é - Avance 500 MHz - jan0O5ggsHl1 - DEPT 135

OO~ NOD0O Current Data Parameters
CONO QO N NAME jan05ggsH1
3NN ERES ;
T PROCNO 1
\\‘\\ l W/ F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150105
Time 12.25
(0] O INSTRUM spect
PROBHD S5 mm PABBO BB/
N PULPROG dept135
| ” ™D 32768
SOLVENT DMSO
N NOZ NS 2048
H DS 4
SWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.908261 Hz
AQ 0.5505024 sec
RG 2050
DW 16.800 uset
DE 6.50 uset
TE 298.2 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
ssssssss CHANNEL f] sssssss
SFO1 125.7049807 MHz
NUC1 13C
Pl 10.00 uset
P2 20.00 uset
PLW1 91.00000000 W
======== CHANNEL f2 =sss===:
SFO2 499.8715986 MHz
Nuc2 1H
CPDPRG([2 waltzlé
P3 11.75 uset
P4 23.50 uset
PCPD2 80.00 uset
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 125.6924110 MHz
WDW EM

SSB 0

T
180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

Figura 117. Espectro de RMN "*C DEPT-135 (125 MHz, DMSO-d;) da acil-hidrazona 14.



Gisele/Wanda - GS45_2NO2

DMSO-dé - Avance 500 MHz - jan05ggsH1 - DEPT 90

O O®OMNNOOOo
CONOW~0VOO~I~
LOYLTO— VOV D
S SRRRINREE
RS\ o
N
|
N NO,
P{
T T T T T T T T T T
200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0 ppm

Current Data Parameters

NAME jan05ggsHl
EXPNO 4
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20150105
Time 13.20
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG dept 90
D 32768
SOLVENT DMSO
NS 1852
Ds 4
SWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.908261 Hz
AQ 0.5505024 sec
RG 2050
DW 16.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.1 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
= CHANNEL f1
125.7049807 MHz
13C
10.00 usec
20.00 usec

91.00000000 W

CHANNEL f2
499.8719995 MHz
1H
waltzlé
11.75 usec
23.50 usec
80.00 usec
26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 125.6924110 MHz
WDW EM
SSB o
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

Figura 118. Espectro de RMN 3C DEPT-90 (100 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 14.
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Gisele/Wanda - GS45 2NO2 - DMSO-d6 - Avance 400 MHz - maiO6gssHl - HSQC

ppm

TN

—-100

-120

-140

-160

-180

-200

-220

T T

14 13

T T T T T T T T T T T T

T
12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0

ppm

Current Data Parameters

NAME mai06gssHl
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140506
Time

INSTRUM spect
PROEHD 5 mm PABBI 1H/
PULPROG hsqcedetgp

TD 2048
SOLVENT DMSO

NS 8

Ds 16

SWH 6393.862 Hz
FIDRES 3.122003 Hz
AQ 0.1601536 sec
RG 32

DW 78.200 uset
DE 7.00 usec
TE 297.2 K
CNST2 145.0000000

DO 0.00000300 sec
D1 1.00000000 sec
D4 0.00172414 sec
D11 0.03000000 sec
D13 0.00000400 sec
D16 0.00020000 sec
D21 0.00345000 sec
INO 0.00002070 sec
ZGOPTNS

m=msss== CHANNEL f] =sss===
SFO1 400.1828040 MHz
NUC1 1H

Pl 8.00 usec
P2 16.00 uset
P28 1000.00 uset
PLW1 12.00000000 w
==sss=== CHANNEL {2 =ssss==
SFO2 100.6364098 MHz
NUC2 13c
CPDPRG[2 garp

P3 14.10 use¢
P4 28.20 uset
PCPD2 80.00 use¢
PLW2 91.00000000 W
PLW12 3.70000005 W

Figura 119. Espectro de HSQC *C-"H (400/100 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 14.
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Gisele/Wanda - GS45 2NOZ - DMSC-d6é - Avance 400 MHz - maiO6gssHL - HSQC

1 F2 - Acquisition Faramstars
2

| I :

| Il "« f JV Lo s ‘-
\J\_j ;'ﬂj 'U M IKSTRUM spact
\amn_____ PPM FROBHD 5 mm PAEEI 1M/

Current Data Parametars

MAME maloegesHl
EXPNO 2
i PROCNO 1

FULPROG hsqcedatgp
L el 2048
3 SOLVENT M50
o o C105 s 3
[ s 16
N F SHH 6393.662 Hz
N 3 FIDRES 3.122003 Hz
o | H C110 xg 0.1601536 sac
[ RG 32
N NO, L i} 78.200 use:
3 DE 7.00 usat
H C115 207.2 K
[ CHST2 145, 0000000
L Do 0.00000300 sec
3 n 1.00000000 sec
. 0 9@ -120 g 0.00172414 sac
[ n11 0.03000000 sec
L D13 0.00000400 5ec
r D16 0.00020000 sec
— e e@ 125 pa 0.00345000 sac
B [ N0 0.00002070 sec
. e L ZGOPTNS
— o
130 ———— CHANNEL £1 mmmmmemms
— [ SFO1 200. 1326040 MHz
[ a1 H
— F F1 §.00 usat
- C135 &2 16,00 use:
[ P28 1000. 00 usa:
FLN1 12.00000000 W
__140 ------- CHANKEL f2 mememmmm—
[ sFO2 100. 6364098 MHz
‘ C wC2 13C
— F CEDPRG [2 gar|
I °° F145 a2 14. 10 uset
1 r B 26.20 usat
FCPD2 80.00 usat
— H FLW2 91.00000000 W
C150 sz 3.70000005 W
155

g gt L) ity ) [T T T o k)
90 89 88 87 86 85 84 83 82 81 80 79 78 7.7 76 75 74 ppm

Figura 120. Expansio do espectro de HSQC "*C-"H (400/100 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 14.



