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Resumo

Sintese, Modelagem Molecular e Avaliacao da Atividade
Anticolinesterasica de N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 3-
arilaminossubstituidos

O grupo carbamato apresenta grande importancia farmacolégica como
imibidor de colinesterases e no tratamento da doenca de Alzheimer. No presente
trabalho realizou-se a sintese, a analise conformacional, a avaliacdo da atividade
anticolinesterasica e a determinag¢ao do modo de inibi¢do de duas séries inéditas
de 1sOmeros cis e trans-N,N-dimetilcarbamato de cicloexila
3-arilaminossubstituidos. Os compostos foram sintetizados, purificados e
devidamente caracterizados por seus espectros de RMN de 'H, 13C e HSQC. O
equilibrio conformacional dos carbamatos foi determinado experimentalmente e
comparado aos dados obtidos a partir dos calculos de estrutura eletronica. Os
experimentos de RMND mostraram que o equilibrio conformacional dos
compostos nio é influenciado pela variacdo dos solventes. Para o trans-N,N-
dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (4a) o conformero AE apresentou em
média 90% da contribuicao no equilibrio conformacional. Para o isbmero cis-N,N-
dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (5a) o conférmero diequatorial (EE)
fol dominante no equilibrio, sendo que nos solventes mais polares o conférmero
diaxial (AA) nao foi observado. Os resultados obtidos a partir dos calculos de
solvatacdo para o 1isémero trans, utilizando os nivels de teoria
MO06-2X/6-311++G(d,p) e M06-2X/6-311++G(2df,2p), foram concordantes com os
dados obtidos experimentalmente. Entretanto, para o isomero cis, somente foi
possivel reproduzir a tendéncia observada a partir dos experimentos de RMND
em MO06-2X/6-311++G(2df,2p). Os carbamatos testados apresentaram uma acao
inibitéoria dose-dependente sobre ambas as colinesterases e todos os compostos
foram seletivos para a enzima BuChE, com valores de ICso entre 0,11 e 0,18
mmol/L. Os cloridratos de cis e trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-(4-
metoxifenilamino)cicloexila (6¢c e 7¢) foram os mais ativos frente a BuChE,
mostrando que a presenca do grupo metoxila potencializou a atividade
anticolinesterasica. De modo geral, estes compostos apresentaram um potencial
inibitério maior que seus analogos 1,2-dissubstituidos, indicando que a mudanca

do grupo arilamino para a posicao 3 do anel cicloexanico potencializou a atividade
Vil



frente a enzima BuChE. Os estudos de cinética enzimatica indicaram uma
inibicdo nao competitiva frente a AChE e uma inibicdo mista para a BuChE. Os
calculos de docking molecular e de interacdoes nao covalentes (NCI) foram
concordantes com os resultados experimentais. O docking molecular mostrou que
o composto 6¢ interage com o sitio periférico anidnico e sitio ativo catalitico da
BuChE, enquanto que na AChE, as interag¢ées ocorrem apenas no sitio ativo
catalitico. A analise de NCI indicou que o composto 6¢ apresentou uma melhor
estabilizagao no sitio ativo da BuChE do que no sitio ativo da AChE, confirmando

a seletividade para a BuChE.

Palavras Chaves: carbamatos, doenca de Alzheimer, acetilcolinesterase, butirilcolinesterase,

cinética enzimatica, analise conformacional.
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Abstract

Synthesis, Molecular Modeling and Evaluation of Anticholinesterasic
Activity of N,N-dimethylcarbamates of cyclohexyl
3-arylaminesubstituted

The carbamate group has great pharmacological importance as a
cholinesterase inhibitor and in the treatment of Alzheimer's disease. The present
study describes the synthesis, conformational analysis, assessment of the
anticholinesterase activity and the mode of inhibition of two new series of cis and
trans-N,N-dimethylcarbamate of 3-arylaminesubstituted-cyclohexyl. Compounds
were synthesized, purified and characterized by NMR spectroscopy analysis of
1H, 13C and HSQC. The conformational equilibrium of the carbamates has been
experimentally determined and compared to data obtained from electronic
structure calculations. The Dynamic NMR experiments showed that the
conformational equilibrium of the compounds is not influenced by the variation of
solvents. For the trans-N,N-dimethylcarbamate of 3-fenylaminecyclohexyl (4a),
the conformer AE presented a contribution of ca. 90% on the conformational
equilibrium. For the cis-N,N-dimethylcarbamate of 3-fenylaminecyclohexyl (5a)
the diequatorial conformer (EE) was dominant in the equilibrium, and in most
polar solvents the diaxial conformer (AA) was not observed. The results obtained
from calculations using the theory levels MO06-2X/6-311++G(d,p) and
MO06-2X/6-311++G(2df,2p) for the trans isomer were in agreement with the data
experimentally obtained. However, for the cis isomer, was only possible to
reproduce the trend experimentally observed in
M06-2X/6-311++G(2df,2p). The tested carbamates exhibited a dose-dependent
inhibitory action on cholinesterase and all compounds were selective for BuChE
enzyme with ICso values between 0.11 and 0.18 mmol / L. The hydrochloride of
cis and trans N,N-dimethylcarbamate 3-(4-methoxyphenylamino) cyclohexyl
(6c and 7c) were the most active for BuChE, showing that the presence of
methoxyl group enhanced the anticholinesterase activity. In general, these
compounds showed an inhibitory potential greater than its 1,2-disubstituted
analogs, indicating that changing the arylamine group to position 3 of the

cyclohexyl ring the activity against the BuChE enzyme were enhanced. The
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enzyme Kkinetics study indicates a noncompetitive inhibition against AChE and
mixed type inhibition for BuChE. This difference in the mode of inhibition can
explain the higher activity of BuChE front the carbamates studied because the
mixed type inhibitor binds both the free enzyme and enzyme-substrate complex.
The study of molecular docking and non-covalent interactions (NCI) were in
agreement with the experimental results. Molecular docking showed that the
compound 6c¢ interacts with the peripheral anionic site and the catalytic active
site of BuChE, while in AChE interactions only occur in the catalytic active site.
The NCI analysis indicated that the compound 6¢ showed better stabilization in
the active site of BuChE than in the active site of AChE, explaining the
selectivity for BuChE.

Keywords: carbamates, Alzheimer's disease, acetylcholinesterase, butyrylcholinesterase enzyme

kinetics, conformational analysis.
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1.1. Doenca de Alzheimer (DA)

A demeéncia é a perda ou reducao progressiva das capacidades cognitivas
que ocorre em certos tipos de doengas, esse termo deriva do latim e significa
“privacdo da prépria mente”.12 E caracterizada por um conjunto de sintomas que
incluem perda de memoria, percepgao, raciocinio, distirbios emocionais e de
personalidade. A maioria dos tipos de deméncia é irreversivel, isto significa que
as alteracoes no cérebro que estao causando este quadro nédo podem ser
interrompidas ou regeneradas.!

A doenca de Alzheimer (DA) é a principal causa de deméncia, classificada
como demeéncia primaria ou degenerativa. Esta doenca foi relatada pelo médico
Alois Alzheimer em 1906 em um congresso cientifico, sendo este o primeiro relato
de uma doenca complexa que envolve aspectos psiquidtricos, comportamentais,
neurolégicos e biolégicos.2:3

A DA apresenta sintomas caracteristicos que originam disturbios
cognitivos e nao cognitivos, tais como, falta de atencdo, perda de memoria,
diminui¢do do raciocinio, depressdo, ansiedade, isolamento social, sendo o
sintoma inicial mais comum a deficiéncia de memoéria recente.l.24 Por apresentar
uma elevada complexidade, os mecanismos de ocorréncia da DA ainda nao foram
completamente elucidados.! Consequentemente, nao existe cura para a DA,
entretanto, é possivel minimizar os danos e sua progressdo realizando
tratamentos adequados, que consistem na administracio de farmacos e terapias
de reabilitacées especificas.?

A manifestacdo da DA esta relacionada com o avanco da idade, afetando
cerca de 13% das pessoas com mais de 65 anos. Com o envelhecimento
populacional sua ocorréncia aumenta tornando-se assim um problema de satde
publica, visto que, a incidéncia de morte é maior quando nido ha um
acompanhamento adequado.256

Atualmente, estima-se que existam mais de 35,6 milhées de casos da DA e
outros tipos de deméncia no mundo, com ocorréncia de 7,7 milhoes de novos casos
por ano. A projecdo é que mais de 115 milhées de pessoas apresentardo algum
sintoma da doenca em 2050.67 O Brasil esta entre os nove paises que apresentam

a maior ocorréncia de pessoas com deméncia, com aproximadamente 1 milhdo de
2
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casos.® O impacto economico causado pela DA é muito relevante, segundo a
Organizacdo Mundial da Satude (OMS), a estimativa de gasto mundial com a
doenca em 2010 foi de 604 bilhoes de ddlares.®” Devido a essas estatisticas, a DA
vem sendo chamada por alguns autores como o “mal do século”.8

O diagnostico clinico da DA é um diagnéstico de exclusdo, baseado na
historia clinica do paciente, exames fisico e neuroldgico, testes de sangue e urina,
varreduras do cérebro com tomografia axial computadorizada, ressonancia
magnética ou eletroencefalografia. No entanto, estas ferramentas sao
insuficientes na sensibilidade e precisdo e, o diagnoéstico da doenga s6 pode ser
confirmado com autdpsia, ou em casos muito raros, através de uma bidpsia do
cérebro.l.2 Embora o mecanismo biolégico exato da patologia ainda nao esteja
claro, a autdépsia sempre mostra um coértex cerebral com muitos emaranhados
neurofibrilares e muitas placas neuriticas.129 Sendo assim, as principais
caracteristicas patologicas da DA estdo relacionadas com o acumulo das placas
senis e agregados neurofibrilares e a perda drastica de neuronios, sendo
principalmente os neuronios colinérgicos na parte basal do prosencéfalo.10

Existem atualmente varias hipdteses, baseadas nas caracteristicas
histopatolégicas, que tentam explicar o mecanismo de ocorréncia da doenca,

sendo uma das principais a hipoétese colinérgica.

1.2. Hipo6tese Colinérgica

A enzima colina acetiltransferase (CAT) atua no sistema nervoso central
(SNC) catalisando a producao de acetilcolina (ACh), a partir da colina e da
acetilcoenzima A (acetil-CoA). A ACh formada é armazenada em vesiculas
sinapticas e sua liberacdo ocorre por exocitose mediada por Ca2*. Apds sua
liberacao, a ACh difunde-se através da fenda sinaptica e acopla-se com os
receptores (muscarinico e nicotinico) situados nas células pos-sinapticas. Parte da
ACh perde-se no caminho ao ser hidrolisada pela enzima acetilcolinesterase
(AChE) em acetato e colina (Figura 1).10:11

Estudos mostram que na DA ocorre a atrofia dos nucleos basais de
Meynert, levando a diminui¢do da producdo de CAT e consequentemente ao

déficit do neurotransmissor ACh.3 Estes estudos, em conjunto com a importancia
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da ACh na aprendizagem e memoria, levaram a hipoétese colinérgica. Assim,

propos-se que a degeneracao dos neuronios colinérgicos no prosencéfalo basal e a

perda da neurotransmissao colinérgica

no

cortex

cerebral

contribui

significativamente para a deterioracdo da funcdo cognitiva observada em

pacientes com a doenca de Alzheimer,12.13,14

Figura 1. Ciclo metabdlico da acetilcolina. (Adaptado de CNSForum)??

acetilcolina

acetil-CoA

colina
acetil transferase

CoA &
acetilcolina

fenda

sinaptica \

receptor de
acetilcolina-
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O principal papel biolégico da enzima acetilcolinesterase (AChE) é a

interrupc¢ao da transmissdo dos impulsos nas sinapses colinérgicas por uma

hidrélise rapida do neurotransmissor, acetilcolina. E uma enzima alostérica da

classe das hidrolases, com 537 residuos de aminoacidos na sua sequéncia e esta

presente principalmente nas hemacias,

terminagbes nervosas e musculos

estriados.1617 Essa enzima tem se mostrado um importante alvo nas pesquisas,

desde que a estrutura cristalina da AChE de torpedo californica (TcAChE) foi

resolvida em 1991 por Sussman e col. Desde entao, os cientistas vém trabalhando

4
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em cima da TcAChE e das acetilcolinesterase homoélogas isoladas a partir de
outras fontes, tais como insetos e mamiferos.18.19

O sitio ativo da AChE (Figura 2) é composto por dois subsitios, sendo um
esterasico e outro de ligacao de colina (anid6nico), que se ligam respectivamente ao
grupo carbonila e ao nitrogénio quaternario da ACh. Este sitio ativo encontra-se
na porcdo inferior de uma cavidade profunda e estreita, com cerca de 20 A de
profundidade e com alargamento na base.l7.18 Essa estrutura permite que o
substrato fique cercado pela proteina, possibilitando maultiplas interacoes
substrato/enzima, o qual cria um estado de transicao mais eficaz.1819 Além desses
dois subsitios existe ainda um segundo sitio de ligacdo de colina, que esta

afastado do sitio ativo, chamado de sitio periférico.18

Figura 2. Representacao do sitio catalitico da acetilcolinesterase (PDB: 1EVE).
(Adaptada de Badja,M., 2013)20

[] Triade catalitica
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Glu3z7

O subsitio esterasico é semelhante aos subsitios cataliticos de outras
serinas hidrolases. Na AChE este subsitio é constituido por uma triade catalitica
composta pelos residuos de aminoacidos serina (Ser200), histidina (His440) e
glutamato (Glu327), que estao localizados no fundo da cavidade do sitio. Esta
cavidade é cercada por 14 residuos aromaticos, onde os anéis compdem
aproximadamente 70% da superficie da cavidade, com residuos de triptofano

(Trp84) e fenilalanina (Phe330) contribuindo no sitio catalitico anibnico e
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residuos de triptofano (Trp279) e tirosina (Tyr70 e Tyrl21) para o
sitio periférico.?! Na hidroélise da ACh (Figura 3), o nitrogénio quartenario é
atraido pelo sitio anidnico, que fixa e orienta o substrato para dentro do centro
ativo para que ocorra a hidroélise. O mecanismo de hidrélise envolve o ataque
nucleofilico do par de elétrons do atomo de oxigénio da serina ao carbono
carbonilico da ACh, gerando um intermediario tetraédrico estabilizado por
ligacoes de hidrogénio, o qual produz colina livre e serina acetilada. Ao final, a
hidrdlise do grupo acetila da serina pela agua recupera o sitio catalitico da

enzima.2?

Figura 3. Mecanismo de hidrélise da acetilcolina pela enzima acetilcolinesterase.
(Adaptado de Santos, V., 2007)%2
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1.4. Butirilcolinesterase (BuChE)

A butirilcolinesterase (BuChE) pode ser encontrada principalmente nos
tecidos do figado, pele, musculo e no plasma. Assim como a AChE, esta enzima
pertence a classe das hidrolases e sua estrutura primaria é similar a da AChE,

possuindo 574 residuos de aminoacidos. Seu sitio ativo também contém uma

6
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triade catalitica com residuos de serina (Ser198), histidina (His438) e glutamato
(Glu325) (Figura 4).20.23 Apresenta também um sitio aniénico e um de acilagao, no
entanto seu sitio ativo possui um maior volume em relacdo a AChE.2¢ Segundo
Macdonald?? e col. evidéncias experimentais mostram que os residuos aspartato
(Asp70), tirosina (Tyr332) e fenilalanina (Phe329) fazem parte do sitio anibnico.
periférico

A BuChE esta associada com as células da glia e com os neuronios,
principalmente no hipocampo, amigdala e no talamo, diferente da AChE que se
encontra quase exclusivamente nos neurdnios. Ha evidéncias que a BuChE
também desempenha um papel importante no sistema nervoso como corregulador
da acetilcolina. Tais evidéncias tem importantes implicacées para o papel da
BuChE na fungao do sistema nervoso, assim como para o curso do tratamento de
doencas neuroldgicas tais como a DA. A importancia da BuChE na
neurotransmissao colinérgica foi observada através da capacidade de ratos, que
tiveram a AChE bloqueada, sobreviverem até a idade adulta. Isto indica que a
BuChE é capaz de compensar a falta de AChE, o que permite a regulacio da

neurotransmissio colinérgica.26.27

Figura 4. Representacio do sitio catalitico da butirilcolinesterase (PDB: 1POI).
(Adaptada de Macdonald,I., 2012,)25
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Dependendo do estagio da DA, ha um declinio nos niveis de AChE no
cérebro, no entanto é possivel observar um aumento progressivo da BuChE, que
passa a ser responsavel pela hidroélise da ACh.14 Além disso, através da autépsia
de pacientes com DA, foi possivel verificar a presenca da BuChE em placas

neuriticas e nos emaranhados neurofibrilares.23.27

1.5. Inibidores de Colinesterases no Tratamento da DA

A hipoétese colinérgica gerou uma corrida na busca de farmacos capazes de
trazer beneficios e melhora significativa das func¢bes cognitivas de pessoas com
DA. Até o momento, a estratégia terapéutica mais eficiente para o tratamento
sintomatico da doenca consiste no uso de farmacos que possam aprimorar a
neurotransmissao colinérgica. Estes compostos sdo conhecidos como inibidores
de colinesterases, pois interagem com as enzimas AChE e/ou BuChE impedindo
que ocorra a hidrdlise da acetilcolina, o que leva ao aumento nos niveis
sinapticos deste neurotransmissor.!!

Os inibidores de colinesterases (IChE) podem apresentar mecanismo de
inibicao reversivel, pseudo-irreversivel e irreversivel, e sdo capazes de produzir
uma melhora das fungées cognitivas retardando o avango da doenca.3:11

Intimeros IChE estao sendo investigados para o tratamento da DA. No
entanto, apenas quatro inibidores foram aprovados pela Food and Drugs
Administration (FDA) no Estados Unidos e pela ANVISA no Brasil para uso
terapéutico, sendo eles: tacrina, rivastigmina, donepezila e galantamina
(Figura 5). Atualmente apenas rivastigmina, donepezila e galantamina estio

disponiveis comercialmente para o tratamento da DA.3
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Figura 5. Inibidores de colinesterase aprovados pela FDA e ANVISA no
tratamento da DA.
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A tacrina (Cognex®) é um inibidor reversivel, nao competitivo, de ambas
as enzimas (AChE e BuChE). Foi o primeiro farmaco aprovado para o uso no
tratamento da DA pelo FDA, em 1993. Por apresentar um tempo de meia vida
baixo, requer quatro doses (10 mg) diarias. O efeito colateral mais grave é o
aumento das enzimas hepaticas (40% dos pacientes tratados), tendo a
necessidade de monitorizacdo laboratorial frequente. Além disso, os efeitos
gastrointestinais também estao presentes. Devido aos efeitos colaterais e sua
toxicidade hepatica esse medicamento foi descontinuado.28

A donepezila (Aricept®), aprovada pelo FDA em 1996, também é um
inibidor reversivel, mas apresenta alta seletividade para a AChE. As vantagens
desse inibidor em relacdo a tacrina sdo: mela vida longa e nio apresenta
toxicidade hepatica. Sua meia vida, de aproximadamente 70 horas, permite o uso
de dose unica diaria. Por nio ser hepatotoxica, ndo ha a necessidade de
monitorizagdo laboratorial. Além disso, a alimentacdo e o horario de
administracdo nao interferem na absorc¢do do farmaco. O tratamento é iniciado
com uma dose diaria de 5 mg, devendo ser aumentada para 10 mg por dia apos
quatro semanas, esta medida minimiza efeitos colaterais gastrointestinais.z8 O
preco desse medicamento é proximo de 124 reais a caixa com 30 capsulas de 5
mg.