Gisele - G345 2NOZ - DMSO - Avance 400 MHz - mailO6gssHl - HMEBC

| | )

N
N O
H

— h-
— ¢ g0
- — .
—_— . ...'.; .

p— L]

ppm

L ) Y Bl VR A A AN A AR
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3

currant Data Parameters

WAME mallégssHl
EXPNO 3
FROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140508
Timz E.43
IKSTRUM 5|
FROBHD i
EULPROG rmocgplpndge
i 2048
SOLVERT DMSO
Ks 8
DS 16
SWH 6393, 662 Hz
FIDRES 3.122003 Hz
AQ 0.1601536 sac
EG 32
2] TE.200 usec
DE 7.00 usac
TE 29B.1 K
CRST2 145. 0000000
CNST13 6. 0000000
co 0. 00000300 sec
Cl 1.00000000 s2c
D2 0.00344E623 sac
Dé 0. 06250000 sac
Dle 0.00020000 s2c
IKo 0.00002070 s2C
e CHARNNEL ] ==sso——.
sFOL 400.1826040 MHz
1H
6.00 usat
16.00 usa¢

12. 00000000 W

mmmmmmme CHAKNEL 2 m==emmes

SFO2 100. 8364093 MHz
Kuc2 13C

F3 14.10 usa¢
FLW2 31.00000000 W

mmmm—= CPADIENT CHANNEL ===«

SM5Q10. 100
SM5Q10. 100
50.00
30.00

Figura 121. Espectro de HMBC "*C-'H (500/125 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 14.
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Gisele/Wanda - GS45_2N02 - DMSO-dé - Avance 400 MHz - mailégssEl - HMBEC

Currant Data Parameters
KAME mallEgssHL
EXPNO 3
EROCHO 1
F2 - Acquisition Parameters
pate_ 20140506
Time 8.43
h INSTRUM zpact
l “ FRCEHD 5 mm PAEEI 1H/
N \J ppm FULPROG hmbogplpndgt
o 2048
SOLVENT DMSO
RS B
o o [os] 16
N SWH 6383.862 Hz
— N~ AN [ ] 120 FIDRES 3.122003 Hz
| H AQ 0.1601536 sec
FG 32
N NO; 0 oW 78.200 use:
H LE 7.00 use:
— [ ' L L 130 TE 298.1 K
) CRST2 145. 0000000
CNST13 E. 0000000
L] oo 0.00000300 sec
51 1. 00000000 sec
D2 0. 00344826 sec
— L} . 140 DE 0. 06250000 sec
D16 0. 00020000 sec
—_— 1 , , ) IND 0.00002070 sec
-------- CHANNEL £1 mmmmmm=-
- L I | L150 SFOL 400.1828040 MHz
KOCL 1
Fl d.00 use:
E2 16.00 use:
ELW1 12, 00000000 W
F160  ===mm--- CHANNEL [2 mmmmmmms
— ’ ' SFO2 100.£364096 MHZ
BOC2 13c
E3 14.10 usa:
ELW2 91, 00000000 W
170 . GFRADIENT CHAKKEL ===
1 SM5010.100
SM5Q10.100
— [] SM5010.100
50.00 %
180 30.00 %
| T T I I I I I
14 13 12 11 10 9 8 7 ppm

Figura 122. Expansao do espectro de HMBC BC-"H (500/125 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 14.
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Gisele/Wanda - GS545_2N0O2 - DMSO - Avance 500 MHz - jan0O5ggsHl - 15N HMEC
Current Data Farameters

KAME
EXPNO
PROCKO

Jan0sggsHl
5

F2 - Acqulsition Parameters

Date_ 20150105
Time 15.23
THSTRUM spact
PROBHD S mm PABEO BB/
PULFROG  hmbogplpndgf
he1} 2048
SOLVERT CHz0
ks a0
DS 16
WH 8012.820 Hz
FIDRES 3.912510 Hz
AQ 0.1277952 sec
RG 57
oW 62.400 usay
LE 6.50 usai
IE 293.1 K
CHST2 90.0000000
CHST13 10.0000000
Do 0.00000300 sac
D1 2.00000000 sac
Dz 0.00555556 sac
D6 0.05000000 sac
(13 0.00020000 sac
mo 0.00001370 sac
mmmmmmmn CHANNEL f1 meesme;e:
aFol 499.8734951 MHz
Kucl 1H
Pl 11.75 usay
P2 23,50 usai
PLW1 25.00000000 W
------- CHANNEL {2 ==emaae
8F02 50.6635433 MHz
Kucz 154
P3 15.00 usai
PLNZ 166.33999634 W
NO memm=e GRADIENT CHANNEL ===
2 GPMAM[1] SM3Q10.100
GPMAM| 2] SMSQ10.100
GPMAM[3] SM3Q10.100
GPZ1 70.00 %
GPZZ 30.00 %
T
74

Figura 123. Espectro de HMBC "°N-"H (500/125 MHz, DMSO-d) da acil-hidrazona 14.



Gisele/Wanda - G345 2NOZ - Avance 400 MHz - out3lgssHl - NOESY

L

!
_J

. ppm

-
o —

-

12

14

e i T
15 14 13 12 1

10

9

8 7 6 5 4

ppm

Current Data Parametars

HAME out31g3ssH1
EXENO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Paramaters
Data_ 20141031
Time 7.52
INSTRUM spact
PROBHD 5 m=m PABBI 1H/
PULPROG noasygpphpp

bs) 2048
SOLVENT CM50

NS 10

DS 1€

SHH 6410.256 Hz
FIDRES 3.130008 Hz
A0 0.1597440 sec
RG 57

D 78.000 usai
DE 7.00 usai
IE 298.2 K
Do 0.00006761 sac
D1 1.00000000 sec
DE 0.80000001 sac
D11 0.03000000 sac
D12 0.00002000 sec
D1é 0.00020000 sac
mo 0.00015600 sec
SFO1 400.1527993 MHz
NUC1 H

P1 8.00 usai
P2 1£.00 usai
P17 2500.00 usai
PLW1 12.00000000 W
PLW1D 1.13610005 W
wmmmm= GRADIENT CHANNEL ==ms
GENAM[1] SMSQ10.100
GPZ1 20.00 &
1303 1000.00 use:

F1 - ACQUiSition parameters
D 256

SFO1 400.1828
FIDRES 25. 040064
EL 16.018
FnMODE Statas-TPFI

Figura 124. Espectro de NOESY (400 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 14.
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Gisele/Wanda - G545 2ZNOZ - Avance 400 MHz - ocut3lgssHl - NOESY

Current Data Parameters

HAME t£3lgssH1
EXFHC 2
EROCNC 1
F2 - Acqulsition Parameters
1 ppm  Dpate_ 20141031
Time 7.52
INSTRUM zpact
FRCEHD 5 mm PABREI 1H/
FULEROG noesy Jpphpp
o 2048
o ] -] SOLVENT DM
N ns 10
SN DS 1€
| H SWH 6410.256 Hz
° NO, FIDRES 3.130008 Hz
— N 9 AQ 0.1597440 sec
H EG 57
oW TE. 000 use:
LE 7.00 use:
TE 298.2 K
Do 0.00006781 sec
=10 D1 1.00000000 sec
D@ 0.60000001 sec
011 0.03000000 sec
D1z 0.00002000 sec
Dle 0.00020000 sac
E11 IHD 0.00015600 s&C
mmmmmmme CHANNEL f1 ====e=e-=
SFOL 400.1B27993 MHz
HUC1 1H
12 Fl §.00 use:
. 1 FZ 16.00 use:
F17 2500.00 use:
FL¥1 12.00000000 W
FLW10 1.13610005 W
R 13 mme—-- GPADIEKT CHANHEL =m=s
GERAM[1] SMSQ10.100
GEZ1 40.00 %
] L * Fl& 1000.00 use:
14 F1l - Acquisition parameters
o 256
. SFO1 400.1828 MHz
FIDRES 25.040064 Hz
oW 16.018 pp=
15 FnMIDE States-TEFI
T T T T T T T
15 14 13 12 1 10 9 8 pPpm

Figura 125. Expansao do espectro de NOESY (400 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 14.
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Gisele/Wanda - G545 2NOZ - Avance 400 MHz - out3ilgssHl - NOESY

Currant Data Paramatars
NAME

outilgssHl
EXFRO 2
PROCNC 1
F2 - Acquisition Parametars
Data_ 20141031
Tim= 7.52
INSTRUM spact
NO. PROBHD 5 mm PABEI 1H/
2 PULPRCG noesy Jpphop
D 2048
SOLVENT DMs0
s 1
DS 16
SHH 6410.256 Hz
FIDRES 3.130008 Hz
AQ 0.15%7440 sec
RG 57
W 78.000 usa¢
DE 7.00 usei
IE 29E.2 K
Do 0.00006761 sec
D1 1.00000000 sac
DE 0.B0000001 s2C
D11 0.03000000 sac
D12 0.00002000 sac
D16 0.00020000 sac
IND 0.00015600 sec
— CHANNEL f] =====e==-
SFO1 400.1827993 MHz
NUC1 1H
Pl 8.00 usai
P2 16.00 used
M 2500.00 usay
PLW1 12.00000000 W
PLW10 1.13610005 W
====ee GRADIENT CHANNEL ===-
GFNAM[1]) S8M5Q10.100
GFZ1 40.00 %
Plé 1000.00 usay

Fl - Acquisition parameters
pe] 256

SFOl 400.1628 MHz
FIDRES 25.040064 Hz
SH 16.018 ppm
FriMODE States-TPPI

T T T T T
85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 ppm

Figura 126. Expansao do espectro de NOESY (400 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 14.
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20150408_GS45_2 _NO2 pos #60 RT:0.50 AV:1 NL:3.24E4
T: FTMS + p ESIFull ms [50.00-2000.00]
100 337.0965

NO,

=2
1<)
Iz

55 Cy7HpN4O4
50 Massa exata: 336,0859

0 | AL R IR RARS RN RS MR RN RARE RARE |
337.0 337.1 337.2

T T LAY RS RS RARE RN RARE RARE RARN RARE RARE MM NARE RARS MRS MRS R RAR AR RAR RAAN RAAN RARS| LIRS B RARE RS MR AR
3374 3375 3376 337.7 337.8 337.9

m/z

LA RARE
3373

Figura 127. Espectro de massas de alta resolu¢do (TOF-MS-ES+) da acil-hidrazona 14.
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Figura 128. Espectro de IV da acil-hidrazona 15.
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Gisele/Wanda - GS41-4MeSO2 - DMSO-d6 - Av 500MHz - mar25gssHI1
S 3 2zwong 3
nmamo Sg gg [Te}
00 0 0O @ M~ M~ ~

R

[o2]
O
wn
M~

—13.70
—13.50
8.892
7 815
7.782
7.766
7.539

! ) J ' T T
8.8 ppm 8.35 ppm 7.8 m
2 Ll i 3.30 ppm
B S e S
8.05 ppm q\s/
0O O P
NS
[ H
N
L :
-
13.6 ppm
| ] |1uLL N
T T T T T T T T T T T T
14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 3 ppm

~ olol=ln|oo
- —l=l=lmlail~

BRUKER
(<O

NAME
EXPNO
PROCNO
Date_
Time
INSTRUM
PROBHD
PULPROG
TD
SOLVENT
NS

DS

SWH
FIDRES
AQ

RG

Figura 129. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 15.

mar25gssH1
1

1
20140325
8.58
spect
5 mm PABBO BB/
zg30
32768
DMSO
8
0
10302.198 ¢
0.314398 ¢
1.5903903 =
90.5
48.533 v
6.50 v
298.1 F
1.00000000 ¢
i I

CHANNEL fl =====
499.8730869 »

1H
1IT.75 v

65536
499.8700000 »

EM

0
0.30 ¢
0

1.00
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Gisele/Wanda - GS41-4MeS0O2 — DMSO-d6 — Av 500MHz — mar21gssC1

— ON— VWO TOOD
0 —MORNRKOODANOMO®N~A el
— H
2 SLLTTRINELLEL22 % BRUKER
NAME mar2lgssCl
EXPNO 1
PROCNO 1
Date_ 20140321
Time 9.45
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
N PULPROG zgpg30
S D 32768
(o] O \ SOLVENT DMSO
O NS 1560
N DS 4
N SWH 34090.910 F
| H FIDRES 1.040372
AQ 0.4806473 =
N RG 2050
H DW 14.667 U
DE 6.50 v
TE 298.1 F
D1 2.00000000 =
D11 0.03000000 =
TDO 1
======== CHANNEL f1l =====
SFO1l 125.7074940 »
NUC1 13c
Pl 10.00 v
SI 32768
SF 125.6924110 »
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 ¢
GB (1]
I PC 1.40

T T T T T T T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 ppm

Figura 130. Espectro de RMN C (500 MHz, DMSO-dj) da acil-hidrazona 15.