A rivastigmina (Excelon®) pertence a classe dos carbamatos e foi

aprovada pela FDA em 2000. Diferente dos outros dois farmacos a rivastigmina
9
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apresenta um mecanismo de inibicdo pseudo-irreversivel com afinidade por
ambas as enzimas. Por ser pseudo-irreversivel, a dissociacdo enzimatica existe,
porém é mais lenta.328 A interacdo da enzima com a rivastigmina na fenda
sinaptica leva a formacdo de um produto de clivagem fendlico com atividade
farmacoldégica minima e de rapida excrecdo e, de um complexo carbamoilado com
a enzima que impede a hidrélise da acetilcolina, por inibi¢do competitiva e
duradoura, porém reversivel.29 Sendo assim, esse farmaco possui tempo de meia
vida baixo de uma a duas horas, porém uma atividade prolongada de oito a dez
horas. O tratamento inicial é de duas doses diarias de 1,5 mg podendo chegar a 6
mg duas vezes ao dia.30 Uma caixa com 30 capsulas de 1,5 mg desse medicamento
custa aproximadamente 129 reais.

A galantamina (Reminyl®) é um alcaloide natural da familia dos lirios e
foi o ultimo farmaco a ser aprovado pela FDA (2001). E um inibidor reversivel e
seletivo da AChE e também apresenta modulacao alostérica dos receptores
nicotinicos. Possui tempo de meia vida de aproximadamente sete horas e sua dose
inicial de uso é de 4 mg duas vezes ao dia, podendo chegar a 8-12 mg duas vezes
ao dia.33031 O preco desse medicamento é préoximo de 101 reais a caixa com 7

capsulas de 8 mg.

1.6. Carbamatos como Inibidores de Colinesterases

Alguns inibidores, como donepezila e galantamina apresentam um modo de
inibicdo reversivel, onde o inibidor interfere na hidrélise do substrato pela
interacdo com a enzima, sem que ocorra ligacao covalente. Por outro lado, os
organofosforados (tal como diisopropilfluorofosfato) inibem as mesmas enzimas
irreversivelmente pela formacdo de uma forte ligacdo covalente com a serina da
triade catalitica. Ja os carbamatos tendem a situar-se entre estes dois extremos,
em que a serina catalitica é carbamoilada, mas a inibicao é "pseudo-irreversivel"
ou "lentamente reversivel", pois o intermediario acilado ¢ lentamente hidrolisado,
ocorrendo dessa forma a reativacdo da enzima (Figura 6).32 Além da
rivastigmina, outros carbamatos, tais como, fisostigmina e neostigmina (Figura

7) também sao inibidores colinesterasicos, mesmo apresentando estruturas

10
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quimicas distintas. Essas diferencas estruturais fazem com que esses compostos
tenham diferentes farmacocinética, farmacodinamica e graus de seletividade.33.34

A fisostigmina foi o primeiro inibidor da AChE utilizado na DA. Porém, seu
emprego foi descontinuado pela meia vida curta (aproximadamente 30 minutos),
necessitando de administracées frequentes e pela alta incidéncia de efeitos
colaterais (ndusea, voOmito, célica abdominal, suor e fasciculagbes).?® A
neostigmina fol usado pela primeira vez na década de 30 para tratar a retencao
urinaria. Pouco depois, este farmaco mostrou-se eficaz para o tratamento de
glaucoma e miastenia gravis, ambas doencas relacionadas ao sistema
colinérgico.3> Devido a essas caracteristicas e por terem sido utilizados com
sucesso no tratamento de uma série de doencas que envolvem a disfuncio
colinérgica, os carbamatos ganharam muita atencio, na busca de possiveis

farmacos que possam ser mais eficazes e seguros no tratamento da DA.

Figura 6. Mecanismo geral da inibi¢cao pseudo-irreversivel de colinesterases por
carbamatos. (Fonte: Darvesh, S. 2008)32
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Figura 7. Estrutura quimica de alguns carbamatos que apresentam atividade

anticolinesterasica.
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Entre os diversos estudos, podemos citar o de Mustazza36 e col. em que os
autores basearam-se na estrutura quimica da rivastigmina para sintetizar uma
série de fenilcarbamatos (Figura 8). Neste trabalho, os autores avaliaram a
influéncia da posicdo dos substituintes do anel aromatico (orto e meta) e a
mudanca do grupo carbamato. Na maioria dos casos, os compostos que possuiam
os substituintes na posicdo meta, apresentaram maior 1inibicdo quando
comparado ao seu analogo na posicao orto. Além disso, os compostos com o grupo
N,N-dimetilcarbamato foram os mais ativos. O composto que apresentou uma
significante  atividade in vitro e uma baixa toxicidade foi o
1-[1-(3-dimetilcarbamoiloxifenil)etil]piperidina,(Figura 8¢) com ICso de 7,0 e 8,0
nM para a AChE e BuChE, respectivamente.

Figura 8. Estrutura quimica geral dos compostos sintetizados por Mustazza e

col. Q
~ )J\
OCONRR' OCONRR' I|\I (0]
X n N @Y
a b c

X= CHz, (CH2)2 CH(CH3) ; n=0,1,2
R=H, R'=n-CsH13; R=R’= CH3s; R=R’= C2H5
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Em outro estudo, Lin37 e col. sintetizaram carbamatos benzeno-1,2, 1,3 e
1,4-di-N-substituidos, restritos conformacionalmente, que imitam
respectivamente as possiveis conformacgées, gauche, eclipsada e anti da
acetilcolina (Figura 9). Os resultados obtidos pelos autores mostraram que, os
compostos para-substituidos foram mais ativos que os meta-substituidos, sendo
os orto-substituidos os menos ativos. Os compostos 1,4-di-N-substituidos possuem
um angulo de ligacao de 180° entre as ligagoes Car-O, imitando o conformero anti,
preferencial da acetilcolina. Os autores observaram também que os substituintes
menos volumosos como n-butila e n-hexila apresentaram maior inibi¢do que os
substituintes mais volumosos como n-octila, ¢-butila. A explicacdo para isto esta
relacionada com o tamanho do sitio de ligacdo do grupo acetil da AChE que é
relativamente pequeno quando comparado a outras serinas hidrolases, sendo

assim, substituintes menores sao mais apropriados.

Figura 9. Possiveis conformacoes da acetilcolina e as estruturas quimicas dos

1inibidores. ~ | - ~ | -
g N+ N,

\IL+/
0 H H H
W "
Oy H O H H H H
H >‘0

OYO

O®=60° o= 120° ®= 180°
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NHR

O=60° 0 ©

NHR im 0=180°

1 _ o = N
A e b
RHN\[%O o ( 0 o (|)
I A g
RHN O NHR
orto meta para

R=n-CsHy; n-CsHis; n-CsHi7; t-CsHo e CH2Ph

Posteriormente, Wieckowska3® e col. avaliaram a atividade inibitéria de
colinesterases de mnovos derivados alquil e arilcarbamatos com grupos

N-benzilpiperidina e N-benzilpiperazina (Figura 10).
13
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Os resultados obtidos estabelecem que esses grupos foram determinantes
para a seletividade entre AChE e BuChE. Os derivados carbamatos da N-
benzilpiperazina foram inibidores seletivos da BuChE, enquanto os derivados da
N-benzilpiperidina mostraram uma atividade inibitéria da BuChE/AChE nao
seletiva. Os autores também determinaram, através do estudo cinético, o tipo de
inibicdo destes compostos. Para a AChE o composto mais ativo apresentou

inibi¢do nao competitiva, enquanto que para a BuChE a inibi¢ao foi do tipo mista.

Figura 10. Estrutura quimica dos derivados alquil e arilcarbamatos de

(a) N-benzilpiperazina e (b) N-benzilpiperidina.
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R=H ou alquila, R'= Ar ou alquila.

Em outro trabalho, Bocca3® e col. estudaram as propriedades
anticolinesterasicas dos 1someros cis e trans de N,N-dimetilcarbamatos de 2-N,N-
dimetilaminocicloexila e de seus sais metil sulfato, baseando-se na estrutura da
neostigmina (Figura 12). Os autores mostraram que os compostos na forma de sal
foram mais ativos que aqueles na forma neutra. O sal trans (Figura 11-d)
mostrou boa seletividade para a inibicdo da AChE, com valores de 1Cso de 21,8
mg/mL e 47,4 mg/mL para AChE e BuChE respectivamente, apresentando um
limite maximo de inibi¢cdo para a colinesterase eritrocitaria (AChE) em torno de
90%, contra apenas 55% para a inibicdo da colinesterase plasmatica (BuChE). O
sal cis (Fig. 11-¢) ndo apresentou seletividade, ja que inibiu de forma semelhante

ambas as enzimas.
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Figura 11. Estrutura quimica dos isomeros cis e trans de N,N-dimetilcarbamatos

de 2-N,N-dimetilaminocicloexila e de seus sais metil sulfato.
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Recentemente, em um estudo realizado por nosso grupo de pesquisa,
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Bagatin40 e col. avaliaram a atividade anticolinesterasica dos cloridratos cis e
trans de N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-arilaminossubstituidos (Figura

12).

Figura 12. Estrutura dos isomeros cis e trans de N,N-dimetilcarbamatos de

cicloexila 2-arilaminossubstituidos e seus cloridratos
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Os testes de inibic¢ao in vitro, realizados em amostras de sangue humano,
mostraram que os carbamatos de ambas as séries (cis e trans) apresentaram boa
seletividade frente a enzima BuChE, sendo o composto mais ativo o cloridrato de
cis-N,N-dimetilcarbamato de 2-fenilaminocicloexila (Figura 12¢) com valores de
1Cs0 igual a 6,0 mmol/LL e 59,2 mmol/LL para as enzimas BuChE e AChE,
respectivamente. Além disso, os carbamatos testados apresentaram uma maior
atividade quando comparados a serie de compostos de Bocca e col., indicando que
a presenca do grupo arilamino potencializou a inibicdo da enzima BuChE. A
seletividade para a BuChE foi comprovada através do docking molecular, onde foi
possivel observar que os compostos interagem de forma mais efetiva com o sitio
ativo desta enzima, pois o grupo carbamato esta préximo aos residuos chave da
triade catalitica.

Darrastl e col. sintetizaram uma série de acil-guanidinas ciclicas com
por¢oes de carbamato e avaliaram a atividade inibitéria in vitro da AChE e
BuChE. Os autores observaram que a seletividade na inibicdo apresenta uma
dependéncia com a estrutura do substituinte carbamato, bem como a posi¢ao das
guanidinas N-substituidas. Neste estudo, o derivado com o grupo 4-terc-butilfenil
na por¢ao carbamato (Figura 13a), apresentou seletividade para a AChE, com
ICs0 de 200 nM, enquanto que o derivado heptilcarbamato (Figura 13b),
apresentou seletividade para a BuChE com 1Cso de 24,7 nM.

Figura 13. Compostos sintetizados por Darras e col.
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1.7. Objetivos

De acordo com a importancia farmacolégica dos compostos com grupos
carbamatos, como inibidores de colinesterases e no tratamento da doenga de
Alzheimer, tem-se como objetivo no presente trabalho realizar a sintese, a analise
conformacional, a avaliacdo da atividade anticolinesterasica e a determinacao do
modo de 1inibicdo de duas séries inéditas de 1isOmeros cis e trans de
N,N-dimetilcarbamato de cicloexila 3-arilaminossubstituidos e seus respectivos

cloridratos. (Figura 14).

Figura 14. Estrutura das duas novas séries de carbamato.
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(Série A) cis-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 3-arilaminossubstituidos.
(Série B) trans-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 3-arilaminossubstituidos.

Tendo como objetivos especificos:

e Sintetizar duas séries inéditas de isomeros cis e trans de
N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 3-arilaminossubstituidos, bem
como seus respectivos cloridratos

e C(Caracterizar os compostos sintetizados por espectroscopia de RMN
de 1H e 13C, uni e bidimensionais.

e Realizar um estudo tedrico-experimental para determinar os fatores
que governam o comportamento conformacional dos carbamatos em

estudo.
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Realizar testes farmacoldgicos in vitro para avaliar a atividade
anticolinesterasica dos derivados carbamatos.

Comparar os resultados obtidos para os novos derivados 1,3-
dissubistituidos com seus analogos 1,2-dissubistituidos, para avaliar
a influéncia da posicdo do grupo arilamino na atividade dos
compostos.

Realizar estudos de cinética enzimatica para determinar o modo de
1nibicao dos compostos.

Realizar calculos de docking molecular para avaliar as possiveis
Interacées entre os compostos sintetizados e o sitio ativo das

enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase.
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2.1. Método de Ellman

O método espectrofotométrico mais utilizado e mais barato para a
determinacao da atividade colinesterasica é o método descrito por Ellman4? e col.
com suas diversas modificacées. Este método baseia-se na medida da velocidade
de producao da tiocolina através da hidrdlise do iodeto de acetiltiocolina ou
butiriltiocolina pelas enzimas AChE ou BuChE. A tiocolina produzida reage com
o reagente de Ellman, o acido 5,5-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB), formando um
anion de coloragdo amarela (TNB-) com intensa absor¢cdo em 412 nm (Figura

15).43

Figura 15. Reacdo das colinesterases pelo método espectrofotométrico de

Ellman.
0 AChE/BuChE
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n= 1 iodeto de acetiltiocolina
n= 3 iodeto de butiriltiocolina

Outras vantagens deste método sdo a rapidez nas analises, boa
sensibilidade e uma relacdo direta entre a atividade enzimatica e a leitura da
absorbancia. Pode ser realizado em amostras de sangue, bem como em solucgées

preparadas a partir das enzimas isoladas.4!
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2.2. Cinética Enzimatica

O estudo dos parametros cinéticos das reacées enzimaticas é bastante
relevante, ja que a propriedade de mailor importancia da enzima é a sua
capacidade de atuar como catalisador. Esses estudos fazem parte da cinética
enzimatica e fornecem informacoes indiretas sobre as especificidades e os
mecanismos cataliticos das enzimas.44

Assim, entende-se por cinética enzimatica a analise da redugao ou aumento
da velocidade da reacdo catalisada, causado pelo efeito da variacido dos fatores
(pH, temperatura, concentracdo do substrato e inibidores) que influenciam a

atividade enzimatica.4445

2.2.1. Influéncia da concentracao do substrato

Um dos fatores que afetam a atividade de uma enzima purificada é a
concentracao de substrato [S] presente. O estudo do efeito da concentracdo do
substrato é complicado pelo fato de a [S] variar durante o curso de uma reacao a
medida que o substrato é convertido em produto. Uma forma de simplificar este
problema é medir a velocidade inicial da reacao (Vo). Em um experimento cinético
a [S] é sempre muito maior do que a concentracao da enzima [E] e, se o tempo de
reacdo ¢é suficientemente curto, as mudancas da [S] serdo negligenciaveis,
podendo ser considerada constante.

A velocidade de uma reacdo enzimatica aumenta com a concentracao do
substrato, até uma velocidade maxima (Vmax) ser atingida. Em concentracoes
muito altas do substrato ocorre a saturacao, pelo substrato, de todos os sitios de

ligacao disponiveis da enzima.45
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2.2.2. Equacao de Michaelis-Menten

Considerando uma reacdo enzimatica simples, onde um tunico substrato
(S) converte-se totalmente em apenas um produto (P), ocorrendo em duas reacoes
distintas, nas quails o substrato interage com a enzima (E) formando um
complexo enzima-substrato (ES) e posteriormente ocorre a dissociacao em enzima

livre e a formacao do produto da reacgao (P).43

ky ko
E +S == ES » K+ P
k.

As constantes de velocidade k1 e k.1 governam as velocidades da reagao de
complexacao e de dissociacao do complexo ES, respectivamente. A velocidade de
formacgao do produto P a partir de ES esta relacionada com a constante de
velocidade k2. A primeira etapa da reacao é reversivel e geralmente mais rapida
porque apenas ligagdes ndo covalentes estdo sendo formadas e quebradas. A
segunda etapa da reacdo é mais lenta e, portanto, limita a velocidade da
transformagao global do reagente em produto. Dessa forma, pode-se considerar
que a velocidade da reacdo enzimatica é proporcional a concentracao de ES.44:45

A relacdo entre a velocidade inicial (Vo), a velocidade maxima (Vmsx) € a
concentracao inicial do substrato [S] da reacdo é descrita por uma curva
hiperbélica (Figura 16) e pode ser expressa algebricamente pela equacdo de
Michaelis-Menten (Equacgao 1). A constante de Michaeleis-Menten (K.) é dada
por (ki + ko)lk1 e é equivalente a [S] quando Vo é a metade de Vmix. Esta
constante indica a afinidade da enzima pelo substrato, quanto menor for o valor

de Ky, maior sera a afinidade da enzima pelo substrato.44.45

_ eréx [5]
=K+ 5]

Equacdo 1
A determinacdo de Vmax a partir de um grafico hiperbdlic Vo versus [S] o é
extremamente dificil, pois quando a concentracdo do substrato é muito alto, Vo

tende a Vmax. No entanto, é possivel obter parametros cinéticos realizando a
22



Fundamentacao Tedrica

linearizacdo da equagao de Michaelis-Menten e a partir da Equagao 2 construir

um grafico de Lineweaver-Burk ou duplo-reciproco. (Figura 17).44

Figura 16. Curva de Michaelis-Menten que mostra a dependéncia da velocidade

inicial com a concentracao do substrato.