43.95

NAME
EXPNO

PROCNO
Date_

Time

N
| H DS
SWH

AQ
RG
DW
DE
TE
CNST2

T T \ T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 ppm

5 INSTRUM
o PROBHD

S\\ PULPROG
@) ™

N SOLVENT
NS

N
FIDRES
H

mar2lgssCl
2

1

20140321

10.55

spect

5 mm PABBO BB/

dept135

32768

DMSO

256

4
29761.904 ¢
0.908261 F
0.5505524 ¢

2050
16.800 v
6.50 v
298.2 F

145.0000000
2.00000000 ¢
0.00344828 ¢
0.00002000 ¢

1

CHANNEL f1 =====
125.7049807 b
13C
10.00 u
20.00 v
32768
125.6924110 »
EM
0
1.00 F
0
1.40

Figura 131. Espectro de RMN 13C DEPT-135 (500 MHz, DMSO-dj) da acil-hidrazona 15.
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Gisele - GS41-4MeS02 - DMSO - Av 500MHz - mar21gssC1 DEPT90

PELNER BRUKER
TRARANE

NAME mar21lgssCl
EXPNO 3
PROCNO 1
Date_ 20140321
Time 11.07
N\~ INSTRUM spect
S PROBHD 5 mm PABBO BB/
O O \\O PULPROG dept 90
N D 32768
N/ N SOLVENT DMSO
| H NS 256
DS 4
N SWH 29761.904
H FIDRES 0.908261 ¢
AQ 0.5505524 ¢
RG 2050
DW 16.800
DE 6.50 v
TE 298.1 F
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 ¢
D2 0.00344828 ¢
D12 0.00002000 =
D0 1
======== CHANNEL fl =====
SFO1 125.7049807 »
NUC1 13C
Pl 10.00 v
P2 20.00 v
SI 32768
SF 125.6924110 b
WDW EM
SSB 0
1B 1.00 ¢
GB 0
l PC 1.40
|
T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 80 60 40 20  ppm

Figura 132. Espectro de RMN "*C DEPT-90 (100 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 15.
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Gisele/Wanda - GS41-4MeS02 - DMSO - Av 500MHz - mar25gssH1 HSQC

Current Data Parameters
IAME

mar25gssHl
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140325
ime
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABEO BE/
I J PULPROG hsgcedetgp
PPMm 2048
SOLVENT DMSO
NS 6
- 0 os 16
8012.820 Hz
i\ 3.912510 Hz
S/ 0.1277952 sec
) o O b — 90.5
62.400 usec
Na 6.50 usec
298.2 K
| H ’ [ 145.0000000
—_— | 0.00000300 sec
N 2.00000000 sec
H 0.00172414 sec
0.03000000 sec
— 0.00000400 sec
0.00020000 sec
0.00344828 sec
0.00001920 sec
CHANNEL £1 =:
499.8736591 MHz
1H
— P1 11.75 usec
100 P2 23.50 usec
P28 1000.00 usec
PLW1 25.00000000 w
' ~120 CHANNEL £2
—_— ‘. | ' SFO2 125.7046182 MHz
I— N NUC2 13c
CPDPRG([2 garp
— 140 #3 10.00 usec
] LI P4 20.00 usec
PCPD2 .00 usec
PLW2 93.50000000 W
PLW12 1.90820003 W
J— 160
= = GRADIENT CHANNEL
GPNAM[1] SMSQ10.100
— 1 GPNAM[2] SMSQ10.100
— GPZ1 80.00 %
80 GPZ2 20.10 %
P16 1000.00 usec

T I I I

T T
15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 133. Espectro de HSQC *C-'H (500/125 MHz, DMSO-d;) da acil-hidrazona 15.



Gisele/Wanda - GS41-4MeSO2Z - DMSO - Av 500MHz - mar25gssH1 HMBC

|| | -

100

v 120

Ve e 140

— . . 160

180

T T T T T T T T 200
15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Current Data Parameters
NAME

mar25gssHl
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140325
10.53
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PAEEO BB/
PULPROG hmbegpndgf
™ 4096
SOLVENT DMSO
NS 8
DS 16
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 1.956255 Hz
AQ 0.2555904 sec
RG 90.5
DW 62.400 usec
DE 6.50 usee
TE 298.1 K
CNST13 8.0000000
0o 0.00000300 see
D1 1.50000000 sec
D6 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec
ND 0.00001920 sec
- == CHANNEL f1 ==ee=ss==
SFOL 499.8736591 MHz
NUC1 18
3 11.75 usec
P2 23.50 usec
PLW1 25.00000000 W
- == CHANNEL f2 mwemmwwe
SFO2 125.7046182 Miz
NUC2 13
P3 10.00 usec
PLWZ 93.50000000 W
- GRADIENT CHANNEL
GENAM[1] SMSQ10.100
GENAM[2] SMSQ10.100
GENAM[ 3] SMSQ10.100
GPZ1 50.00 %
Gez2 30.00 %
Gpz3 40.10 %
P16 1000.00 usec

F1 - Acquisition parameters
D 169

SFO1 125.7046 MHz
FIDRES 154.092697 Hz
sW 207.166 ppm
FAMODE oF

F2 - Processing parameters
s1 4

SF 499.8699954 MHz
WDW SINE
SSBE [

LB 0 Hz

GB [

BC 1.40

Figura 134. Espectro de HMBC Be-'H (500/125 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 15.
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Gisele/Wanda - GS41-4MeSO2 - DMSO - Av 500MHz - mar25gssH1 HMBC

Current Data Parameters

mar25gssHl
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Aequisition Parameters
Date_ 20140325
Time 10.53
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG hmbegpndgf
™ 4096
SOLVENT DMSO
NS 8
ppm 16
SWH 8012.820 Hz
FIDRES 1.956255 Hz
AQ 0.2555904 sec
N~ RG 90.5
o o X oW 62.400 usec
—_— A r DE £.50 usec
(0] 110 = 298.1 K
N CNST13 8.0000000
N Do 0.00000300 see
D1 1.50000000 sec
| H D6 0.06250000 sec
D16 0.00020000 sec
N L F120 1o 0.00001920 see
H - = CHANNEL f1 mmmmmmm=
SFO1 499.8736591 MHz
= L NUC1 16
T— [ P1 11.75 usec
130 == 23.50 usec
PLW1 25.00000000 W
.
- -= CHANNEL £2 =
SFO2
NUC2
1 L ) 'I L14 P3
— 0 i
I =mmmm= GRADIENT CHANNEL ==m==
' o GPNAM[1] SMS10.100
GPNAM[2] SMS010.100
GPNAM[3] SMS010.100
F150 ocez: 50.00 %
Gpz2 30.00 %
GPZ3 40.10 %
P16 1000.00 usec
F1 - Acquisition parameters
160 ™ 169
— ' N sFO1 125.7046 Mz
FIDRES 154.092697 Hz
W 207.166 ppm
FnMODE oF
[ 170 £2 - Processing parameters
s1
SF 499.8699954 Mz
WDW SINE
ssB 0
' LB 0 uz
GB 0
F180 =c 1.40
F1 - Processing parameters
s1 1024
Mc2 oF
SF 125.6924512 Muz
_190 WDW SINE
T T T T T T T T T T T ssB o
LB 0 Hz