N s s e

max

[S]

Este grafico é utilizado para determinar os valores de Kn e Vmix € a
partir destes parametros determina-se o mecanismo de inibi¢cdo enzimatica. O
coeficiente angular da reta é igual a K/ Vmax, 08 interceptos no eixo x e no eixo y

correspondem respectivamente a -1/Kn e 1/Vmax. 4445

R m 1 Equacao 2

Figura 17. Grafico de Lineweaver-Burk (duplo-reciproco)

<
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2.2.3. Processos de Inibicao Enzimatica

Qualquer composto que seja capaz de interferir na atividade da enzima,
diminuindo a velocidade do processo catalitico é denominado de inibidor
enzimatico. Os processos de inibi¢do enzimatica sao divididos essencialmente em
dois tipos, inibicao reversivel e inibicao irreversivel. A diferenca principal esta no
modo de ligagao para a formagao do complexo enzima-inibidor (EI), que pode ou
nao ser desfeito. De modo geral, inibidores irreversiveis ligam-se as enzimas por
meio de ligagdes covalentes, enquanto inibidores reversiveis ligam-se por meio de
ligacbes nao covalentes. Dessa forma, em uma inibicdo reversivel, apds a
dissociacdo com o inibidor, a enzima retorna a sua atividade. O processo de
1nibicao reversivel pode ser dividido em quatro tipos basicos, inibicdo competitiva,
1nibicdo nao competitiva, inibicdo incompetitiva e inibicao mista (Figura 19).44.45

A inibicdo competitiva é o tipo mais comum e de maior ocorréncia. O
inibidor liga-se de modo reversivel ao mesmo sitio ativo da enzima que o
substrato ocuparia e, dessa forma, compete com o substrato por esse sitio.
Enquanto o inibidor estiver ligado a enzima, este impede que o substrato se ligue
retardando assim, a catalise enzimatica. Esse tipo de inibidor afeta apenas o
valor de K, enquanto que Vmax continua inalterado.44.45

A 1nibicdo ndo competitiva tem a caracteristica de diminuir a quantidade
de enzima ativa resultando na diminuicdo da velocidade da reacao,
diferentemente da inibicdo competitiva. Nesse processo o inibidor e o substrato
ligam-se a diferentes sitios na enzima, formando um complexo enzima, inibidor e
substrato (EIS). Por nao interferir na ligacdo do substrato com a enzima, o
inibidor nao influencia no valor de Ky 4445

Diferente do inibidor ndo competitivo, o inibidor incompetitivo liga-se
somente ao complexo ES formando o complexo EIS e nio se liga na enzima livre.
Esse inibidor tem a caracteristica de aumentar a afinidade entre a enzima e o
substrato para aumentar a formacao do complexo ES. Além disso, por néao
competir com o substrato a inibicdo nao pode ser revertida com o aumento da [S],
em quantidades altas de substrato a formagcdao de ES aumenta e

consequentemente a eficiéncia do inibidor é maior. Desta forma, esse tipo de
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inibicdo afeta tanto o valor de K. quanto a velocidade da reacdo, sendo ambos
diminuidos.44

A inibicdo mista tem esse nome pelo fato de que esse tipo de inibi¢ao
apresenta comportamento caracteristico de inibicdo competitiva e de inibicao
incompetitiva. O modelo de ligacdo do inibidor misto assemelha-se ao do inibidor
nao competitivo. O inibidor misto liga-se tanto a enzima livre quanto ao complexo
ES, entretanto a afinidade do inibidor pela enzima é diferente de sua afinidade
pelo complexo ES, desta forma, tanto Km e Vmax sdo afetados. A inibi¢do mista
difere-se da inibicdo nao competitiva, pois esta influencia o valor de Kn.44 Na
Figura 18 estao representados os graficos de Lineweaver-Burk caracteristicos

para os quatro tipos de inibicao reversivel.

Figura 18. Graficos tipicos de cada modo de inibi¢io reversivel.
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2.3. Analise Conformacional

A analise conformacional consiste na determinacido dos arranjos espaciais
energeticamente favoraveis de uma molécula. O estudo da preferéncia
conformacional é bastante interessante, ja que a mailoria dos compostos
biologicamente ativos é flexivel ou contém partes flexiveis e o conhecimento das
caracteristicas conformacionais é um pré-requisito para a compreensao da relagao
entre a estrutura molecular e suas propriedades, em especial a atividade
biolégica.47

Diversas ferramentas podem ser utilizadas em analise conformacional,
como a espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN), infravermelho,
micro-ondas e fotoeletronica, cada uma com suas peculiaridades, vantagens e
desvantagens. Além disso, a quimica computacional tem se tornado
imprescindivel na complementariedade dos resultados espectroscopicos, podendo
prever geometrias, interagoes e preferéncias conformacionais de maneira cada
vez mais exata.48:49

Os principais objetivos da analise conformacional sdo a determinacao das
geometrias moleculares, das energias relativas dos conformeros, e entendimento
das principais forgas que controlam a estabilidade conformacional relativa. Deste
modo, os estudos de anéis de seis membros com dois substituintes apresentam
grande relevancia, principalmente por estes serem modelos futeis para

determinacao dos fatores que regem o equilibrio conformacional.50

2.3.1. Analise conformacional de Cicloexanos 1,3-dissubstituidos

O conférmero mais estavel do cicloexano é a conformacdo chamada de
cadeira, na qual os dois hidrogénios ligado ao mesmo carbono ndo sao
equivalentes. Estes hidrogénios ocupam duas posicoes diferentes, chamadas de
axial e equatorial. Sabe-se que em temperatura ambiente ocorre a interconversao
da cadeira ocasionada pela rotagdo em torno das ligagdes carbono-carbono. Esta
Interconversdo ¢é extremamente rapida, nao sendo possivel observar a

temperatura ambiente. Isso pode ser facilmente entendido ao estudar derivados
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monossubstituidos do cicloexano. Os espectros de RMN de 'H a temperatura
ambiente destes compostos, apresentam apenas um sinal correspondente ao
hidrogénio metinico. Entretanto ao realizar o mesmo experimento a baixa
temperatura, é possivel observar dois sinais para este hidrogénio, referentes ao
hidrogénio na posi¢cao axial e ao hidrogénio na posicdo equatorial, ou seja, é
possivel observar cada um dos conféormeros.49:50

Cicloexanos 1,3-dissubstuidos sao modelos muito Uteis em andalise
conformacional, pois além de apresentarem estereoisomerismo cis-trans, cada um
destes isomeros apresenta também equilibrio entre conformeros (Figura 19). O
conformero mais estavel no isémero cis, em geral, é aquele que possui os dois
substituintes na posicao equatorial. Ja o 1somero trans, apresenta um
substituinte na posicdo axial e outro na posicao equatorial, e a estabilidade dos

conféormeros dependem do tipo dos substituintes.

Figura 19. Equilibrio conformacional dos isomeros cis e trans de cicloexanos 1,3-
dissubstituidos. R

cis

R' trans R

Muitos equilibrios quimicos sao modificados pela mudanca no ambiente
molecular, deste modo os efeitos do solvente desempenham um papel importante
nos equilibrios conformacionais, principalmente quando os conférmeros
apresentam diferentes momentos de dipolo.51-53

Oliveira e col. 54 estudaram o efeito do momento de dipolo dos conformeros
e das interacgoes estéricas 1,3-diaxiais sobre o equilibrio conformacional de
1someros cis de cicloexanos 1,3-dissubstituidos (Figura 20). Os autores relatam
que o conformero diequatorial é predominante em todos os solventes analisados,

apesar do conformero diaxial apresentar o maior momento de dipolo. Assim, o
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equilibrio conformacional destes derivados 1,3-dissubstituidos nao é controlado
pela polaridade do solvente, como ¢é observado para os cicloexanos 1,2-
dissubstituidos, mas ¢é determinado pelo efeito estérico 1,3-diaxial, que
predomina sobre a estabilizacdo do conféormero diaxial por uma ligacdo de

hidrogénio intramolecular.

Figura 20. Cicloexanos 1,3-dissubistituidos estudados por Oliveira e col.
H;
o —
X OR
OR

2.3.2. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) aplicada a Analise

R=H; CHs

X=Cl,Br, I, F, CHs

Conformacional

A espectroscopia de RMN é uma ferramenta de extrema importancia em
diversas areas de pesquisa. Essa técnica é utilizada para a investigacio a nivel
molecular, permitindo obter informacgdes estrutural e dinamica. Dentre os
parametros que podem ser avaliados por RMN, dois sdo de bastante importancia
para analise conformacional: o deslocamento quimico (8) e a constante de
acoplamento (<J).55.56

O deslocamento quimico é expresso em partes por milhdo (ppm) e esta
associado com a densidade eletronica ao redor de um determinado atomo. Varias
propriedades dos substituintes podem influenciar no deslocamento quimico, tais
como: eletronegatividade, pares de elétrons livres, carga nuclear efetiva das
camadas eletronicas e nimero quantico principal.55

O acoplamento nuclear spin-spin, expresso em Hertz (Hz), ¢ uma interacao
entre dois nucleos, transmitida através de ligagbes quimicas, que depende da
distribuicdo dos elétrons na cadeia de ligagoes que conecta tais ntucleos. Em
outras palavras, a constante de acoplamento mede o quanto um ntcleo é afetado

pela sua vizinhanga.55
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A magnitude da constante de acoplamento pode ser afetada por inimeros
fatores, como por exemplo, o comprimentos ou angulos de ligacdo, conformacéao e
configuragdo molecular, orientagdo dos substituintes ou dos pares de elétrons
livres, hibridizacao e eletronegatividade dos atomos acoplados, dos atomos
ligados aos nucleos acoplados e dos ntucleos que participam das ligacoes por onde
se transfere a informacao, etc.57

A relacdo mais conhecida entre os fatores estruturais e conformacionais de
uma molécula é a curva de Karplus (Figura 21). Essa curva correlaciona o angulo
diedro de dois atomos de hidrogénio com o valor da constante de acoplamento
vicinal (3Jun) desses atomos. Quando duas ligagoes ¢ C-H sdo ortogonais (®=
90°), a sobreposi¢do é minima e 3Jun € aproximadamente zero. As constantes de
acoplamento serdo maximas quando as ligagées estiverem paralelas (®= 0°) ou

antiparalelas (®= 180°).55.57

Figura 21. Sobreposicao de orbitais em diferentes angulos diedros e curva de

Karplus.(adaptada de Pavia, D. L; 2001)
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Sendo assim, a curva de Karplus é fundamental na analise conformacional
de cicloexanos substituidos, através dela é possivel observar que o acoplamento
entre dois hidrogénios orientados na posi¢do axial (®= 180°) tera maior
magnitude do que entre dois hidrogénios orientados na posi¢do equatorial
(D= 60°).55

A relacado de Karpus esta exemplificada na Figura 22, onde esta
representada a conformacido mais estavel do ¢-butilcicloexano. A conformacao
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preferencial para esse composto é aquela onde o grupo volumoso encontra-se na
equatorial. O valor da constante de acoplamento (3Jun) entre os dois hidrogénios
axiais varia de 10 a 14 Hz (Figura 22a), enquanto que a interacdo entre os
hidrogénios diequatoriais apresentam valores de 3Jun entre 2 a 5 Hz (Figura
22b). Por fim, a interacdo entre um hidrogénio axial e um hidrogénio equatorial

tem 3Juu de 2 a 6 Hz (Figura 22c¢).

Figura 22. Valores de constantes de acoplamento vicinais para derivados do

cicloexano. (adaptada de Pavia, D. 2012)55

a b ¢ .
® =180° ® = 60° o =60
Ja=10 - 14 Hz Ja=2—5Hz Jav=2—6 Hz

A temperatura ambiente, a interconversio entre os conférmeros derivados
do cicloexano é muito rapida, em relacdo a escala de tempo de deteccdo da
espectroscopia de RMN. Neste caso, os parametros observados (deslocamento
quimico e constante de acoplamento) para o sistema em equilibrio correspondem
a média ponderada da contribuicdo dos conféormeros individuais. Entretanto, em
temperaturas mais baixas, a interconversao torna-se lenta o suficiente, de forma
que as conformacées podem ser observadas individualmente. Sendo assim, no
estudo de equilibrio conformacional faz-se necessario realizar experimentos de
espectroscopia de RMN a baixa temperatura e, através da area dos sinais
(integracao) é possivel determinar a populacdo de cada conférmero. Essa técnica
para determinar a contribuicio de cada conféormero aliado a experimentos a baixa

temperatura ¢é chamada de Ressonancia Magnética Nuclear Dinamica

(RMND).48,56

Tanto a RMN de 'H como a de !3C podem ser utilizadas para este
propoésito, embora a maioria dos estudos de efeito da temperatura no equilibrio

conformacional sejam feitos a partir da RMN de 1H.
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2.4. Modelagem Molecular

Modelagem molecular é definida pela ITUPAC como uma técnica de
investigacao das estruturas e das propriedades moleculares usando a quimica
computacional e as técnicas de visualizacao grafica visando fornecer uma
representacao tridimensional, sob um dado conjunto de circunstancias.’® A
modelagem molecular é uma ferramenta indispensavel no processo de
planejamento racional e descoberta de novos farmacos e na otimizacdo de
protétipos existentes, deste modo, sua aplicacdo tem se tornado importante nos

dias atuais.?®

2.4.1. Métodos de Estrutura Eletronica

Prever propriedades moleculares quantitativamente ou tendéncias
qualitativas estdo entre os principais objetivos dos calculos tedricos aplicados a
sistemas quimicos. A partir de calculos computacionais é possivel determinar a
geometria molecular mais estavel, frequéncias vibracionais, propriedades
termodinamicas e espectroscopicas.60

Em consequéncia do desenvolvimento da mecanica quantica, iniciada no
século passado com os trabalhos de Schrodinger, Einstein, Dirac, Plank,
Heisenberg e outros, grandes avancos na descricdo microscopica de sistemas
atomicos e moleculares tém sido alcancados.

Os métodos de estrutura eletronica®’ empregam as leis da mecéanica
quantica, ao invés das leis da fisica classica, para descrever as propriedades
fisico-quimicas das moléculas, utilizando para isto, uma descricao criteriosa do
comportamento de nucleos e, principalmente, dos elétrons nas espécies
quimicas.%? Essa descricao abrange tanto a localizacdo da densidade eletronica
quanto suas interacoes e efeitos sobre os orbitais atomicos e moleculares. Esses
métodos podem ser subdivididos em métodos semi-empiricos, ab-initio e o0s
métodos hibridos baseados na teoria do funcional de densidade (TFD).

Os métodos semi-empiricos utilizam parametros derivados de dados

experimentais no calculo das propriedades moleculares e nao levam em

31



Fundamentacao Tedrica

consideracdo as correlagbes eletronicas, isto é, algumas aproximacgoes
matematicas sao corrigidas pela introdugao de valores experimentais.62

Por outro lado, os métodos ab-initio sdo métodos derivados inteiramente de
principios teodricos, nao utilizam qualquer parametro experimental, partem
somente dos valores da velocidade da luz, massa e carga do elétron e dos nucleos
e da constante de Planck. Um método ab-initio bastante empregado é o de
Hatree-Fock (HF).60 Nesse método, a equacio de Schrodinger para sistemas com
n elétrons é separada em n equagdoes para um elétron e resolvida
individualmente. Desse modo, cada funcio é tratada como independente e as
coordenadas de um elétron sdo dadas somente em relacao ao nucleo, sendo assim,
uma das limitacoes na teoria de HF.63

Os métodos baseados na Teoria do Funcional de Densidade (TFD)
expressam a energia de um sistema em termos de sua densidade eletronica,
E = E[p(r)]. O tratamento matematico empregado é similar ao da teoria de
Hartree-Fock, uma combinacio linear de funcgoes de base para a energia.6465

As vantagens de utilizar a TFD sobre os métodos ab-initio é que, na
maioria das vezes, fornecem resultados mais precisos com tempo de calculo
menor. Uma série de novos funcionais vem sendo desenvolvida nos ultimos anos
por Zhao e Truhlar,66.67 conhecidos como “M” (MO05, M06, M06-2X, MO06-HF,
MO06-L). Esses métodos apresentam melhores resultados que o tradicional B3LYP
(funcional tri-parametizado de Becke com funcionais de correlagio de Lee, Yang e
Par)é8 e tem ampla aplicabilidade em calculos de energia conformacional,
termoquimica, parametros espectroscopicos, cinéticos e interagées nao

covalentes.66

2.4.1.1. Conjunto de Funcoes de Base

A qualidade dos calculos de estrutura eletronica depende da escolha
adequada do conjunto de bases. As funcoes de base, em quimica teorica,
representam o conjunto de fun¢des empregadas para a representacdo matematica
dos orbitais moleculares e podem ser interpretadas como a restricdo do elétron

em uma determinada regido do espaco tridimensional.6® Um método deve ser
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aliado a uma funcao de base para compor um nivel de teoria, e assim executar um
certo calculo sobre um sistema molecular. Portanto, a escolha de um conjunto de
base deve ser cuidadosa, visando a maior precisao dos calculos, considerando-se
0s recursos computacionais disponiveis.

Com o desenvolvimento de novas teorias e aprimoramento dos métodos, foi
introduzido o uso de conjunto de bases com valéncia dividida, que melhora a
flexibilidade das bases, permitindo que os orbitais se adequem melhor as
condigoes do sistema molecular, por expansao ou contracao. E possivel ainda
melhorar a base aumentando-se o nimero de Gaussianas ou ainda aprimora-las
pela introducao de funcoes de polarizacao.”7t As funcoes de polarizacdo auxiliam
na descricao das distorcoes da nuvem eletronica e sdo fundamentais na descricao
de ligacoes quimicas e interagdes com pares de elétrons livres (como as ligacgoes
de hidrogénio). Além disso, ha sistemas em que é fundamental a descricdo de
regioes mais afastadas no ntucleo. Para isso, adicionam-se fungdes de difusido nos
atomos pesados e, se necessario, no hidrogénio.?

Por exemplo, a base 6-31G++G(d,p), utiliza seis gaussianas primitivas
para representar cada orbital interno e divide cada orbital de valéncia em dois
grupos, sendo agora de trés gaussianas primitivas e o outro por apenas uma (6-
31G). As funcgoes de polarizacao incluem as fungées tipo p no hidrogénio e d nos
atomos pesados. Além disso, o simbolo “+” indica a adi¢ao de funcoes difusas nos

atomo pesados e no atomo de hidrogénio.”2

2.4.2. Docking Molecular

Dentro das ferramentas de modelagem molecular, o docking molecular tem
como objetivo definir a orientacdo preferencial entre duas ou mais moléculas na
formacao de complexos estaveis, auxiliando na compreensdo do processo de
reconhecimento molecular e indicando quais modificacoes no ligante podem ser
feitas a fim de inibir ou aumentar a atividade do alvo desejado. Desta forma, essa
ferramenta tem sido bastante difundida no planejamento de novos farmacos e na

escolha de alvos terapéuticos.”3.74
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Existem hoje mais de sessenta programas de docking, alguns dos mais
utilizados sdo: AutoDock, Dock, Glide, MOE, FlexX, GOLD, Pyrx e ICM. Estes
programas diferem-se no modo de lidar com a flexibilidade do receptor e do
ligante, no tipo de funcado de scoring e no algoritmo de busca. Para uma
representacao mais realista do sistema a introducao de flexibilidade do receptor é
necessaria, no entanto, a maioria dos programas disponiveis considera a
estrutura do receptor sendo rigida e apenas a do ligante flexivel.?

De modo geral os softwares de docking molecular sao formados pela
combinacio do algoritmo de busca e da funcao de scoring. O algoritmo é utilizado
na busca dos possiveis modos de ligagdo entre o ligante e o receptor, e permite
explorar os graus de liberdade translacional, rotacional e conformacional do
ligante.”™.76 A funcao de scoring é aplicada para definir os modos de ligacao
teoricamente mais préoximos do modo de ligacao obtidos experimentalmente entre
os demais modos de ligagao, explorados pelo algoritmo de busca, ordenando-os de
acordo com as energias de interacao. Deste modo, as fun¢ées de scoring ajudam a
refinar os resultados obtidos, pois avaliam a afinidade entre o ligante e o
receptor, através de interacgoes eletrostaticas, ligacoes de hidrogénio, interagoes

de van der Waals e termos de solvatagao.”’
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Nesta secdo serdao apresentados e discutidos os resultados obtidos. As
nomenclaturas, férmulas estruturais e numerag¢ées dos compostos em estudo

encontram-se na Tabela 1.

Tabela 1. Nomenclatura, formula estrutural e numeracao dos compostos.

Composto Estrutura Nomenclatura

O
la . . .
N 3-fenilaminocicloexanona
H
O
d cr
1b N
H
O
1c N
H
OH
D0
H
OH
(') cr
,,,,/N
H
OH
/©/OCH3
[ ],,,,/N
H

2c trans-3-
(4-metoxifenilamino)cicloexanol

3-(4-fluorfenilamino)cicloexanona

3-(4-metoxifenilamino)cicloexanona

2a trans-3-fenilaminocicloexanol

trans-3-
(4-fluorfenilamino)cicloexanol

2b
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Tabela 1. Nomenclatura, féormula estrutural e numeracdo dos compostos
(continuacao).

Composto E(s\ij;qrutura Nomenclatura

cis-3-fenilaminocicloexanol

. Q0

OH
F
3b N Q/ cis-3-(4-fluorfenilamino)cicloexanol
H
OH
OO
3c N cis-3-(4-metoxifenilamino)cicloexanol
H

(0]
< J\
trans-N,N-dimetilcarbamato de
4a . . . .
@ /@ 3-fenilaminocicloexila
N
o H
N
4b trans-N,N-dimetilcarbamato de
@ /©/ 3-(4-fluorfenilamino)cicloexila
O
N Jk
OCH,4
e O/ trans-N,N-dimetilcarbamato de
3-(4-metoxifenilamino)cicloexila
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Tabela 1. Nomenclatura, formula estrutural e numeracdo dos compostos

(continuacao).

Composto Estrutura

Nomenclatura

0]

\NJ\O
5a |
Ve
\Nj\o

N eVe 1

H
O
N
N loVen
N
H
O
\TJKO
6a
wy
“NH
Cl H
(0]
\TJLO
6b F
wy
_/NH
Cl H
O
N
“ty + ©/
“NH
Cl H

cis-N,N-dimetilcarbamato de
3-fenilaminocicloexila

cis-N,N-dimetilcarbamato de
3-fenilaminocicloexila

cis-N,N-dimetilcarbamato de
3-(4-metoxifenilamino)cicloexila

Cloridrato de
trans-N,N-dimetilcarbamato
de 3-fenilaminocicloexila

Cloridrato de
trans- N,N-dimetilcarbamato de
3-(4-fluorfenilamino)cicloexila

Cloridrato de
trans- N,N-dimetilcarbamato de
3-(4-metoxifenilamino)cicloexila
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Tabela 1. Nomenclatura, formula estrutural e numeracdo dos compostos

(continuacao).
Composto Estrutura Nomenclatura
(0]
\NJ\O
7a | Cloridrato de
cis- N,N-dimetilcarbamato de
+ 3-fenilaminocicloexila
~NH
Cl H
)iy
~N
T o Cloridrato de
7b F cis- N,N-dimetilcarbamato de
+ 3-(4-fluorfenilamino)cicloexila
NH
clH
il
~N
If 0 Cloridrato de
7c OCH; cis- N,N-dimetilcarbamato de
+ 3-(4-metoxifenilamino)cicloexila
NH
clu

3.1. Sintese dos Compostos

A obtencao dos compostos

da série de 1sOmeros

cis e trans-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 3-arilaminossubstituidos foi
realizada em trés etapas partindo da cicloexe-2-nona como mostra o Esquema 1.

A caracterizacao dos compostos foi realizada a partir da analise dos espectros de

RMN de H, 13C e HSQC em anexo (Anexo 1 a 51).
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Esquema 1. Rota sintética para obtencido dos N,N-dimetilcarbamatos de

2y
N la-c

cicloexila 3-arilaminossubstituidos.

O
i
R —

i

H

72-85%

o

H
2a-c
79-82%
iii
0]
N
@ X
Nei
H
4a-c
36-42%
iv
0]
N
(') X
’I,//IIiIH@/
H -
Cl
6a-c
91-95%

-t

3a-c
75-84%"

iii

S

H

5a-c
30-46%

iv

Ta,c
93-96%

Reagentes e condigées: i) arilamina, [DBU][Ac], t.a., 5h; ii) N-selectride, THF, -80°C, 4h; ii)
NaBH4, THF, t.a., 48h; iii) NaH/THF, 80°C, 8 h e cloreto de N,N-dimetilcarbamoila, 16h.; iv) HC1

(837%), CH2Clz. "Rendimentos obtido para a mistura de isomeros.
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3.1.1. Sintese das 3-arilaminocicloexanonas (1a-c)

As 3-arilaminocicloexanonas foram obtidas a partir da adicdo aza-
conjugada de Michael de aminas aromaticas a cicloexen-2-ona. Inicialmente
algumas metodologias foram testadas utilizando diferentes condicoes e reagentes
para catalisar ou promover a reacao entre a cicloexen-2-ona e a anilina. (Tabela
2).

Diversos trabalhos relatam o uso de solventes proticos e de acidos de
Lewis, como sendo eficientes nas reacoes de aza-Michael.”® Assim, inicialmente
foi testada a utilizacdo de agua como solvente e cloreto férrico™ em quantidade
catalitica (0,1 eq) entretanto, observou-se que o produto desejado foi obtido em
pequena quantidade (20%) juntamente com os reagentes de partida e nao foi
purificado (entrada 1). Dessa forma, houve a necessidade de buscar outras
metodologias que fossem mais adequadas ao sistema proposto.

Recentemente, novos reagentes tém sido utilizados para promover a reacao
aza-conjugada de Michael.80.81 Dentro das propostas sintéticas encontradas, as
que chamaram mais atenc¢ao consistiam na nao utilizagao de solventes organicos,
na reducgao de reagentes toxicos e na redugido de residuos de acordo com os

principios da quimica verde.

Tabela 2. Condi¢ées reacionais empregadas para a obtencdo da

3-fenilaminocicloexanona (1a).

Entrada  Catalisador Solvente Temperatura  Tempo  Rendimento
0 (%)
1 FesCls Agua t.a. 15h -
2 PEG400 - t.a. 5h 274
3 PEG400 - t.a. 24h -
4 PEG400 - 50 24h -
5 [DBU][Ac] - t.a. 5h 72b

a Purifica¢do via coluna cromatografica. b Purificagio via recristalizacéo.
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A partir dessas pesquisas, foram testadas duas metodologias diferentes
utilizando os seguintes reagentes: o polimero polietilenoglicol (PEG400)82 e o
liquido 16nico basico acetato de 1,8-diazabiciclo[5.4.0Jundec-7-eno ([DBU][Ac]).83:84
A aplicagao da metodologia descrita por Kumar e col. utilizando PEG, durante
cinco horas a temperatura ambiente (entrada 2) forneceu o produto desejado,
juntamente com o reagente de partida na proporcao de 1:1. Desta forma, foram
testadas outras condigoes, aumentando a temperatura e o tempo reacional na
tentativa de aumentar a conversao do reagente em produto. No entanto,
nenhuma melhora significativa foi alcancada (entrada 3 e 4).

O melhor resultado foi obtido na entrada 5, quando utilizou-se o liquido
160nico basico [DBU][Ac] na auséncia de solvente, conforme proposto por Ying e
col. Os autores mostraram que mesmo tendo uma menor basicidade, o [DBU][Ac]
apresenta uma melhor capacidade catalitica do que o DBU. Eles acreditam que o
liquido i6nico é capaz de aumentar a basicidade das aminas, o que nao acontece
em solventes organicos.

A purificacado das 3-arilaminocicloexanonas (la-c) foi realizada por
recristalizacdo, utilizando hexano e acetato de etila, obtendo-se um rendimento
médio de 80% (Tabela 3). As principais vantagens de utilizar essa metodologia
foram: facilidade de purificacao do produto, bons rendimentos e a possibilidade de

reutilizagao do liquido 16nico.

Tabela 3. Rendimento reacional, aspecto fisico e ponto de fusdo das

3-arilaminocicloexanonas (la-c).

Composto Rendimento (%) Aspecto fisico Ponto de fusdo”
0

la 72 s6lido branco 58,4 — 58,6
amorfo

1b 80 s6lido marrom 71,2 -173,5
amorfo

1c 85 s6lido branco 75,5 -"75,9
amorfo

“Foi utilizado o acido benzoico como padréao (p.f. 121,4 — 123,0 °C)
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A caracterizacao das 3-arilaminocicloexanonas (la-c) foi realizada a partir
da analise dos espectros de RMN de H, 13C e HSQC, anexados no final deste
trabalho (Anexo 1 a 9). Na Tabela 4 estdo compilados os dados de deslocamento
quimico de H e 13C e os valores de constantes de acoplamento para estes
compostos

As 3-arilaminocicloexanonas (la-c) apresentaram deslocamentos quimicos
e acoplamentos semelhantes, exceto na regido dos hidrogénios aromaticos, devido
a presenca dos grupos substituintes. Destaca-se a presenca do sinal do Hs entre
on 3,68 a 3,79, sendo este o mais desblindado devido ao efeito indutivo retirador
de elétrons do grupo amino. Observa-se também o sinal do H2eq na regido de
on 2,78 a 2,84, sendo este mais desblindado que o sinal do H2ax que apresentou
deslocamento quimico entre 6u 2,25 a 2,29. Os sinais dos hidrogénios do anel
aromatico podem ser observados na regido de 6u 6,51 a 7,18. Nos espectros de
RMN de 13C destaca-se a presenca da carbonila (C1) entre 6. 209,7 e 209,9, o sinal
de C3 na regido de 6. 52,5 a 53,4 e o sinal de C2 em torno de &. 48,5. Os carbonos
do anel aromatico sdo observados na regiao de 6.113,5 a 156,0.

Para o derivado da anilina (1a) pode-se observar no espectro de RMN de
1H (Anexo) os cinco hidrogénios do sistema aromatico em 6x 6,59 (m, 2H Hz2/He),
on 6,72 (m, 1H, Hy) e 6u 7,18 (m, 2H Hs/H»), os quais foram correlacionados,
respectivamente, com os carbonos em 6. 113,5 (C2/Cs’), 118,1 (Cs) e 129,6 (C3/Cs5’)
através do mapa de contorno HSQC (Anexo 3). O carbono que nao apresenta
correlacdo com nenhum hidrogénio encontra-se em 6. 146,4 (Cr).

Analisando os espectros de RMN de 'H e de 3C juntamente com o mapa de
contorno HSQC (Anexo 4 a 9) para os derivados para-substituidos (1b e 1¢) pode-
se observar sinais de quatro hidrogénios do sistema aromatico. Para o derivado
da p-metoxianilina (1¢) é observado dois dupletos em 6n 6,57 (2H, H2/He) e 6,76
(d, 2H, Hs/H>5) que apresentam correlacao com os carbonos em 6¢ 115,0 (C2/Ces’) €
115,2 C3/Cs). Os sinais dos dois carbonos sem correlagdo com hidrogénios estido
em 6c 152,0 (Ce) e 140,2 (Cr) sendo o que apresenta o maior deslocamento
quimico é o carbono ligado ao grupo metoxila. Outro sinal importante que pode
ser observado no espectro de RMN de 'H para este derivado é o simpleto em &n

3,73 correspondentes ao grupo metoxila, que esta sobreposto com o sinal de Hzax.
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No espectro de RMN de 'H do derivado da p-fluoranilina (1b) (Anexo 4)
pode-se observar dois multipletos, em 6u 6,51 (m, 2H, H2/He¢) e 6,87 (m, 2H,
Hs/Hs) que correspondem aos hidrogénios do sistema aromatico. Outra
caracteristica marcante de compostos com flior sdo os acoplamentos entre o
atomo de carbono e o atomo de fltor que podem ser observados no espectro de
RMN de 13C (Anexo 5). Os sinais correspondentes aos carbonos do anel aromatico
estdo presentes como dupletos em 6. 114,5 (C2/Ce’; Jc.r = 7,33 Hz), 115,9 (Cs/Csx;
Jor=22,3Hz), 142,7 (Cv; Jc.r = 1,9 Hz) e 156,0 (Cy;Jc.r= 235,6Hz).
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Tabela 4. Deslocamento quimicos de RMN de 'H e 13C (ppm), constantes de acoplamento (Hz) e multiplicidade dos sinais

para as 3-arilaminocicloexanonas (1a-c¢) em CDCls,

la 1b Ic
C/H 8H J (Hz) d13C oH J (Hz) d13C J (Hz) otH J (Hz) 813C
1 - - 209,8 - - 209,7 - - 209,9
2ax | 2,29 m 48,8 | 2,25 m 48,5 2,25 m 48,7
eq | 2,84 m 2,79 m 2,78 m
3 3,79 dddd (8,2; 8,2; 3,9; 3,9) 52,5 | 3,69 dddd (8,6; 8,6; 4,4; 4,4) 53,0 3,68 m 53,4
4ax | 1,70 m 31,3 1,67 m 31,1 1,66 m 31,2
eq | 2,18 m 2,16 m 2,14 m
5ax | 1,75 m 22,3 1,70 m 22,2 1,68 m 22,2
eq | 2,05 m 2,02 m 2,02 m
6ax | 2,36 m 41,3 | 2,36 m 41,2 2,34 m 41,2
eq | 2,36 m 2,36 m 2,34 m
1 - m 146,4 - 142,7 d (1,9 - m 140,2
2’ 6,59 m 113,5 | 6,51 m 114,5 d (7,3) 6,57 d (9,9) 115,0
3 7,18 m 129,6 | 6,87 m 115,9 d(22,3) | 6,76 d (9,9) 115,2
4 6,72 m 118,1 - 156,0 d (235,6) - - 152,0
5 7,18 m 129,6 | 6,87 m 115,9 d(22,3) | 6,76 d (9,9) 115,2
6’ 6,59 m 113,5 | 6,51 m 114,5 d (7,3) 6,57 d (9,9) 115,0
NH | 3,59 sl - 3,53 sl - - 3,35 sl -
OCHs - - - 3,73 sl 56,0

45



Apresentacdo e Discussao dos Resultados

3.1.2. Sintese dos trans-3-arilaminocicloexanois (2a-c)

Para a obtencao dos trans-3-arilaminocicloexanois (2a-c) foi realizada a
reducao das 3-arilaminocicloexanonas (1a-c) com o redutor N-selectride8® a baixa
temperatura (-80°C) para o controle cinético da reacao. Esta metodologia
apresentou uma alta diasteroseletividade (~100%) que permitiu a obtencido de
apenas um dos 1sO0meros.

O mecanismo para a reducdo de derivados da cicloexanona com os
trialquilboranos é bastante conhecido (Figura 23)%6. O metal se complexa ao
oxigénio da carbonila e como o redutor é volumoso a transferéncia de hidreto se
da por ataque na direcdo equatorial, que é estericamente menos impedida. Assim,
ocorre a formacgao do alcool trans, o estereoisomero menos estavel. Os trans-3-
arilaminocicloexanois (2a-¢) foram purificados por recristalizacdo, obtendo-se um

rendimento médio de 81 % (Tabela 5).

Figura 23. Mecanismo de reducao das 3-arilaminocicloexanonas com

N-selectride.

A caracterizacdo dos compostos foi realizada a partir da andalise dos
espectros de RMN de 'H, 13C e HSQC (Anexos 10 a 18). Na Tabela 6 estao
compilados os dados de deslocamento quimico de H e 13C e valores de constantes
de acoplamento para estes compostos. Destaca-se a presenca de Hi, na regido de
on 4,13 a 4,17, assim como a auséncia do sinal da carbonila na regido de 6. 210 e
consequentemente o aparecimento de um sinal em torno de 6. 67,0 a 67,3

correspondente a Ci.
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3.1.3. Sintese dos cis-3-arilaminocicloexanois (3a-c)

Com o objetivo de obter o estereoisomero cis, utilizou-se o borohidreto de
s6di1087 (NaBH4) como agente redutor. Hidretos poucos volumosos, como o NaBH4
e 0 hidreto de litio aluminio (LiAlH4), preferem ataques axiais, gerando alcoois
equatoriais com diasteroseletividade entre 72 a 96 %. A analise dos espectros de
RMN de H e de 13C e do mapa de contorno HSQC, mostrou que os alcoois (3a-c)
foram obtidos como uma mistura dos isoOmeros cis e trans, na propor¢ao de 75:25
respectivamente (Anexo 19 a 23). Esta proporcao foi calculada através da
integracdo dos sinais de cada isomero no espectro de RMN de 'H (Anexos 19 a
21). Devido a 1inviabilidade de separacdo dos 1isOmeros, o0s cis-3-
arilaminocicloexanois (3a-¢) nao foram isolados, wutilizando-se a mistura de
1someros na etapa seguinte. A Tabela 5 mostra os rendimentos reacionais para a
obtencado dos trans-3-arilaminocicloexanois (2a-c) e cis-3-arilaminocicloexanois

(3a-c).

Tabela 5. Rendimento reacional, aspecto fisico e ponto de fusio dos trans-3-

arilaminocicloexanois (2a-c) e cis-3-arilaminocicloexanois (3a-c).

Composto Rendimento (%) Aspecto fisico Ponto de fusao®
0
2a 72 s6lido branco amorfo 58,4 — 58,6
2b 80 s6lido marrom amorfo 71,2 -173,5
2¢ 85 s6lido branco amorfo 75,56 —-175,9
3a 84 liquido marrom -
3b 75 liquido marrom -
3c 80 liquico marrom -

*Fo1 utilizado o acido benzoico como padrio (p.f. 121,4 — 123,0 °C)
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Tabela 6. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e 13C (ppm) , constantes de acoplamento (Hz) e multiplicidade dos
sinais para os trans-3-arilaminocicloexanois (2a-c¢) em CDCls.