15 14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 ppm & ¢

Figura 135. Expansdo do espectro de HMBC "*C-'H (500/125 MHz, DMSO-de) da acil-hidrazona 15.
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20150408_GS41_4_MeSO4_pos #1-61 RT: 0.00-050 AV: 61 NL: 1.53E6
T: FTMS + p ESI Full ms [50.00-2000.00]
1004 370.0889
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Figura 136. Espectro de massas de alta resolucao (TOF-MS-ES+) da acil-hidrazona 15.
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Figura 137. Espectro de IV da acil-hidrazona 16.
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Gisele - GS43-4MeTiO - DMSO - Av 500MHz - mar

=
s
Q

o
o
jas
w

N~
n D-ONTOTO-NDOOOWO ©
o 5B NNRBZNESD B
@ wwmml\l\hl\l\l\r\l\l\l\l\ o BRUK!R
Current Data Parameters
NAME marl8gssH3
EXPNO 1
PROCNO 1
F2 - Acquisition Paramete
Date_ 20140318
8.35 m Time 11.07
pp 7. 85 ppm 7-76 ppm INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zg30
TD 32768
T T o o ﬁs\ e SOLVENT DMSO
: m  8.40 ppm NS 16
8.9 pp 8.40 pp LN 7.72 ppm DS 2
[ H SWH 10000.000 E
N FIDRES 0.305176 E
H AQ 1.6384000 =
RG 128
DW 50.000 u
DE 6.50 u
TE 298.2 E
D1 1.00000000 =
TDO 1
—_—
7' m ======== CHANNEL fl =====
55 PP SFO1 499.8730869 »
NUC1 1H
Pl 11.75 ¢
PLW1 25.00000000 W
F2 - Processing parameter
—_— SI 65536
AR IR B SF 499.8700000 M
13.4 ppm 7.35 ppm P M
N SSB 0
T T T T T T T T T T T T T ég 0 0.30 E
13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 PPM pc 1.00

Te} N[O~ ws|o
Q ’i.czq'-.'-.c?'-.cf
-~ ||| |||~y

Figura 138. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 16.
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Gisele/Wanda - GS 43 4 MeTiO - DMSO-d6é - Avance 500 MHz - abr22gssHl1 - 13C
OCWNONODOMO— = = O WO ®
T QAN OOOOCRAL AN OD T ©
CoEITqUslBNgLRLLes ~
C eI NNNNNNCC 3
S
S
_N
NI
| H
N
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| | T | " .
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180 160 140 120 100 80 60 40 20 ppm

<)
BRUKER
(><)

Current Data Parameters

NAME abr22gssHl
EXPNO 2
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140422
Time 8.20
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG zgpg30
™D 32768
SOLVENT DMSO
NS 3072
DS 4
SWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.908261 Hz
AQ 0.5505024 sec
RG 2050
DW 16.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
D1 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
TDO 1
== CHANNEL fl1 =
125.7049801 MHz
13C

10.00
91.00000000 W

CHANNEL f2
SFO2 499.8719995 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
PLW13 0.37074000 W
F2 - Processing parameters
SI 32768
SF 125.6924110 MHz
WDW EM
SSB 0
LB 1.00 Hz
GB 0
PC 1.40

Figura 139. Espectro de RMN 13C (125 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 16.
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Gisele/Wanda - GS 43 4 MeTiO - DMSO-d6é - Avance 500 MHz - abr22gssHl - DEPT 135
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Current Data Parameters

NAME abr22gssHl
EXPNO 3
PROCNO 1
F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20140422
Time 10.44
INSTRUM spec
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG dept135
T 32768
SOLVENT DMSO
NS 1024
DS 4
SWH 29761.904 Hz
FIDRES 0.908261 Hz
0.5505024 sec
RG 205!
DW 16.800 usec
DE 6.50 usec
TE 298.2 K
CNST2 145.0000000
D1 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
TDO 1
CHANNEL £1
125.7049807 MHz
13c
10.00 usec
20.00 usec

91.00000000 W

CHANNEL £2
499.8715986 MHz
1H

waltzl6
11.75 usec
23.50 usec
80.00 usec
26.85300064 W

PLW12 0.57928002 W
F2 - Processing parameters
sI 32768

SF 125.6924110 MHz
WDW EM
ssB 0

LB 1.00 Hz
GB ]

PC 1.40

Figura 140. Espectro de RMN "*C DEPT-135 (125 MHz, DMSO-d;) da acil-hidrazona 16.



Gisele/Wanda - G5 43 4 MeTiQ - DMSC-d& - Avance 500 MHz - abr22gssH1l - DEPT 90

O O S\
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180 160 140 120 100 80 60 40

T
20

T
ppm

Current Data Parapetsrs
HAME abr22gssHl
EXFND 1
FROTND 1

F2 - Aoguisition Parameters
Data_ 20140422
Tims 11.45

INSTRIM IpeCT
FRIEHD £ oo PAEED BB/
FULFROG dapt il
e 32768

memmmmnn CHANNEL . messsses

SFOL 125.7049807 mMEz
c

FZ - Frocessing paracetsrs
SI 32768
SF 125.6324110 MHz

W

S5E L

LE 1.00 Bz
GE o

FC 1.40

Figura 141. Espectro de RMN "*C DEPT-90 (125 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 16.
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Cisele/Wanda - G5 43 4 MeTi0 - DM30 - Avance 500 MHz - abrZZgssHl - HSQC
Current Data Faramaters
BAME abra2gssHlL
EXPNO0 5
PROCKO 1