2a 2b 2¢
C/H o'H J (Hz) d13C o'H J (Hz) d13C J (Hz) oH J (Hz) d13C
1 4,15 m 67,3 | 4,17 m 67,0 4,13 m 67,2
2ax | 1,56 m 40,0 1,54 m 39,8 1,53 m 40,1
eq 1,99 m 2,00 m 1,97 m
3 3,76 dddd (9,0; 9,0; 3,8; 3,8) 47,5 | 3,70 dddd (9,1; 9,1; 3,8; 3,8) 48,0 3,66 dddd (8,9; 8,9; 3,9; 3,9) 48,5
4ax | 1,27 m 32,4 1,29 m 32,3 1,25 m 32,5
eq | 1,97 m 1,99 m 1,94 m
5ax | 1,61 m 19,6 1,61 m 19,4 1,60 m 19,6
eq | 1,80 m 1,79 m 1,76 m
6ax | 1,62 m 33,5 1,64 m 33,2 1,62 m 33,5
eq 1,62 m 1,64 m 1,62 m
1 - m 147,4 - 141,5 d (1,9) - m 141,5
2’ 6,01 m 113,4 | 6,57 m 115,0 d (7,3) 6,59 d (9,9 115,0
3 7,16 m 129,5 | 6,87 m 115,1 d (22,3) | 6,77 d (9,9 115,1
4 6,67 m 117,3 - 152,2 d (235,6) - - 152,2
5 7,16 m 129,5 | 6,87 m 115,1 d(22,3) | 6,77 d (9,9) 115,1
6’ 6,01 m 113,4 | 6,57 m 115,0 d (7,3) 6,59 d (9,9) 115,0
NH - - - - sl - - - - -
OCHs - - - - - - - 3,74 sl 56,0
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3.1.4. Sintese dos trans e cis-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila

3-arilaminossubstituidos (4a-c; 5a-c)

Para a obtencdo do carbamato trans-N,N-dimetilcarbamato de
3-fenilaminocicloexila (4a), inicialmente foram testadas algumas metodologias
descritas na literatura (Tabela 7). A melhor condicao obtida para o derivado 4a
encontra-se na entrada 3, onde utilizou-se o arilaminoalcool 3a e hidreto de
s6dio40 (NaH) para a preparacao do correspondente alcoxido de modo a aumentar
a reatividade frente ao cloreto de IN,N-dimetilcarbamoila. Esta reacao segue o
mecanismo de substituicao nucleofilica acilica, onde o par de elétrons do oxigénio
do alcoxido ataca o carbono carbonilico e elimina ions cloretos. Para que o
produto seja obtido com sucesso, o meio reacional deve estar anidro, pois a agua
pode reagir com o hidreto de sédio utilizado na primeira parte da reacao,
competindo com a formagao do alcoxido, como também pode hidrolisar o cloreto
de N,N-dimetilcarbamoila formando o acido carbamico o qual nao é estavel e se
decompde em agua e gas carbonico.88

A metodologia (entrada 3, Tabela 7) foi aplicada para a obtencao dos

demais carbamatos (4b e 4c e 5a-c)

Tabela 7. Condicoes reacionais para a obtencao do carbamato 4a.

Entrada Reagente/solvente  Temperatura Tempo Rendimento (%)

1 Piridina (1eq)/THF refluxo 24h -a
2 Piridina 80 °C 24h -2
3 NaH/THF refluxo 24h 36

a Composto obtido com baixo rendimento e ndo purificado.

A purificacao dos carbamatos (4a-c) e (ba-c) foi feita por eluicdo em coluna
cromatografica, utilizando hexano — acetato de etila em gradiente crescente de
polaridade. Mesmo apds 1inumeras tentativas de separacdao, o cis-IN,IV-
dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (5b) foi obtido em mistura com o
isomero trans (4b). Na Tabela 8 estdo apresentados os rendimentos reacionais e

as caracteristicas dos compostos.

49



Apresentacdo e Discussao dos Resultados

Tabela 8. Rendimento reacional, aspecto fisico e ponto de fusdo dos carbamatos

(4a-c) e (ba-c).

Composto Rendimento (%) Aspecto fisico Ponto de fusao? (°C)
4a 36 liquido amarelo
4b 42 liquido marrom
4c 40 liquido marrom
5a 46 s6lido cristalino 101,2 - 101,5
5b 30b liquido marrom
5¢ 42 liquido marrom

a Foi utilizado o acido benzoico como padrio (p.f. 121,4 — 123,0 °C) P Mistura de is6meros cis e
trans.

A caracterizacdo dos carbamatos (4a-c) e (ba-c) foi realizada a partir da
analise dos espectros de RMN de 'H, 13C e HSQC, anexados no final deste
trabalho (Anexos 22 a 36). Nas Tabela 9 e 10 estdo compilados os dados de
deslocamento quimico de 'H e 13C e valores de constantes de acoplamento para
estes compostos.

Os trans-N,N-dimetilcarbamato de cicloexila 3-arilaminossubstituidos (4a-
c) foram caracterizados pela desblindagem de Hi 6u (5,07 a 5,09) causada pela
incorporacao do grupo carbamato. A presenca do grupo carbamato também pode
ser confirmada pelo sinal dos hidrogénios metilicos na regiao de 6u 2,94 a 2,95 (s,
6H). Assim como para Hi, é possivel observar no espectro de RMN de 13C a
desblindagem do carbono C1 que cai em torno de 6. 71,0. Além disso, observa-se o
aparecimento de um sinal de carbonila caracteristico do grupo carbamato na
regidao de 6. 156,0 a 157,3. Através do mapa de contorno HSQC é possivel
correlacionar os hidrogénios metilicos com o carbono Cs em 6. 36,3.

No espectro de RMN de 'H dos cis-IV,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 3-
arilaminossubstituidos (5a e 5¢) observa-se os sinais de Hi em 6n 4,71 a 4,74 e
Hs em 6n 3,30 a 3,41. A presenca do grupo carbamato pode ser confirmada pelo
sinal dos hidrogénios metilicos em 6n 2,89 a 2,90 (s, 6H). No espectro de RMN de
13C observa-se a presenca de C1 em torno de 6. 71,0 a 72,3 e o sinal da carbonila

caracteristico do grupo carbamato na regiao de 6. 155 a 156.
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sinais para os trans-IN,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 3-arilaminossubistituidos (4a-¢) em CDCls,

Tabela 9. Deslocamentos quimicos de RMN de 'H e 3C (ppm), constantes de acoplamento (Hz) e multiplicidade dos

X

(H3C)2N 70

@i

O

(H3C)2N 7 o

6,@

(H;C),N

H
4a 4b 4c

C/H oH J (Hz) d13C o'H J (Hz) d13C J (Hz) oH J (Hz) d313C
1 5,09 m 70,8 | 5,07 m 70,9 5,08 m 71,0
2ax | 1,41 m 37,5 1,43 m 39,5 1,43 m 37,8

eq | 2,18 m 2,18 m 2,17 m
3 3,63 dddd (10,1; 10,1; 3,8; 3,8) 47,9 | 3,54 dddd (10,0; 10,0; 3,8; 3,8) 48,7 3,54 dddd (10,0; 10,0; 3,8; 3,8) 49,0
4ax | 1,55 m 30,2 1,53 m 30,3 1,53 m 30,4

eq 1,80 m 1,81 m 1,79 m
5ax | 1,68 m 20,0 1,66 m 20,2 1,67 m 20,2

eq 1,68 m 1,66 m 1,67 m
6ax | 1,24 m 32,5 1,22 m 32,5 1,21 m 32,7

eq | 2,04 m 2,03 m 2,06 m
1 - m 147,4 - - 143,6 d (1,9 - m 141,5
2’ 6,58 M 113,0 | 6,50 m 114,1 d (7,3) 6,55 114,8
3 7,16 M 129,5 | 6,86 m 116,0 d(22,3) | 6,77 d (9,9) 115,2
4 6,67 M 117,3 - - 155,2 d (235,6) - - 152,2
5 7,16 M 129,5 | 6,86 m 116,0 d(22,3) | 6,77 d (9,9 115,2
6’ 6,58 M 113,0 | 6,50 m 114,1 d (7,3) 6,55 d (9,9 114,8
7 - - 156,0 - - 157,3 - - 157,3
8 2,95 S 36,3 | 2,94 S 36,3 2,94 S 36,3

NH 3,561 Sl - sl - - -

OCHs - - 3,74 S 56,0
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Tabela 10. Deslocamentos quimicos de RMN de H e 13C (ppm), constantes de acoplamento (Hz) e multiplicidade dos

sinais para os cis-IN,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 3-arilaminossubistituidos (5a e 5¢) em CDCls.

(0] (0]
(H;C),N 7 O , (H;C),N 7 O .
2 d ’ 2 4_OCH,
L) Q!
N ¥ N ¥
| 6 | 6
H H
5a 5¢
C/H o'H J (Hz) d313C o'H J (Hz) d313C
1 4,74 dddd (10,1; 10,1; 4,1; 4,1) 72,3 4,73 dddd (10,1; 10,1; 4,1; 4,1) 72,6
2ax | 1,25 m 38,8 1,23 m 39,6
eq | 2,41 m 2,41 m
3 3,41 dddd (10,5; 10,5; 3,8; 3,8) 50,4 3,32 dddd (10,5; 10,5; 3,8; 3,8) 51,8
4ax | 1,33 m 31,9 1,11 m 32,2
eq | 2,02 m 2,03 m
5ax | 1,36 m 21,4 1,38 m 21,8
eq | 1,82 m 1,86 m
6ax | 1,15 m 32,5 1,33 m 32,8
eq | 2,02 m 2,03 m
1 - m 147,1 - m 141,5
2 6,59 m 113,4 6,59 d (5,0) 115,3
3 7,17 m 129,5 6,78 d (5,0) 115,2
4 6,68 m 117,4 - - 152,6
5 7,17 m 129,5 6,78 d (5,0) 115,2
6’ 6,59 m 113,4 6,59 d (5,0) 115,3
7 - 156,2 - - 156,5
8 2,90 S 37,6 2,91 sl 35,9
NH 3,60 sl - - - -
OCHj3 - 3,76 S 56,2
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3.1.5. Sintese dos cloridratos de trans e cis-N,N-dimetilcarbamatos

de cicloexila 3-arilaminossubstituidos (6a-c; 7a e 7c)

Para avaliar a atividade anticolinesterasica dos carbamatos, houve a
necessidade de preparar os respectivos cloridratos de N,N-dimetilcarbamatos de
3-arilaminocicloexila (6a-c; 7a e 7c¢), de forma a aumentar a solubilidade em
agua. Os cloridratos foram obtidos com 6timos rendimentos (acima de 90%), sem
a necessidade de purificacdo. E importante ressaltar que ndo foi preparado o

cloridrato do composto 5b, pois 0 mesmo nio foi obtido puro (Tabela 11).

Tabela 11. Rendimento reacional, aspecto fisico e ponto de fusdo dos cloridratos

(6a-c; Ta e 7c)

Composto” Rendimento (%) Aspecto fisico
6a 91 solido amarelo amorfo
6b 95 solido verde amorfo
6¢ 92 solido marrom amorfo
Ta 96 sélido branco
Tc 93 solido marrom amorfo

*Nao foi possivel medir o ponto de fusio pois os compostos sdo muito higroscépicos.

A obtencao dos cloridratos pode ser comprovada através dos espectros de
RMN de 'H e 13C (Anexos 37 a 51). Nas Tabelas 12 e 13 estdo compilados os
dados de deslocamento quimico de H e 133C e valores de constante de
acoplamento. Destaca-se para estes compostos a desblindagem dos hidrogénios
aromaticos e o aparecimento de um simpleto alargado em torno de 6x 11,2 a 11,3
correspondente ao hidrogénio acido. Para o composto neutro 5a os hidrogénios do
sistema aromatico encontravam-se em 6x 6,58 (m, 2H, H2'/H6), 6,67 (m, 1H, H4’)
e 7,16 (m, 2H, H3/H5’), ja para o composto protonado estes hidrogénios podem
ser observados em 6n 7,55 (m, 3H, H2'/H4/H6) e 7,39 (m, 2H, H3/H5’). Os
hidrogénios nas posi¢ées orto e para apresentam maior deslocamento quimico
devido a protonacéo do nitrogénio. Além disso, é possivel observar a desblidagem

de Cs para os cloridratos em relacio aos compostos neutros.
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Tabela 12. Deslocamento quimicos de RMN de 'H e 13C (ppm), constantes de acoplamento (Hz) e multiplicidade dos

sinais para os cloridratos de trans-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 3-arilaminossubistituidos (6a-¢) em CDCls.

O O O
(H;C),N 7 O (H3C)2N 7 O (H3C)2N 7 O
? 2 3 & 4 _OCH;
_NH NH “NH
cl 1'{ ¢ 1'1
6° 6b 6¢c

C/H o'H J (Hz) d13C o'H J (Hz) 813C J (Hz) o'H J (Hz) 813C
1 5,02 M 69,5 | 5,07 m 69,3 5,05 m 71,2
2ax | 1,83 M 33,2 1,83 m 33,1 1,81 m 36,4

eq | 2,20 M 2,22 m 2,20 m
3 3,52 M 58,9 | 3,48 m 59,3 3,46 m 55,5
4 ax 1,55 M 28,7 1,72 m 28,6 1,72 m 28,6

eq | 1,79 M 2,23 m 2,26 m
5 ax 1,59 M 19,3 1,54 m 19,3 1,61 m 21,1

eq | 1,59 M 1,63 m 1,61 m
6ax | 1,79 M 29,0 | 1,39 m 29,0 1,25 m 28,0

eq | 2,21 M 2,21 m 1,83 m
1 - M 133,8 - m 129,5 d (1,9 - m 127,6
2 7,39 M 130,0 | 7,09 m 117,1 d (7,3) 6,86 d (9,9) 114,9
3’ 7,55 M 124,3 | 7,56 m 126,4 d (22,3) | 7,47 d (9,9 124,6
4 7,39 M 129,4 - m 162,8 d (235,6) - - 155,6
5 7,55 M 124,3 | 7,56 m 126,4 d(22,3) | 7,47 d (9,9) 114,6
6 7,39 M 130,0 | 7,09 m 117,1 d (7,3) 6,86 d (9,9) 124,6
7 - - 155,5 - - 155,4 - - 159,3
8 2,83 S 36,3 | 2,85 S 36,3 2,85 S 36,3

NH | 11,3 S ; 11,3 sl - 11,2 sl ;

OCHj3 - - - - - - 3,80 S 59,9
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Tabela 13. Deslocamento quimicos de RMN de H e 13C (ppm), constantes de acoplamento e multiplicidade dos sinais

para os cloridratos de cis-IV,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 3-arilaminossubistituidos (7a e 7¢c) em CDCls.

0)

(H;C),N 70

8

o

(H;C),N 70
8

H H
Ta 7c

C/H o'H J (Hz) d313C o'H J (Hz) d313C
1 4,47 m 71,3 4,49 m 70,2
2ax | 1,75 m 40,6 1,71 m 33,6

eq | 2,27 m 2,30 m
3 3,29 m 60,5 3,22 m 54,5
4ax | 1,25 m 28,6 1,55 m 27,6

eq | 2,23 m 2,26 m
5ax | 1,23 m 21,7 1,26 m 20,1

eq | 1,75 m 1,78 m
6ax | 1,91 m 31,2 1,27 m 30,1

eq | 1,91 m 1,96 m
N - m 134,0 - m 125,9
2 7,39 m 130,0 6,84 d (9,9) 123,6
3 7,55 m 124,1 7,42 d (9,9) 113,9
4 7,39 m 129,2 - - 154,6
5 7,55 m 124,1 7,42 d (9,9) 113,9
6’ 7,39 m 130,0 6,84 d (9,9) 123,6
7 - 155,7 - - 158,3
8 2,84 S 36,4 2,84 sl 35,3

NH 11,3 sl - - - -

OCHj3 - 3,79 S 58,8
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3.2. Analise conformacional para os trans-N,N-dimetilcarbamatos
de cicloexila 3-arilaminossubstituidos (4a-c) e cis-N,N-

dimetilcarbamatos de cicloexila 3-arilaminossubstituidos (5a-c).

3.2.1. Experimentos de RMN

Devido a similaridade dos dados, a discussao sera feita apenas para os
derivados trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (4a) (Anexos 22
a 24) e cis-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (5a) (Anexos 31 a 33)
e pode ser estendida para os demais compostos de cada série.

Tendo em vista que cada carbamato nas séries cis e trans existem em
equilibrio entre conformeros (Figura 24) e que o valor de Wiz (largura do sinal a
meia altura) observado a temperatura ambiente é uma média ponderada das
respectivas constantes de acoplamento em cada conférmero, pode-se determinar
quais sdo os conformeros majoritarios em cada uma das séries de isOmeros

(Figura 25).

Figura 24. Equilibrio conformacional dos isomeros trans-N,N-dimetilcarbamato
de 3-fenilaminocicloexila (4a) e cis-N,N-dimetilcarbamato de

3-fenilaminocicloexila (5a).
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Para os carbamatos da série trans (4a-c), Hi1 apresenta valores de Wiy
entre 15,4 a 16,0 Hz e constantes de acoplamento 3./u.u menores que 5,0 Hz, o que
indica que o conformero dominante é aquele em que este hidrogénio encontra-se
na posic¢ao equatorial e o grupo carbamato na posicao axial. Para Hs os valores de
Wiz estdo em torno de 25 Hz e este hidrogénio possui valores de 3Ju.n maiores
que 9,0 Hz, indicando que pelos menos um dos acoplamentos deve ser entre
hidrogénios axiais, mostrando que o conférmero AE apresenta maior contribui¢édo
no equilibrio.

Para os carbamatos da série cis (5a-c¢), tanto Hi1 quanto Hs apresentam
valores de W12 em torno de 25 Hz, dois valores de 3Ju.n maiores que 9,0 Hz e dois
valores de 3Ju.n menores que 5,0 Hz, o que sugere a presenca de acoplamentos

diaxiais e indica a preferéncia pelo conformero EE.