F2 - Acquisitlion Parametars

Dats_ 20140422

l Tima 15.11
IKSTREOM spact

1 — lk PPM  ppogc = me EABRO BB/

- PULPRCG nsqeadatgp
s o 204
SOLVENT MEO
O O ~ . s B
s 16
- N — 20 swm 7411. 067 Hz
| N FIDRES 3.616685 Hz
H a0 0.1361717 sac
RG 128
_— H . — 40 oW 67.467 nza
- : CE 6.50 usa
TE 298.2 K
CHST2 145.0000000
- 60 oo 0.00000300 sec
o1 2.00000000 sec
D4 0.00172414 sac
D11 0.03000000 sec
L gp D13 0.00000400 s2C
D16 0.00020000 sec
D21 0.00344826 s=c
10 0.00001960 sac
| 100  ZGOFTHS
------- CHAMNEL 1 mmmmmmme
499.8735400 MHZ
1H
120 11.75 usa:
23.50 usa
1000.00 usa:
25.00000000 W
—140
mmmmmmme CHANNEL 2 mmemmmee
3F02 125.7046981 MHz
Kucz 13C
—160 ceoeRG(2 garp
P3 10.00 usai
Pl 20.00 usa
PCPDZ 70.00 usa
—180 PpLwz 93.50000000 W
PLW1Z 130620003 W

14 13 12 11 10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura 142. Espectro de HSQC *C-"H (500/125 MHz, DMSO-dy) da acil-hidrazona 16.



GCisele/Wanda - G5 43 4 MeTi0 - DMSO-dé - Avance 500 MHz - abr22gssH1 - HMBC

_

WLL.¢_____ Ppm

Iz

..
N 110
L}

b

—100

—120

—140

—160

—180

1

Current Data Paramsters

HAME
EXFRO
PROCKO

abr22gssH1
3

FZ - Acguisitlon Parameters

Date_
Tim=
INSTRUM
PROBHD
PULPRCS
D
SOLVENT
s

ns

SWH
FIDRES
AQ

RG

juty

DE

TE
CHST13

20140422
16.26
spact

5 mm PAEEO BE/S

rmbcgpndgt

4096

M50

32

16
T411.067 Hz
1.B03343 Hz

0.2763435 sec

128

67.467 usa

€.50 uset

296.1 K
g.ooo0000

0.00000300 5

1.50000000 &

0.06250000 5

0.00020000 5

0.00001960 5

[T
fafaan

CHAKKEL ] =====e=—

4%3.B8735400 MHz
IH
11.75 usay
23.50 usay
25.00000000 W

————mm—— CHAKKEL 2 ====———

sFO2 125.70469E1 MHzZ
nucz 13C

P3 10.00 usa
PLWZ2 $3.50000000 W
mmmmme= GEADIENT CHARNEL mme
GENAM[1] SMSQ10.1
GENAM[Z] SMSQ10
GENAM[3] SMSQ10.100
GPZ1 50.00 %
GPZ2 30.00 %
GPZ3 40.10 %
Dl 1000.00 use

Figura 143. Espectro de HMBC "*C-'H (500/125 MHz, DMSO-d;) da acil-hidrazona 16.

249



250

20150408_GS43_MeTIO_pos #2-60 RT: 0.01-0.50 AV:59 NL: 4.64E5
T: FTMS + p ESIFull ms [50.00-2000.00]
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Figura 144. Espectro de massas de alta resolu¢do (TOF-MS-ES+) da acil-hidrazona 16.
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Figura 145. Espectro de IV da acil-hidrazona 17.



Gisele - G547 Tiofeno - DM30 - Avance 400 MHz - mar3lgssHL

3 3388383388N220R38
o BEOBBRNRCOHNIBT T ==
- ﬂ'ﬂ a:_oocrfcor\r\r\r\r\r\r\r\r\r\rs_r:::
I’ J"J\k =
‘ - \ i m
1 I\ /\ [
| 8.35 ppm/\| I |1| | [
I, i || W /|
WARAY, \
-
LA ‘l R P R LR LA I N N R A NN R
8.9 7.80 ppm7.70 ppm 7.55 7.50 ppm

PP
N,N\\
| H

N

H

J
ppm

e

134 ppm I

|
_ I T ,‘___,j
T T I T T T T T T
13 12 1" 10 6 5 4 ppm

1.00=

T T

9 8 7
s
it I i e B i B

C><)
BIZ%R

Current Data Parameters

NAME mar3lgssHL
EXPKO X
PROCNO 1
FZ - Acguisition Paramete
Date_ 20140331
Time 11.54
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PAEBI 1H/
PULEROG zg30
o] 65536
SOLVERT OME0
NS 1¢
DS 0
SWH 8012.820 E
FIDRES 0.122266 F
AQ 4.0834465 =
G 32
i 62.400 x
DE 7.00 t
TE 297.8 ¥
Il 1.00000000 =
gl 1
————— CHANNEL £l =====
SFO1 400.1824713 ¥
NOC1 1K
rl 2.00 v
PLAL 12.00000000 W
F2 - Processing parameter
51 65536
SF 400. 1800000 ¥
WoW
558 0
1B 0.30 F
GB 0
e 1.00

Figura 146. Espectro de RMN 'H (400 MHz, DMSO-dy) da acil-hidrazona 17.
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Cisele - G347 Tiofeno - DME0 - Avance 400 MHz - mar3lgssHL - 13C
Q@ Y9258Q585958%4
- -
© Ao -~ DOV OO
I~ OG0 N0ONNNNNN— BRU !R
Currant Data Faramstars
\ mar3lgssHl
EXFNO 2
PROCND 1
F2 - RAcquisition Paramaters
Data_ 20140401
Tina 6.57
IKSTRUM spact
PROBHD 5 =m PABEI 1H/
PULPROG zgpg30
b 32768
SOLVENT CHsC
ns 21322
D3 4
SWH 2403E. 461 Hz
FIDRES 0.733596 Hz
AQ 0.60813744 =zec
RG 203
N o] 20.800 usac
IE 6.50 usac
H TE 298.6 K
Dl 1.00000000 sac
D1l 0.03000000 sac
oo 1
======== CHANNEL Il ========
SEOL 100.6354031 MHz
HOCL 13C
Pl 14,10 usac
BLWL 91.00000000 W
======== CHANNEL i = ==
SPOZ 400.18180 z
oz 1H
CPDPRZ[2 waltzlé
PCFD2 90.00 usacz
PLWZ 10.00000000 W
PLWLZ 0.10000000 W
PLWL3 0.0E1DD0DD W
F2 - Frocessing paramstars
s1 65536
SF 100.6253410 MHz
WeW EM
SSB
o L i 200
PC 140
ppm

Figura 147. Espectro de RMN 13C (100 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 17.
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Gisele - G847 Tiocfenc - DMS0O - Avance 400 MHz - mar3lgssHl - Deptl3s
Y2 8LEL8YS 5
$9858548 < BRUKER
—_—_mm e e <+
NI\ %

Current Dats Farametsrs
:ar}lgz!ﬂ%

FROCNOD 1
F2 - Acjuisition Farametsss
Dats_ 20140331
Time 23.31
INSTRUM spect
O O S FRCZHD 5 mes PAZBI 1H/
\ FULPROG dsptsplds
k14 €533¢
- N NS X SOLVENT DHSO
N ns 5120
I H o3 4
SWH 16129.032 Hz
N FIDRES 0.246110 Rz
AQ 2,031€180 ssc
H RG 203
oW 31000
oE €.50
TE 298,
CHST2 145, 0000000
Dl 1.00000000
D2 0.00344528
D12 0.00002000
T 1

CHANNEL £1
100. 6333906
13c

14.10

2000.00

91.00000000 w
Crpélcomp. 4

WS - 'A*WJ S oA

x
27.64200020 w

CHAMNEL £2
400.1812798 MHz
14

waltzlg
.00 u

FLwi2 0.10000000 w

I [ [ I I [ [ I I [ [ | I [ [ F2 - Froocessing paf:r_lﬁt;:s

150 140 130 120 110 100 90 a0 70 60 50 40 30 ppm 7

Figura 148. Espectro de RMN 3C DEPT-135 (100 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 17.



Gisele - G547 Tiofeno - DMSO - Avance 400 MHz - mar3lgssHL - DeptS30
NN O OO
FToNFO0D O
MO0 awwn o
AN
O O S A
N,N\ N
| H
N
H
s sy
T T T T T T T T T T T
180 160 140 120 100 a0 60 40 20 ppm

Currant Data Faramctars
WAME mar3lgssH1
EXFND 4
PROCHC 1

o

¥2 - Acg
Data_
Time
INSTRIM
PROEBHD
PULFROG

spect

5 mm FAEEI 1H/
dapte0

o] 32768
SOLVENT Ms0
NS 5120
4

awH 24038.461 ®
3 H

CHANNEL f1 =
100. 3540
1

. us
28.20 us
81.00000000

CHANNEL £2 =
400. 181600
1

H
waltzlé
9.00
18.00

90.00
10.00000000 w
0.10000000 w

Fl - Processing PAranetars
s 127

57 100.£253410 MHz
wow EK
55B o

LE 1.00 Hz
=B 0

?C 1.40

Figura 149. Espectro de RMN "*C DEPT-90 (100 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 17.
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Gisele - G547 Tiofeno - DME0Q - Avance 400 MHz - mar3lgssH1 - HEQU

2

Ly _J\

ppm

Iz

N A

120

140

160

180

15

T
14

L
13 12 1

ppm

Currant Cata Parametars

HAME marilgssHl
EXPRO S
FROCHO 1

F2Z - ACquisltion Parametars
Date_ 20140401
Timz 7.14
INSTRUM spact
FROBHD 5 mm PAEEI 1H/
FULPROG nsqcadetgp

D 4098
SOLVENT DM50

L5 16

DS 16

SWH 6410.256 Hz
FIDRES 1.565004 Hz
AQ 0.31346E0 sec
RG 3

bl 78.000 use:
DE 7.00 usa:
TE 299.2 K
CNST2 145. 0000000

Do 0.00000300 sec
01 1.00000000 sac
i 0.00172414 sac
D11 0.03000000 sec
D13 0.00000400 secC
Dle 0.00020000 sac
D21 0.00345000 sac
IND 0.00002460 s2C
LEOPINS

------- CHANNEL £1 mmmmm=—-
SFO1 400. 1827998 MHz
HOC1 1l

Fl E. 00 use:
P2 16. 00 usai
P23 1000.00 use:
FLW1 12.00000000 W
------- CHAKRKEL £2

SFO2 100. 6343

NOC2 13C
CPDPRG[2 garp

P3 14. 10 us=:
B4

FCPD2 .00 us2y
FLWZ 81.00000000 W
FLW1Z2 3.70000005 W

Figura 150. Espectro de HSQC "C-"H (400/100 MHz, DMSO-d) da acil-hidrazona 17.
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Figura 151. Espectro de HMB.C *C-'H (400/100 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 17.
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Data_ 20140401
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™
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——— CEANFEL £2
sro2 100. 343973 semz
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rl - Fromassing parasetars
st 4096

ar 400. 1300023 semz
wou s
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Gisele - G547 Tiofeno - DM30 - Avance 400 MHz - mar3lgssHL - HMEC
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Figura 152. Expansdo do espectro de HMBC C-'H (400/100 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 17.
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20150408 GS72 TIOFENO pos 260 RT. 001-0.50 AV: 59 NL: 216E6
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Figura 153. Espectro de massas de alta resolucao (TOF-MS-ES+) da acil-hidrazona 17.
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Figura 154. Espectro de IV da acil-hidrazona 18.
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Gisele - GS545%-40CH3 - DMSQ - Av 500MHz - abrOlgssH2
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Figura 155. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 18.
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Figura 156. Espectro de RMN Be (125 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 18.
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Gisele - GS549-40CH3 - DM30O - Av S500MHz - abrOlgssEZ DEFT13S
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Figura 157. Espectro de RMN *C DEPT-135 (125 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 18.