Figura 25. Expansao dos sinais de Hi1 e Hs dos compostos 4a e 5a em CDCls a

temperatura ambiente.
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Para confirmar esses dados e determinar a proporcao de cada conféormero
no equilibrio conformacional, foram realizados experimentos de RMN a baixa
temperatura em diferentes solventes (CD2Cls, acetona-d6 e metanol-d4). Esses
experimentos foram realizados apenas para um composto de cada série (4a e 5a),

pois analisando os espectros de RMN de 'H a temperatura ambiente de seus
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respectivos derivados, mostra que tanto os valores de Wiz e 3Jun séo
semelhantes, sendo assim, podemos dizer que os substituintes do anel aromatico
nao devem influenciar significativamente o equilibrio conformacional. A Figura
26 mostra a expansao do RMN de 'H em diferentes temperaturas para os sinais
de H: e Hs do composto trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila
(4a) em CD2Clz. Foi possivel observar uma separacao bem resolvida dos sinais a
-80 9C e as populacées foram determinadas através da integracao dos sinais de
Hi de cada conférmero, ja que este é o mais desblindado e ndo apresenta
sobreposicao. Os conformeros individuas foram identificados por suas constantes
de acoplamento e seus deslocamentos quimicos, sabendo que os hidrogénios

equatoriais sdo mais desblindados que os hidrogénios axiais.89
Figura 26. Expansao do RMN de 'H em diferentes temperaturas para o
trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (4a) em CD3zClo.
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No espectro de RMN de 'H em CD2Clz a -80 °C do composto 4a foi possivel
observar dois sinais bem separados correspondentes a H; (um sinal para cada

conférmero), no entanto para Hs o sinal do conféormero minoritario esta
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sobreposto com o sinal do NH. O sinal que aparece em 5,06 ppm corresponde a
um H;: equatorial (geminal com o oxigénio), uma vez que é o mais desblindado e
esta resolvido, isto é, tem pequenas constantes de acoplamento devido ao arranjo
de aproximadamente 60° em relagao aos hidrogénios vicinais. O sinal de Hs, mais
blindado e que possui a mesma integracao de Hi, aparece em 3,62 ppm e em
conjunto com H; identifica o conformero AE. Por uma analise semelhante, os
sinais em 4,75 ppm e 3,80 ppm sao atribuidos respectivamente a Hi e Hs do
conformero EA.

A integracao dos sinais de Hi, mostra a forte preferéncia pelo conférmero
AE. As porcentagens de cada conformero no equilibrio para todos os solventes
avaliados estao compiladas na Tabela 14. A partir desses dados pode-se dizer que
0 equilibrio conformacional do trans-N,N-dimetilcarbamatos de
3-fenilaminocicloexila (4a) nao é influenciado significativamente pela polaridade

do solvente.

Tabela 14. Populagoes de cada conformero do trans-N,N-dimetilcarbamato de

3-fenilaminocicloexila (4a) obtidas por RMN de H a -80°C.

Conférmeros Populagao (%)
Diclorometano Acetona Metanol
AE 91 89 92
EA 9 11 8

Para o isomero cis-IN,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (5a), é
possivel observar no espectro de RMN de 'H em CD2Cls os sinais correspondentes
a Hi axial e H1 equatorial em 5,04 e 4,58 ppm, respectivamente. A integracao
dos dois sinais mostra que o conformero EE contribui com 95% da populacao no
equilibrio. Entretanto, no espectro de RMN de 'H em acetona-dé e metanol-d4,
foi observado apenas um sinal referente a Hi, mostrando que nesses dois
solventes a conformacido com ambos os substituintes na posicao equatorial,

apresenta contribuicdo de 100% no equilibrio conformacional.
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3.2.2. Calculos Teoricos

Paralelamente aos estudos por RMN, o equilibrio conformacional dos
compostos foil investigado por calculos computacionais.

Primeiramente foram determinadas as estruturas de menor energia para
cada composto (4a e 5a), a partir dos calculos de superficies de energia potencial
(SEP). Os angulos diedros avaliados estao representados na Figura 27.
Lembrando que cada um dos isomeros pode apresentar duas conformacgées
possiveis, onde os substituintes estdo nas posicoes axial-axial (AA) e equatorial-
equatorial (EE) para os isomeros cis e, axial-equatorial (AE) e equatorial-axial

(EA) para os isomeros trans (Figura 23).

Figura 27. Angulos diedro avaliados para a obtencdo das SEP.

A

I
H

As estruturas mais estaveis foram entdo otimizadas e os seus valores de
energia foram usados para calcular a contribuicdo populacional de cada
conformero no equilibrio. Para esses calculos utilizou-se a equacao 5 na qual K é
a constante de equilibrio, n1 e n2 as fracoes molares de cada isomero, AE a
diferenca de energia entre os isomeros (em Kcal), R é a constante universal dos

gases (1,98 cal/K.mol) e T é a temperatura absoluta (K).

k=—= E‘{ RT Equacéo 5

Os valores de energia, populacdo e o momento de dipolo para cada
composto (4a e 5a) estdo apresentados na Tabela 15 e na Figura 28 estao

representadas as estruturas otimizadas dos carbamatos estudados.
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Tabela 15. Valores de Energia, momento de dipolo, constante de equilibrio

conformacional e populacgao obtidos no vacuo em M06-2X/6-311++G(d,p).

E Populacao
D) AE (Kcal/mol K

(Kcal/mol) n (D) (Kcal/mol) (%)
AE -529833,04 2,88 0,000 82

4 ’ ’ ’ 0,223
@ EA -529832,16 3,83 0,884 ’ 18
AA  -529833,33 0,72 0,000 79

5 b ) ) 2 1
@ EE -529832,53 4,01 0,791 0,26 21

Figura 28. Estruturas otimizadas no nivel de teoria M06-2X/6311++G(d,p) para
o cis-N,N-dimetilcarbamato de -cicloexila 3-fenilamino (5a) e o trans-N,N-

dimetilcarbamato de cicloexila 3-fenilamino (4a).

Para o estereoisémero trans (4a), o conformero mais estavel é o AE, onde o
grupo carbamato esta na posicao axial e o grupo arilamino na posi¢ao equatorial.

Esse resultado estda de acordo com a literatura, pois a desestabilizacdo do
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conformero EA é ocasionada pela presenca do grupo volumoso (arilamino) na
posicao axial, que apresenta uma maior repulsido 1,3-diaxial com os hidrogénios
axiais. Ja para o isomero cis (5a) o conformero AA apresenta menor energia que o
conformero EE. Essa preferéncia pode ser explicada pela ligacao de hidrogénio
intramolecular entre o atomo de oxigénio do grupo carbamato e o atomo de
hidrogénio do grupo amino, que proporciona uma maior estabilidade a essa

conformacao (Figura 29).

Figura 29. Repulsao diaxial do conformero EA e interacdo intramolecular do

conformero AA.
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Comparando os dados obtidos a partir dos calculos tedricos com os
resultados experimentais, pode-se notar que estes sao concordantes para o
1somero trans, pois ambos apontam o conformero AE como majoritario no
equilibrio. Entretanto, ha uma discrepancia entre os resultados obtidos para o
isomero cis. Os dados experimentais mostram que o conformero EE é majoritario,
enquanto os calculos apontam o conformero AA como o mais estavel. Esta
diferenga pode ser decorrente dos calculos terem sido feitos no vacuo, havendo a
necessidade de realiza-los na presenca de solvente para levar em conta os efeitos
de solvatacao que ocorrem experimentalmente.

Assim, foram realizados calculos de solvatacao, utilizando o nivel de teoria
MO06-2X6-311++G(d,p) e o modelo de solvatagao IEF-PCM, em cloroférmio,
diclorometano, acetona e metanol para determinar a influéncia do solvente no
equilibrio conformacional destes compostos (Tabela 16). Pode-se observar que

para a série trans houve uma diminuic¢ido na contribuicdo do conféormero EA no
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equilibrio conformacional, deslocando ainda mais o equilibrio para o

conformero AE.,

Tabela 16. Valores de Energia, momento de dipolo, constante de equilibrio

conformacional e populacdo em  diferentes solventes obtidos em

MO06-2X/6-311++G(d,p) e modelo de solvatacao IEF-PCM.

E AE Populacao
Solvente Composto (Kcal/mol) k(D) (Kcal/mol) K (%)
AE -529842,46 2,88 0,000 92
4a 0,091
EA -529841,04 3,88 1,416 8
Cloroférmio#
AA -529842,14 1,13 0,000 61
5a 0,650
EE -529841,89 5,30 0,254 39
AE -529844,57 4,02 0 93
4a 0,070
EA -529843,00 5,34 1,568 7
DiclorometanoP
AA -529844,18 1,28 0 56
5a 0,798
EE -529844,05 5,61 0,133 44
AE -529846,21 4,19 0 95
4a 0,050
EA -529844,44 5,54 1,768 5
Acetonab
AA -529845,67 1,41 0 51
5a 0,985
EE -529845,66 5,85 0,009 49
AE -529846,69 4,25 0 96
4a 0,047
EA -529844,89 5,61 1,801 4
Metanolb
AA -529846,13 1,46 0,035 48
5a 0,942
EE -529846,17 5,92 0 52

a Populacgéo calculada a 25 °C e P Populagao calculada a -80 °C.
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Comparando os dados de solvatagio para a série de isbmeros cis observa-se
que para todos os compostos a contribuicdo do conformero EE aumentou em
relagdo aos calculos realizados no vacuo. Entretanto, apenas em metanol o
conformero EE apresentou maior contribuicao no equilibrio conformacional. Na
tentativa de obter resultados mais precisos e que estivessem de acordo com dados
obtidos a partir dos experimentos de RMND, optou-se por aumentar o conjunto de
base, modificando as fung¢ées de polarizacdo, utilizando o conjunto de base
6-311++G(2df,2p). Os resultados obtidos a partir desse nivel de teoria mais alto
estao descritos na Tabela 17.

Analisando os resultados para o nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2df,2p),
pode-se observar que os valores obtidos para o isomero trans foram semelhantes
aos obtidos com o conjunto de base menor, mostrando que o conformero AE é
aquele que predomina no equilibrio conformacional, o que esta de acordo com os
resultados obtidos experimentalmente. Deste modo, para esse isomero a mudanca
do conjunto de base, apesar de apresentar um custo computacional mais elevado,
nao alterou significativamente os resultados. Entretanto, para o isomero cis a
utilizacdo do conjunto de base maior, levou a uma melhora significativa nos
resultados obtidos. Pode-se observar que para todos os solventes analisados, o
conformero EE apresentou uma maior contribuicio no equilibrio que o
conformero AA, com uma populagao conformacional entre 64 e 68%. Apesar dos
espectros de RMN de 'H a -80 °C, mostrarem que o conformero EE apresenta
uma contribuicao de 95-100% no equilibrio, os calculos realizados com nivel de
teoria mais alto (M062X-6-311++G(2df,2p,) reproduziu a tendéncia dos resultados

obtidos experimentalmente.
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Tabela 17. Valores de Energia, momento de dipolo, constante de equilibrio
conformacional e populagio em diferentes solventes obtidos em

MO06-2X/6-311++G(2df,2p) e modelo de solvatagao IEF-PCM.

E Populacao
Solvente Composto (Kcal/mol) n (D) AE (Kcal/mol) K %)
AE -529842,46 2,88 0,000 91
4a 0,095
EA -529841,04 3,88 1,388 9
Cloroférmio#
AA  -529842,14 1,13 0,000 41
5a 0,684
EE -529841,89 5,30 0,224 59
AE -529876,27 4,12 0 99
4a 0,014
EA -529874,63 5,47 1,635 1
Diclorometanob
AA  -529875,52 1,19 0,218 36
5a 0,565
EE -529875,74 5,67 0 64
AE -529877,68 4,30 0 99
da 0,012
EA -529875,99 5,69 1,694 1
Acetonab
AA -529876,94 1,31 0,280 32
5a 0,481
EE -529877,22 5,92 0 68
AE -529878,14 4,36 0 99
da 0,011
EA -529876,42 5,76 1,726 1
Metanol?
AA  -529877,38 1,35 0,300 31
5a 0,456
EE -529877,68 6,00 0 69

a Populacgao calculada a 25 °C e P Populacao calculada a -80 °C.
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3.3. Determinacao da Atividade Anticolinesterasica

Para avaliar a atividade anticolinesterasica dos carbamatos obtidos neste
trabalho, foram realizados os ensalos enzimaticos utilizando o método de Ellman
modificado.42 Como mencionado anteriormente este método exige que o0s
compostos em estudo sejam soliveis em agua, sendo assim o0s respectivos
cloridratos de INV,N-dimetilcarbamato de 3-arilaminocicloexila (6a-6c, 7a e 7c)
foram utilizados nos ensaios. Vale ressaltar que por nao ter sido possivel obter o
composto cis-IV,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (5b) puro, os testes
de atividade anticolinesterasica nao foram realizados para este composto.

As analises foram realizadas em triplicata utilizando solucoes estoque, com
cinco concentracoes diferentes dos compostos avaliados, (5,0; 10,0; 20,0; 50,0 e
100,0 mmol/L). Apenas para o composto 7a foram utilizadas concentracoes
menores (3,7; 7,5; 15,0; 37,5 e 75,0 mmol/L), devido a sua baixa solubilidade em
agua. No entanto, ndo foi possivel medir a atividade inibitéria para a
concentracao de 75,0 mmol/L, pois apds a incubacao, observou-se a formacao de
precipitado na solucao de analise.

Como foram adicionados 40 pli das solugdes estoque em 3 mL da mistura
tampao/ sangue, as concentracoes finais de analise foram 0,067; 0,13; 0,27; 0,67 e
1,30 mmol/L para os compostos (6a-6¢ e 7¢) e 0,05; 0,10; 0,20; 0,50 e 1,00 mmol/L
para o composto 7a. O medicamento Exelon®, que contém a rivastigmina como
principio ativo, foi utilizado como controle.

Nestes experimentos foi possivel determinar o potencial de inibigao de cada
composto testado contra as enzimas butirilcolinesterase (encontrada no plasma) e
acetilcolinesterase (encontrada nos eritrocitos). Os resultados de inibi¢ao frente
as enzimas BuChE e AChE sio apresentados na Figura 30. Os valores de ICso
(concentracao dos compostos testados que inibe 50% da hidrélise do substrato)
foram obtidos a partir das curvas de porcentagem de inibi¢cdo versus concentracao
e estdo apresentados na Tabela 18.

A analise da Figura 30a, mostra que os cloridratos de trans-N,N-
dimetilcarbamatos de cicloexila 3-arilaminossubstituidos (6a-c), apresentaram

uma inibicdo maxima da atividade da BuChE em torno de 90% na concentracao
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de 1,3 mmol/LL e para a menor concentracao testada (0,067 mmol/Li) o composto
6¢c apresentou uma 1inibicado de 40%, enquanto os compostos 6a e 6b
apresentaram inibi¢do de 30 e 25% respectivamente. A analise dos dados para
esta série mostra que em concentragoes mais altas os grupos substituintes nao
influenciam significativamente a inibicao da atividade da enzima. Entretanto, em
concentracgoes mais baixas, o derivado com o grupo metoxila (6¢), apresenta uma
acao inibitéria 1,6 vezes maior que 6b e 1,3 vezes maior que 6a. Os valores de

1Cs0 para estes compostos se encontram entre 0,11 a 0,14 mmol/L.

Figura 30. Efeito das concentracées dos cloridratos de cis e trans
N,N-dimetilcarbamato de cicloexila 3-arilaminossubstituidos (6a — 6¢) e (7a e 7c)
frente as enzimas BuChE (a e ¢) e AChE (b e d).
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Observa-se que para os cloridratos da série cis (7a e 7¢), o composto 7c
apresentou uma inibicdo maxima da atividade frente a BuChE de 88% para a
concentracao de 1,3 mmol/L, sendo que para o composto 7a, nao foi possivel
medir a inibi¢cao para esta concentracao devido a sua baixa solubilidade. A maior
inibicdo da atividade da BuChE obtida para o composto 7a foi de 72% para a
concentracao de 0,5 mmol/l. O derivado 7c¢c apresentou a maior capacidade
inibitéria, com valor de ICso de 0,12 mmol/L contra 0,18 mmol/L para o composto
7a. Com base nesses dados é possivel afirmar que nao ha diferenca relevante na
inibicdo da atividade da BuChE entre os isomeros cis e trans dos

N,N-dimetilcarbamatos de 3-arilaminomonossubstituidos.

Tabela 18. Valores de ICso e de inibicdo maxima dos compostos em estudo frente
as enzimas AChE e BuChE.

Compounds Inhibition (%)
I1Cs0 (mmol L-1)
Minimuma MaximumP”

X AChEc¢ BuChE BuChE AChE  BuChE

H 6a n.a. 0,14 (+0,01) 30 32 85

F 6b n.a. 0,14 (+0,01) 25 38 85
OCHs 6¢c n.a. 0,11 (=0,01) 40 48 86

H 7a n.a. 0,18 (+0,06) 12 12 72
OCHs 7b n.a. 0,11 (x0,01) 33 32 88

Rivastigmine 29 (umol L'Y) 0,32 (umol L) - - -

2 A concentracdo minima avaliada foi de 0,067 mmol/LL para os compostos 6a-c e 7c e de
0,05 mmol/L para o composto 7a; » A concentracdo maxima avaliada foi de 1,3 mmol/L para os
compostos 6a-c e 7c e de 0,5 mmol/L para o composto 7a; ¢ n.a.: nao ativo

Em relacdo a inibicdo da colinesterase eritrocitaria (AChE) todos os
compostos seguiram a mesma tendéncia, nao inibiram 50% da atividade

enzimatica nas concentracoes analisadas. Para a série trans, o composto que
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apresentou a maior inibicao enzimatica (48%) foi o derivado 6¢, enquanto para a
série cis o composto 7¢ apresentou a maior inibicdo (32%). Sendo assim, pode-se
dizer que os compostos sintetizados apresentam maior afinidade pela enzima
BuChE, pois estes foram seletivos para a inibi¢do desta enzima, com valores de
1Cs0 entre 0,11 e 0,18 mmol/L, sendo que na concentracdo maxima nao inibiram
50% da atividade enzimatica da AChE.

Em comparacao com os resultados obtidos por nosso grupo de pesquisa
para a série de isomeros cis e trans de N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila
2-arilaminossubstituidos,4® que também se mostraram seletivos para a BuChE,
observou-se que a série de cis e trans de N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila
3-arilaminossubstituidos apresentou uma expressiva melhora na inibicdo da
atividade desta enzima. Os derivados 6a, 6b e 7c foram mais ativos (ICso de 0,14,
0,14 e 0,11 mmol/L) que os compostos correlatos testados anteriormente (ICso de
17,9, 29,8 e 17,2 mmol/L) (Figura 31). Deste modo, pode-se afirmar que a
mudanca do grupo arilaminossubstituido para a posicao 3 do anel cicloexanico

potencializou a atividade frente a BuChE.

Figura 31. Comparacio entre os resultados obtidos para o grupo arilamino nas

posicoes 2 e 3 do anel cicloexanico.
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3.4. Estudos cinéticos de inibicao das enzimas AChE e BuChE

O mecanismo de inibi¢do dos compostos sintetizados foi investigado a
partir do estudo cinético de inibicdo das enzimas AChE e BuChE isoladas,
utilizando o método de Ellman modificado.4?2 Os experimentos foram realizados
apenas para o composto 6¢, por este apresentar o maior potencial de inibi¢do para
ambas as enzimas, e utilizou-se uma concentragao fixa (0,1 U/mL) da AChE e
BuChE.

Para avaliar a atividade enzimatica, foram wutilizados substratos
especificos para cada enzima. O substrato utilizado para os experimentos da
AChE foi1 o iodeto de acetiltiocolina (ATCh) e para a BuChE foi o iodeto de
butiriltiocolina (BuTCh). A fim de determinar os parametros cinéticos, foi
necessario medir a velocidade inicial para diferentes concentracgoes de substrato,
na auséncia (100% da atividade enzimatica) e na presenca do inibidor. As Figuras
32 e 33 mostram o efeito da variagcdo da concentracdao do substrato, na auséncia

de inibidor para as enzimas AChE e BuChE, respectivamente.

Figura 32. Efeito da concentracdo do substrato na atividade da AChE na

auséncia de inibidor.
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Figura 33. Efeito da concentragdo do substrato na atividade da BuChE na

auseéncia de inibidor.
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As curvas mostram que a velocidade da reagao enzimatica aumenta com a
concentracdo do substrato. Em concentracbes mais altas de substrato, a
velocidade inicial tende a velocidade maxima, pois ocorre a saturacio de todos os
sitios ativos da enzima.

A tangente da curva de absorbancia versus tempo fornece a velocidade
inicial da reacdo enzimatica em s'1, para transformar a velocidade em mol L-1s1 é
necessario dividir este valor pelo coeficiente de extin¢gdo molar do anion TNB-
(13600 mol L-lcm ). Com os valores de velocidade iniciais, foram construidas as

curvas de Michaelis-Menten (Figuras 34 e 35).

71



Apresentacdo e Discussao dos Resultados

Figura 34. Curva de Michaelis-Menten para a AChE na auséncia e na presenca

do composto 6¢ nas concentracoes de 0,2 e 1 mM
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Figura 35. Curva de Michaelis-Menten para a BuChE na auséncia e na presenca

do composto 6¢ nas concentracoes de 0,1 e 1 mM
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Os resultados apresentados nas Figuras 33 e 34 mostram que a hidrélise
do substrato pelas enzimas AChE e BuChE segue a cinética de Michaelis-
Mentem, tanto na auséncia quanto na presenca do inibidor (6¢). Além disso,
observa-se que a atividade das enzimas AChE e BuChE diminuiu com o aumento

da concentracao do inibidor.
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Como em muitos casos nao é possivel determinar os valores de Vmax a
partir da curva de Michaelis-Menten, pois ¢é dificil atingir experimentalmente a
concentracao de substrato necessaria para estimar o valor de Vmax, pode-se obter
os valores dessas constantes realizando a linearizacado da equacao e construindo
um grafico de Lineweaver-Burk. Os parametros cinéticos (Tabela 19) foram
determinados a partir dos graficos de Lineweaver-Burk para a AChE e BuChE,

que podem ser vistos nas Figuras 36 e 37, respectivamente.

Figura 36. Grafico de Lineweaver-Burk para a AChE
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Figura 37. Grafico de Lineweaver-Burk para a BuChE.
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Tabela 19. Valores de K, Vmax € Ki para as enzimas AChE e BuChE na auséncia

e na presenca de inibidor.

AChE BuChE
[I] (mmol L-1) 0 0,2 1 0 0,1 1
Km(mmol L) 0,134 0,132 0,129 0,333 0,403 0,613
Vmax (umol L1 s1) 1,627 1,158 0,619 0,851 0,582 0,243

Avaliando os parametros cinéticos para a AChE, podemos observar que o
valor de Kn praticamente nao se alterou com o aumento da concentragao do
inibidor, diferente de Vmax que foi reduzida. Deste modo, é possivel inferir que a
inibicdo causada pelo composto 6¢ esta relacionada a um processo reversivel nao
competitivo para esta enzima. A partir do grafico de Lineweaver-Burk pode-se
ver claramente que as retas se cruzam no intercepto do eixo x (-1/Kn) indicando
que o valor desta constante permaneceu inalterado (ver secao 2, pg 24-25). Nesse
processo o inibidor e o substrato ligam-se a diferentes sitios na enzima, formando
um complexo enzima-inibidor-substrato (EIS).

No entanto, para a BuChE, o aumento da concentracao do inibidor afeta
tanto Km e Vmax. Analisando os valores dessas constantes, pode-se observar que
com o aumento da concentracio do inibidor Vmax diminuiu, ao contrario de Km que
aumentou. Este comportamento indica que o composto em estudo apresenta um
mecanismo de inibicdo misto, o que pode ser confirmado através do grafico de
Lineweaver-Burk. O inibidor misto apresenta comportamento de inibidor nao
competitivo e de inibidor incompetitivo, isto é, pode se ligar tanto a enzima
quanto ao completo enzima-substrato. (ver secido 2, pg 25-26).

Os interceptos nos eixos x e y correspondem, respectivamente, aos valores
de -1/Km e 1/Vmax, e através dessas constantes é possivel determinar a afinidade
do inibidor com a enzima. Quanto maior for a afinidade do inibidor com a enzima,
menor sera a sua constante de inibicdo (K;). Através do valor K;, podemos

comprovar que o composto em estudo apresenta uma maior afinidade para

BuChE (Ki= 0,21 mmol L) do que AChE (Ki= 0,69 mmol L-1).
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3.5. Docking Molecular

Os céalculos de docking molecular foram realizados com o intuito de avaliar
as interacdes enzima-inibidor e propor um modelo de ligacdo a partir dos
resultados obtidos experimentalmente. O cloridrato de
trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-(4-metoxifenilamino)cicloexila (6c¢) que
apresentou o melhor resultado experimental foi docado em ambas as enzimas e
suas interacgoes foram analisadas.

A Figura 38 mostra a sobreposicdo do composto 6¢ com a tacrina que foi
utilizada como padrao para a AChE (ID PBD: 1ACJ) e BuChE (ID PDB: 4BDS)
respectivamente. E possivel observar uma boa sobreposicao entre o composto e a
tacrina (inibidor nao competitivo), indicando que ambos os inibidores sdo capazes
de interagir com o mesmo sitio ativo das enzimas, porém com diferentes padroes

de interacao.

Figura 38. Sobreposicao da tacrina com 0 cloridrato de
trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-(4-metoxifenilamino)cicloexila nas enzimas

AChE (a) e BuChE (b)

Os resultados mostraram que o composto 6¢ interage com o sitio aniénico

periférico (PAS do inglés “Peripheric Anionic Site”) e com sitio ativo catalitico da
BuChE (Figura 39a). No sitio ativo catalitico, ambos os atomos de hidrogénio do
grupo amino protonado podem formar ligacdo de hidrogénio com o atomo de
nitrogénio do His438 e o com atomo de oxigénio do Glul97 com uma distancia de
1,6 e 1,8 A, respectivamente. O nitrogénio positivamente carregado do ligante

(6c) faz uma interagdo cation-m com o anel imidazdlico do His438. O grupo
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carbamato é estabilizado por uma ligacdo de hidrogénio entre o oxigénio
carbonilico e o NH do Trp82 com uma distancia de 3,0 A. Além disso, o anel
cicloexanico é estabilizado por interacées de van der Waals com o anel aromatico
do Trp82. E possivel observar que o anel aromatico do composto 6¢ é cercado por
anéis aromaticos dos residuos Trp231, Phe398 e Phe329 formando interacoes do
tipo T-stacking. Por fim, o grupo N-metil apresenta uma fraca interacao com o
Tyr332. No PAS da BuChE, Phe329 e Tyr332 sao residuos de aminoacidos
importantes na ligacdo entre enzima-ligante.2> Este modo de ligacao esta de
acordo com o tipo misto de inibicdo que o composto 6c¢ apresentou
experimentalmente, em que o ligante é capaz de interagir tanto com o sitio ativo
catalitico quanto com o PAS.

As interacgoes enzima-ligante foram identificadas utilizando o potencial de
interacdo nao covalente (NCI do inglés “Non-Covalent Interactions”), o qual
define as regides de interacoes atrativas ou repulsivas, bem como a sua forga.?0
As interacdes enzima-ligante sdo mostradas pela analise NCI, onde sao
codificadas por cores: violeta para interacoes fortemente atrativas (ligacées de
hidrogénios), vermelho para as interagoes repulsivas (impedimentos estéricos) e
verdes para interacoes fracas do tipo de van der Waals.90 As superficies
(Figura 39b) de NCI indicam duas interagbes atrativas (discos violeta)
correspondentes a forte de ligacbes de hidrogénio e varias interacées
intermoleculares de van der Waals (em verde) que ocupam uma ampla regiao do
espaco. Interagoes fortemente repulsivas que deveriam aparecer em vermelho
nao foram observadas, mostrando que o ligante estd bem estabilizado no sitio
ativo da BuChE.

A orientacdo do composto 6¢ com a AChE (Figura 40a) apresentou uma
diferenga significativa quando comparada a orientagdo do composto 6¢ com a
BuChE, deste modo, as interacées entre o ligante e a AChE também sao
diferentes. O grupo carbamato nao apresentou qualquer interacao significativa
com os residuos de aminoacido da enzima. Os dois atomos de hidrogénio do grupo
amino protonado formam uma ligacdo de hidrogénio, com o atomo de nitrogénio
do Trp84 e com atomo de oxigénio do Gly441 com uma distancia de 2,3 e 1,8 A,

respectivamente. O anel cicloexanico é estabilizado por interacao de van der
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Waals pelos anéis aromaticos do Trp84. Por ultimo, o anel aromatico de 6¢ pode
interagir com Tyr442 e Phe330 através de interacées do tipo T-stacking e
n-n stacking, respectivamente. A superficie de interacdo nao covalente para a

AChE (Figura 40b) esta de acordo com o docking molecular.

Figura 39. (a) Modo de ligagao de 6¢c e BuChE. O ligante esta apresentado em
verde no modelo de bolas e varetas, e os residuos sdo mostrados em varetas de cor
cinza. (b) Superficie de interacdo nao covalente (azul ao violeta fortemente

atrativo, verde pouco atrativo, laranja ao vermelho repulsivo)
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Figura 40. (a) Modo de ligagdo de 6¢c e AChE. O ligante esta apresentado em
verde no modelo de bolas e varetas, e os residuos sdo mostrados em varetas de cor
cinza. (b) Superficie de interacdo nao covalente (azul ao violeta fortemente

atrativo, verde pouco atrativo, laranja ao vermelho repulsivo)
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Os compostos inéditos das séries de isomeros trans-N,N-dimetilcarbamatos
de cicloexila 3-arilaminossubstituidos (4a-c) e cis-N,N-dimetilcarbamato de 3-
arilaminossubstituido (5a e 5¢) foram sintetizados e purificados com rendimentos
satisfatorios, bem como seus respectivos cloridratos. O cis-IN,N-dimetilcarbamato
de 3-(4-fluorfenilaminossubstituido (5b) também foi obtido, no entanto, ndo foi
possivel purifica-lo.

Em relacdo a analise conformacional, os resultados obtidos a partir dos
experimentos de RMND mostraram que a mudanca do solvente ndo interfere
significativamente no equilibrio conformacional dos carbamatos. Para o
trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (4a) o conférmero AE
apresentou em média 90% da contribuicdo no equilibrio conformacional. Esta
preferéncia pode ser explicada pela desestabilizacao do conformero EA
ocasionada pela presenca do grupo volumoso (arilamino) na posi¢ao axial. Para o
1somero cis-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (5a) o conférmero
diequatorial (EE) foi dominante no equilibrio, sendo que nos solventes mais
polares (acetona-d6 e metanol-d4) o conformero diaxial (AA) nao foi observado.
Deste modo, o equilibrio conformacional para estes derivados 1,3-dissubstituidos
¢ determinado pelo efeito estérico 1,3 diaxial, que predomina sobre a
estabilizacdo causada pela ligacao de hidrogénio intramolecular.

Os resultados obtidos a partir dos calculos de solvatacdo para o isomero
trans, utilizando os niveis de teoria MO06-2X/6-311++G(d,p) e MO06-2X/6-
311++G(2df,2p), foram concordantes com os dados obtidos experimentalmente,
pois ambos apontam o conformero AE como majoritario no equilibrio. Assim, para
esse estereoisomero nio ha diferenca em utilizar um nivel de teoria mais alto,
pois o conjunto de base com um menor custo computacional consegue descrever
bem os parametros da molécula. Entretanto, para o isémero cis somente os
resultados dos calculos no nivel de teoria M06-2X/6-311++G(2df,2p) descreveram
a tendéncia observada experimentalmente, mostrando que o conformero EE é
majoritario no equilibrio.

Os testes farmacolégicos mostraram que os carbamatos estudados

apresentaram uma acao inibitéria dose-dependente sobre ambas as
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colinesterases e que todos os compostos foram seletivos para a enzima BuChE,
com valores de ICso entre 0,11 e 0,18 mmol/L. Os compostos 6¢ e 7c
apresentaram a maior inibicdo frente a BuChE, mostrando que a presenca do
grupo metoxila potencializou a atividade anticolinesterasica e que nao ha
diferenca na inibicdo da atividade da enzima entre os isoOmeros cis e trans. De
modo geral, os isomeros «cis e trans de N,N-dimetilcarbamatos
3-arilaminossubstituidos apresentaram uma melhora expressiva na inibicdo da
atividade da BuChE, quando comparado a seus analogos 1,2-dissubstituidos,
indicando que a presenca do grupo arilaminossubstituido na posi¢cdo 3 do anel
cicloexanico potencializou a atividade frente a BuChE.

Os estudos cinéticos realizados para o inibidor mais ativo (6¢) mostraram
que a hidrodlise dos substratos pelas colinesterases segue a cinética de Michaelis-
Menten, tanto na auséncia quanto na presenca do inibidor. Para a AChE os
resultados indicaram uma inibi¢ao do tipo ndo competitiva, enquanto que para a
BuChE o composto atua como inibidor misto. Esta diferenca no modo de inibic¢éo
pode explicar a maior atividade dos carbamatos estudados frente a BuChE, pois o
inibidor do tipo misto liga-se tanto a enzima livre quanto ao complexo ES.

Os calculos de docking molecular mostraram padroes de interacao
diferentes nas enzimas AChE e BuChE. O composto 6¢ interage com o sitio
aniénico periférico e com o sitio ativo catalitico da BuChE, enquanto que na
AChE, as interacées ocorrem apenas no sitio ativo catalitico. Estes modos de
ligagdo estao de acordo com os resultados obtidos experimentalmente. As
superficies de interagées nao covalentes foram concordantes com os calculos de
docking molecular, mostrando que o composto 6c¢ apresentou uma melhor
estabilizacdo no sitio ativo da BuChE do que no sitio ativo da AChE, confirmando
a seletividade para a BuChE.

Os novos carbamatos de cicloexila 3-arilaminossubstituidos sdo estruturas

interessantes para o desenvolvimento de inibidores mais potentes e seletivos a

BuChE.
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5.1. Preparacao das 3-arilaminocilcoexanonas (1a-c)

Em um baldo de 50 mL, equipado com agitador magnético, foram
adicionados 2 mL de cicloexen-2-ona (20 mmol), 1,8 mL de anilina (20 mmol) e
1,28 g (0,3 eq) de [DBU][Ac].8¢ Manteve-se a reacdo sob agitacdo em temperatura
ambiente durante 5 horas. Apds esse periodo foi adicionado 5 mL de agua
destilada e 20 mL de acetato de etila a mistura reacional. A fase aquosa foi
separada e armazenada para a recuperacao do liquido 16nico. A fase organica foi
adicionado 10 mL de agua e uma solucdo de NaOH (1 M), até pH 12. A fase
organica foil separada da fase aquosa basica, lavada com uma solucao de cloreto
de s6dio e seca com sulfato de s6dio anidro. O solvente foi removido sob vacuo em
um rotaevaporador. O produto foi purificado por recristalizag¢ao utilizando hexano
e acetato de etila. O sélido recristalizado foi lavado com hexano gelado e seco sob
vacuo a temperatura ambiente. O mesmo procedimento foi realizado para os
derivados 1b e 1lc. Os rendimentos e as propriedades fisicas dos compostos

constam na Tabela 3 (secao 3, pg 45).

5.2. Preparacao dos trans-3-arilaminocicloexanois (2a-c)

Em um balao de trés bocas de 50 mL, previamente flambado, equipado com
agitador magnético e atmosfera de nitrogénio, dissolveu-se 1,5 g (7,9 mmol) da
3-fenilaminocicloexanona (1a) em 30 mL de THF seco. A solucgao foi resfriada a
-80 °C e em seguida adicionou-se 16 mL (16 mmol) de N-selectrides> (1 M). A
mistura fol mantida a baixa temperatura (-80 °C) por 4 horas.

Apobs este tempo deixou-se a mistura reacional atingir a temperatura
ambiente e em seguida adicionou-se lentamente 3 mL de agua, 9 mL de etanol, 6
mL de NaOH (6 M) e 9 mL de H202 (30%) todos gelados. Adicionou-se agua
destilada (20 mL) e extraiu-se com acetado de etila (3 x 30 mL). A fase organica
foi seca com sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente foi removido em
rotaevaporador. O produto formado foi armazenado no refrigerador para
cristalizacdo. A purificacao do produto foi realizada por recristalizacao, utilizando

hexano e acetato de etila. O produto recristalizado foi lavado com hexano gelado e
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seco sob vacuo a temperatura ambiente. O mesmo procedimento foi realizado
para os derivados 2b e 2c¢. Na Tabela 5 (secao 3 pg 50) estdo compilados os

rendimentos reacionais e as propriedades fisicas de cada composto.

5.3. Preparacao dos cis-3-arilaminocicloexanois (3a-c)

Em um baldao de trés bocas de 50 mlL, previamente flambado, sob
atmosfera de nitrogénio e com agitacdo magnética, foram dissolvidos 1,0 g (26
mmol) de NaBH487 em 30 mL de THF seco. Em seguida, foram adicionados
lentamente, 2,0 g (10,5 mmol) de 3-fenilaminocicloexanona (l1a), mantendo-se o
sistema em agitacdo por 48 horas a temperatura ambiente. Decorrido este
periodo, adicionou-se lentamente uma solucdo de HCl a 1%, até a formacao de um
sal de coloracao branca e extraiu-se o composto com acetato de etila (3 x 30 mL).
A fase organica foi seca com sulfato de sédio anidro e o solvente removido sob
vacuo em rotaevaporador. O mesmo procedimento foi realizado para os derivados
3b e 3c. Os rendimentos reacionais e as propriedades fisicas de cada composto

estdo descritas na Tabela 5 (secao 3, pg 50).