Gisele - G549-40CH3 - DMSC - Av 500MHz - abrOlgssHZ DEFTS0
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Figura 158. Espectro de RMN B3C DEPT-90 (125 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 18.
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Gisele/Wanda - GS49-40CH3 - DMSO-d6 - Av 500MHz - abrOlgssH2 HSQC
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Figura 159. Espectro de HSQC *C-"H (500/125 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 18.
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Gisele/Wanda - G549-40CH3 - DMSO-dé - Av 500MHz - abrOlgssH2 HSQC
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Figura 160. Expansdo do espectro de HSQC "*C-"H (500/125 MHz, DMSO-dj) da acil-hidrazona 18.
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Gisele/Wanda - G549-40CH3 - DMSO-d6 - Av 500MHz - abr0lgssH2 HMBC
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Figura 161. Espectro de HMBC "*C-'H (500/125 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 18.
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Gisele/Wanda - G549-40CH3 - DMSO0-d6 - Av 500MHz - abrO1gssH2 HMBC
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Figura 162. Expansdo do espectro de HMBC "*C-'H (500/125 MHz, DMSO-de) da acil-hidrazona 18.
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Figura 163. Espectro de massas de alta resolu¢do (TOF-MS-ES+) da acil-hidrazona 18.
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Figura 164. Espectro de IV da acil-hidrazona 19.
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Gisele/Wanda - G370_4_CF3 - DMSC
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Figura 165. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) da acil-hidrazona 19.
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Gisele - GS704eF3 - DMSO - Av 500MHz - junlOgssH1 13C (Y-)
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Figura 166. Espectro de RMN °C (500 MHz, DMSO-dj) da acil-hidrazona 19.
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Figura 167. Espectro de RMN B3C DEPT-90 (125 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 19.
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Gisele/Wanda - GS70_4CF3 - DMSO-dé - Av 500MHz - junlOgssHl - HSQC
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Figura 168. Espectro de HSQC *C-'H (500/125 MHz, DMSO-dy) da acil-hidrazona 19.
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Gisele/Wanda - GS870_4CF3 - DMSO-d6 - Av S500MHz - junlOgssHl - HSQC
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Figura 169. Expansao do espectro de HSQC 13C-'H (600/125 MHz, DMSO-dj) da acil-hidrazona 19.



Gisele/Wanda - GS70_4CF3 - DMSO-d6é - Av 500MHz - junlOgssHl1 - HMBC
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Figura 170. Espectro de HMBC "°C-'H (500/125 MHz, DMSO-dj) da acil-hidrazona 19.



Gisele/Wanda - GS70_4CF3 - DMSO-dé - Av 500MHz - junlOgssHl1 - HMBC
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Figura 171. Expansio do espectro de HMBC "*C-'H (500/125 MHz, DMSO-de) da acil-hidrazona 19.



20150408 GST70 4CF3 pos#60 RT: 050 AV:1 N 8.08E4
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Figura 172. Espectro de massas de alta resolucao (TOF-MS-ES+) da acil-hidrazona 19.
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Figura 173. Espectro de IV da acil-hidrazona 20.
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Figura 174. Espectro de RMN 'H (500 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 20.
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Current Data Parameters

NAME abr0lgsscCl
EXPNO 1
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20180402

Time 10.36
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABEO BB/
PULPROG zgpg30

10 32768
SOLVENT DMSO

NS 18856

bs 1]

SWH 32894.738 Hz
FIDRES 1.003868 Hz
AQ 0.4980736 sec
RG 2050

DW 15,200 usec
DE 6.50 usec
= 300.1 K

Dl 2.00000000 sec
D11 0.03000000 sec
DO 1
mmmmmmmn CHANNEL {1 memsmmms
SFO1 125.7062372 MHz
NUC1 13C

Pl 10.00 usec
PLW1 91.00000000 W
mmmmmmms CHANNEL f2 sessmsss
SF02 499.8719995 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W
PLW13 0.37074000 W

F2 - Processing parameters

SF 125.6924110 MHz
WOW EM
SSB 0

LB 1.00 Hz
GB 0

PC 1.40

Figura 175. Espectro de RMN Bc (125 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 20.
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Gisele "GS90-PIP" dmso/ Av500MHz abr04gssDl - deptl135
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Current Data Parameters

NAME abr04gssDl

EXPNO 1

PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters

Date_ 20160405

Time 4.19

INSTRUM spect

PROBHD 5 mm PABBO BB/

PULPROG dept135

™ 32768

SOLVENT DMSO

NS 7168

Ds 4

SWH 32894.738 Hz

FIDRES 1.003868 Hz

AQ 0.4980736 sec

RG 2050

oW 15.200 usec

DE 6.50 usec

TE 2 K

CNST2 145.0000000

D1 2.00000000 sec

D2 0.00344828 sec

D12 0.00002000 sec

™0 1

msssssss CHANNEL f1 ===

SFol 125.7062372 M

NUC1 13¢

Pl 10.00 usec

P2 20.00 usec

PLW1 91.00000000 W
CHANNEL £2

sroz 499.8715986 MHz

Nuc2 1H

CPDPRG[2 waltz16

P3 11.75 usec

P4 23.50 usec

PCPD2 80.00 usec

PLW2 26.85300064 W

PLW12 0.57928002 W

F2 - Processing parameters

sI 32768

SF 125.6924110 MHz

WOW EM

558 0

2} 1.00 Hz

GB 0

PC 1.40

Figura 176. Espectro de RMN 13C DEPT-135 (125 MHz, DMSO-d;) da acil-hidrazona 20.



Gisele/Wanda - GS90-PIP - DMSO-d6é - Av500MHz - abr04gssD1l - dept90
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Current Data Parameters

NAME abr04gssD1
EXPNO 2
PROCNO 1

F2 - Acquisition Parameters
Date_ 20160405
Time 7.39
INSTRUM spect
PROBHD 5 mm PABBO BB/
PULPROG dept 90

D 32768
SOLVENT DMSO

NS 4704

DS 4

SWH 32894.738 Hz
FIDRES 1.003868 Hz
AQ 0.4980736 sec
RG 2050

DW 15.200 usec
DE 6.50 usec
TE 300.1 K
CNST2 145.0000000

Dl 2.00000000 sec
D2 0.00344828 sec
D12 0.00002000 sec
DO 1

= CHANNEL fl ==
125.7062372 MHz
13C

10.00 usec
20.00 usec
91.00000000 W

======== CHANNEL f2 ========
SFO2 499.8719995 MHz
NUC2 1H
CPDPRG[2 waltzlé

P3 11.75 usec
P4 23.50 usec
PCPD2 80.00 usec
PLW2 26.85300064 W
PLW12 0.57928002 W

F2 - Processing parameters
SI 65536

SF 125.6924110 MHz
WDW EM

SSB 0

LB 2.00 Hz
GB 0

BC 1.40

Figura 177. Espectro de RMN 3C DEPT-90 (125 MHz, DMSO-dg) da acil-hidrazona 20.
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Figura 178. Espectro de massas de alta resolu¢do (TOF-MS-ES+) da acil-hidrazona 20.