5.4. Preparacao dos cis e trans-N,N-dimetilcarbamatos de

cicloexila 3-arilaminossubstituidos (4a-4c; 5a e 5¢)

Em um balao de trés bocas de 50 mL, previamente flambado, equipado com
condensador de refluxo, agitador magnético e atmosfera de nitrogénio adicionou-
se 0,64 g (3,3 mmol) do trans-3-fenilaminocicloexanol (2a) em 30 mL de THF seco
e entdo 0,16 g (6,7 mmol) de hidreto de s6dio%0. A mistura reacional fo1 aquecida a
80 °C e mantida sob agitacao por 8 horas. Apds este periodo, foram adicionados
lentamente 0,5 mL (5,4 mmol) de cloreto de N,N-dimetilcarbamoila destilado,
mantendo a reac¢ao sob refluxo por 16 horas.

Apos atingir a temperatura ambiente, verteu-se a mistura reacional sob
uma solucao gelada de bicarbonato de sédio 1% e extraiu-se o produto com
acetato de etila (3 x 30 mL). A fase organica foi lavada com uma solucio gelada

de bicarbonato de sédio 1% (2 x 20 mL) e agua gelada (2 x 20 mL). A fase organica
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foi seca com sulfato de sédio anidro e o solvente removido sob vacuo em
rotaevaporador. O produto obtido foi purificado por eluicio em coluna
cromatografica, utilizando silica gel 60 como fase estacionaria e hexano — acetato
de etila em gradiente crescente de polaridade como eluente. O mesmo
procedimento foi realizado para os demais compostos e seus rendimentos e

propriedades fisicas constam na Tabela 8 (secao 3, pg 53)

5.5. Preparacao dos cloridratos de N,N-dimetilcarbamatos de

cicloexila 3-arilaminossubstituidos (6a-6c; 7a e 7c)

Uma solugao do trans-IN,N-dimetilcarbamato de 3-arilaminocicloexila (6a)
(300 mg) em diclorometano foi resfriada em banho de gelo (0-5 °C). A seguir,
adicionou-se 0,5 mL de acido cloridrico 37%, mantendo-se a solu¢do sob agitacao
por 5 minutos. A solucdo foi seca com sulfato de sédio anidro e o solvente
removido sob vacuo em rotaevaporador. O mesmo procedimento foi realizado para
os demais compostos e na Tabela 11 (secdo 3, pg 57) estdo descritos os

rendimentos e propriedades fisicas.

5.6. Analises de RMN

Os espectros de RMN de 'H, 13C e HSQC foram obtidos em um
espectrometro Varian, modelo Mercury Plus BB operando a 300 MHz para o
nucleo de hidrogénio e 75 MHz para o nucleo de carbono e em um espectrometro
Bruker, modelo avance III HD operando a 500 MHz para o nicleo de hidrégénio e
125 MHz para o ntcleo de carbono. As solucbes foram preparadas a partir da
diluigao de 10 a 15 mg de amostra em 0,7 mL de CDCl3 e a temperatura da
probe foi mantida a 25 °C, utilizando tetrametilsilano como referéncia

interna, sob condicbes tipicas de operacao.
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5.7. Experimentos de RMND

Os experimentos de RMND foram realizados em um espectrometro Bruker,
modelo avance III HD operando a 500 MHz para o nucleo de hidrogénio e 125
MHz para o nucleo de carbono, acoplado a um sistema de evaporacido de
nitrogénio liquido para resfriamento da amostra. Os experimentos foram feitos
em CD2Cls, acetona-d6 e metanol-d4 e para cada mudanga de temperatura
esperou-se no minimo 10 minutos, até que a amostra atingisse o equilibrio
térmico antes da aquisicdo. Os espectros de 1H, 13C e HSQC foram adquiridos nas

temperaturas de 25, 0, -20, -40, -60 e -80 °C.

5.8. Calculos Teoricos

Os calculos de estrutura eletronica foram realizados com o pacote de
programas Gaussian 09, revisao B.019.. Para todos os compostos, foram obtidas
superficies de energia potencial (através do giro de 360° de determinados
diedros), em nivel de teoria HF/6-31G, com a finalidade de observarmos a posicao
de menor energia que os grupos adotam no espaco. As estruturas de menor
energia foram entdo otimizadas utilizando o funcional de densidade MO06-2X
aliado aos conjuntos de funcées de base 6-311++G(d,p) e 6-311++G(2df,2p). Além
da otimizacdo em fase gasosa, os conformeros também foram otimizados na
presenca de solvente (cloroférmio, diclorometano, acetona e metanol) nos niveis
de teoria M06-2X/6-311++G(d,p) e M06-2X/6-311++G(2df,2p) utilizando o modelo
de solvatacao IEF-PCM que descreve a cavidade molecular pelos raios de Bondi e
considera explicitamente os hidrogénios. Todas as estruturas otimizadas foram
caracterizadas como minimos absolutos por meio de calculos de frequéncias

vibracionais.

5.9. Ensaios para avaliacao da atividade antilcolinesterasica

Os testes de avaliacao da atividade anticolinesterasica foram realizados no

Laboratorio de Toxicologia do Departamento de Ciéncias Basicas e da Satde da
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Universidade Estadual de Maringa (UEM), sob a supervisao dos professores
Miguel Machinski Jr e Simone A. G. Mossini. As atividades inibitérias das
enzimas AChE e BuChE foram determinadas espectrofotometricamente,
utilizando o Método de Ellman modificado4?, pela medida das absorbancias a
412 nm durante 5 minutos com um espectrofotometro UV-VIS, SHIMADZU.

Para avaliar a inibicdo das colinesterases foram realizados testes em
amostras de sangue humano, coletado do voluntario em jejum, utilizando na
coleta de sangue heparina como anticoagulante. Uma parte da amostra foi usada
para medir a inibicdo das enzimas totais (AChE e BuChE) e a outra parte foi
submetido a centrifugacdo para separar o plasma das hemacias, obtendo apenas
a BuChE. As amostras de sangue total foram armazenadas na geladeira a
temperatura de 2° a 8° C por no maximo 48 horas e as amostras de plasma foram

congeladas para maior durabilidade.

5.9.1. Preparacao dos reagentes

Solucao de fosfatodibasico de so6dio 0,1 M (Reagente 1)
Adicionou-se 26,8 g de fosfato dibasico de sédio heptahidratado
(NagHPO4.7H20) em um balao volumétrico de 1000 mL e completou-se o volume

com agua destilada.

Solucao de diidrogenofosfato de potassio 0,1 M (Reagente 2)

Adicionou-se 13,6 g de dihidrogenofosfato de potassio (KH2POs) em um

balao volumétrico de 1000 mL e completou-se o volume com agua destilada.

Tampao fosfato pH 7,0
Adicionou-se 150 mL do reagente 2 em 100 mL do reagente 1 e ajustou-se o

pH para 7,0 com auxilio de pHmetro.

Tampao fosfato pH 8,0
Adicionou-se 150 mL do reagente 2 em 450 mL do reagente 1 e o pH foi

ajustado para 8,0 com auxilio de pHmetro.
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Solucao de iodeto de acetiltiocolina 0,075 mol/L
Adicionou-se 0,11 g de iodeto de acetiltiocolina em um balao volumétrico de

5 mL e completou-se o volume com agua destilada.

Solucao de acido ditionitrobenzéico (DTNB) 10 mmol/L
Foram adicionados 0,04 g de acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzédico (DTNB) em
um baldo volumétrico de 10 mL e adicionou-se 9 mL de tampéo fosfato pH 7,0.
Acrescentou 15 mg de bicarbonato de sddio e completou-se o volume com o mesmo

tampao.

5.9.2. Solucao estoque dos cloridratos N,N-dimetilcarbamato de

cicloexila 3-arilaminossubstituidos (6a-6c ; 7a e 7c¢)

Foram adicionados aproximadamente 60 mg (0,2 mmol) do cloridrato de
trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (6a) em um balao
volumétrico de 1 mL e completado o volume com agua destilada. A partir desta
solucao (0,2 mol/Ll) foram realizadas dilui¢ées para obter as solugoes estoques
com concentracoes de 100, 50, 20, 10 e 5 mmol/L. Este procedimento foi realizado
para os demais compostos, exceto para o composto 7a que foi utilizado 45 mg
para preparar uma solugdo de 0,15 mol/L que foi diluida nas concentragoes de 75;

37,5; 15; 7,5 e 3,75 mmol/L.

5.9.3. Determinacao da atividade das colinesterases totais (AChE e

BuChE)

Adicionou-se 10 mL de tampao fosfato pH 8,0 em tubos de ensaio de 15 mL
com tampa e em seguida pipetou-se 10 pl. de amostra de sangue. Apods
homogeneizagao, pipetou-se 3 mL desta solu¢do em cinco tubos de ensaio,
adicionou-se 40 pL: da concentragao desejada do composto em estudo em cada um
dos tubos e incubou-se por 10 minutos a 30 °C.

Em seguida, as solucées dos tubos de ensaio foram transferidas para

cinco cubetas, sendo que duas cubetas foram utilizadas como referéncia e nas
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outras trés foram realizadas as medidas (compartimento amostra). Em cada
cubeta foi adicionado 50 pL da solugao de DTNB e entdo ajustou o zero de
absorbancia a 412 nm com as duas cubetas de referéncia. Na cubeta do
compartimento amostra, adicionou-se 20 pL da solucdo de 1odeto de
acetiltiocolina, homogeneizou-se e realizou-se a leitura de absorbancia a cada
minuto, durante cinco minutos. Este Gltimo procedimento foi repetido para as

outras duas cubetas restantes.

5.9.4. Determinacao da atividade da butirilcolinesterase

Centrifugou-se o sangue heparinizado a 2000 rpm por 10 minutos e
separou o plasma. Adicionou-se 12 mL de tampao fosfato pH 8,0 em tubos de
ensaio de 15 mL com tampa e em seguida pipetou-se 20 pL de plasma. Apds
homegeinizacao, pipetou-se 3 mL desta solucdo em cinco tubos de ensaio,
adicionou-se 40 pL da concentracao desejada do composto em estudo em cada um
dos tubos e incubou-se por 10 minutos a 30°C.

Em seguida, as solugoes dos tubos de ensaio foram transferidas para cinco
cubetas, sendo que duas cubetas foram utilizadas como referéncia e nas outras
trés foram realizadas as medidas (compartimento amostra). Em cada cubeta foi
adicionado 25 pL da solugdao de DTNB e entao ajustou o zero de absorbancia a
412 nm com as duas cubetas de referéncia. Na cubeta do compartimento amostra,
adicionou-se 20 pL da solucdo de iodeto de acetiltiocolina homogeneizou-se e
realizou-se a leitura de absorbancia a cada minuto, durante cinco minutos. Este

ultimo procedimento foi repetido para as outras duas cubetas restantes.

5.10. Experimentos de Cinética Enzimatica

Os estudos cinéticos de inibicdo das enzimas AChE e BuChE foram
realizados a partir do método de Ellman42 usando AChE isolada de Electrophorus
electricus (enguia) e BuChE de soro equino na concentragciao de 0,1 U/mL. As
absorbancias foram medidas a 412 nm em um espectrofotometro UV-VIS, modelo

Cary 50 de feixe simples.
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Os testes foram feitos na auséncia e na presenca do inibidor nas
concentracoes de 0,2 mM e 1,0 mM para a AChE e 0,1 mM e 1,0 mM para a
BuChE. As medidas de velocidade da hidrélise dos substratos, 1odeto de
acetiltiocolina e 1odeto de butiriltiocolina, foram feitas nas seguintes

concentracoes finais: 0,025; 0,05; 0,125; 0,25; 0,50; 0,75; 1,0; e 2,0 mmol/L

5.10.1. Preparacao dos reagentes

Solucao de AChE (20 U/mL)

Foram adicionados 20 mL de tampao fosfato pH 8,0 no frasco da AChE do
tipo VI-S extraida da FElectrophorus electricus (enguia) com 500 U obtida da
Sigma-Aldrich. Apés a diluicdo da enzima, a solugao foi transferida para um
balao volumétrico de 25 mL e o volume completado com o mesmo tampao. Esta
solucao foi fracionada em 25 frascos contendo 1 mL da solugdo 20 U/mL e estes

foram estocados a -20 °C.

Solucao de BuChE (30 U/mL)

Dissolveu-se aproximadamente 5 mg da BuChE extraida do soro equino
com 1200 U (59,2 g/U), obtida pela Sigma-Aldrich, em 5 mL de tampao fosfato
8,0. A solucao foi transferida para um baldo volumétrico de 10 mL e o volume
completado com 0o mesmo tampédo. A solugcdo com concentracdo de 30 U/mL fo1

fracionada em 10 frascos contendo 1 mL cada e foram armazenados a -20 °C.

5.10.2. Determinacao da velocidade da reacao enzimatica da AChE

e BuChE com e sem presencga do inibidor

Em uma cubeta foram adicionados 3 mL de tampao fosfato pH 8,0, 15 uL
da solucdo 30 U/mL da AChE, 25 uli da solugdo 10 mmol/L. de DTNB e entéo
zerou-se o aparelho. Em seguida, foram adicionados na mesma cubeta 20 uL da
solucao 75 mmol/LL de 1odeto de acetiltiocolina (concentracdo final de 0,50

mmol/L) e mediu-se as absorbancias a cada 6 segundos durantes 5 minutos. Este
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processo foi realizado para diferentes concentracoes finais do substrato, de acordo

com o quadro abaixo.

[S] solucao estoque (mM) | 7,5 7,5 7,5 75 75 75 75 75

Volume (uL) 10 20 50 10 20 30 40 80

[S] final (mM) 0,025 | 0,05 | 0,125 | 0,25 | 0,50 | 0,75 | 1,0 | 2,0

Para determinar a influéncia do inibidor na velocidade da reacao,
adicionou-se 40 ul. de uma solugao de 75 mmol/LL do inibidor (concentracéo final
de 1 mM) em um tubo de ensaio contendo 3 mL de tampéao e 20 uL. da solugao 30
U/mL da AChE, e incubou-se durante 10 min a temperatura de 30 °C. Apds o
tempo de incubacgao, transferiu-se esta solugdo para a cubeta, adicionou-se 20 uL
da solucdo 75 mmol/LL de iodeto de acetiltiocolina (concentracdo final de 0,50
mmol/L) e mediu-se as absorbancias a cada 6 segundos durantes 5 minutos.
Repetiu-se este procedimento para diferentes concentracoes finais do iodeto de
acetiltiocolina.

O mesmo procedimento foi realizado com uma concentracdo menor de
inibidor (0,2 mmol/L). Neste caso, utilizou-se uma aliquota de 40 uL. da solugao de
15 mmol/L do inibidor.

A medida da velocidade da reacdo enzimatica da BuChE foi feita seguindo
o mesmo procedimento descrito para a AChE, utilizando 15 ul. da solucdo 20
U/mL da enzima e concentracoes de inibidor igual a 1,0 e 0,1 mmol/L.

Os dados obtidos foram utilizados para construir as curvas de velocidade
versus concentracao do substrato que foram transformadas no programa Prism

Graph 06 em graficos de Lineweaver-Burk.

5.11. Docking Molecular

O docking molecular foi realizado em colaboragdo com a doutoranda

Mariane Cristovao Bagatin, com supervisdo da professora doutora Gisele de

Freitas Gauze Bandoch.
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O protocolo de docagem foi estabelecido por estudos de redocking da
tacrina nas estruturas cristalograficas 1ACJ e 4BDS retiradas do Protein Data
Bank (PDB) utilizando o programa AutoDock v.4.2.3 implementado na interface
grafica do programa Pyrx 0.992

Este programa restringe os angulos de torsdao da enzima, mas permite a
flexibilidade do ligante testado. E importante destacar que algumas moléculas de
agua presentes em ambas as estruturas foram mantidas para ajudar na
validagao da metodologia.

Para o estudo de redocking da acetilcolinesterase utilizando a estrutura
1ACJ foi construido uma caixa de 40 x 40 x 40 A centrada nas coordenadas X=
4.24, Y= 69.34 e Z= 65.15 com um espacamento de grade de 0,375 A. J4 para a
butirilcolinesterase utilizando a estrutura 4BDS foi construido uma caixa de 40 x
40 x 40 A centrada nas coordenadas X= 132.5, Y= 116.0 e Z= 40.7 com um
espacamento de grade de 0,375 A.

O algoritmo Genético Lamarckiano foi utilizado com um protocolo padrao,
para ambos os estudos, com 10 poses obtidas para o ligante, uma populacao
micial de 150 individuos aleatérios, um niimero maximo de 2,5x105 avaliacées de
energia e um maximo de 2,7x10% geracoes. As simulac¢ées de redocking foram
repetidas quatro vezes e os resultados foram reproduzidos obtendo-se valores de
RMSD abaixo de 0,5 A.

A partir da validacdo da metodologia os compostos que apresentaram os
melhores resultados experimentais, o cloridrato de trans- N,N-dimetilcarbamato
de 3-(4-metoxifenilamino)cicloexila (6¢) e ) cloridrato de
cis-N,N-dimetilcarbamato de 3-(4-metoxifenilamino)cicloexila (7¢), foram docados
em ambas as estruturas 1ACJ e 4BDS com o intuito de se analisar as possiveis
interagdes enzima substrato. Estas estruturas foram desenhadas e otimizadas

utilizando o programa Gaussian 0991
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Anexo 1. Espectro de RMN de H a 300 MHz do 3-fenilaminocicloexanona (1a) em CDCls.
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Anexo 2. Espectro de RMN de 1C a 75 MHz do 3-fenilaminocicloexanona (1a) em CDCls.
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Anexo 3. Mapa de contorno HSQC do 3-fenilaminocicloexanona (1a) em CDCls.
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Anexo 4. Espectro de RMN de H a 300 MHz do 3-(4-fluorfenilamino)cicloexanona (1b) em CDCls.

F
|
H
860
£.60
4.35 F‘ 1381
435 %4.39
168
i 1.68
T I T I T T T T T T T
6.9 6.85.6 6.5 37 36 35 285 280 275 270
f1 (ppm) f1 (ppm) F1 (ppm)
-[I -II rIII]- [ IL‘\IIHIHIII
= 2 ] 2 =N ™
o L] - - - v = o
T T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

4.0 3.5
f1 (ppm)



Anexo 5. Espectro de RMN de 1C a 75 MHz do 3-(4-fluorfenilamino)cicloexanona (1) em CDCls.
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Anexo 6. Mapa de contorno HSQC do 3-(4-fluorfenilamino)cicloexanona (1) em CDCls.
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Anexo 7. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do 3-(4-metoxifenilamino)cicloexanona (1¢) em CDCls.
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Anexo 8. Espectro de RMN de 1C a 75 MHz do 3-(4-metoxifenilamino)cicloexanona (1¢) em CDCls.
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Anexo 9. Mapa de contorno HSQC do 3-(4-metoxifenilamino)cicloexanona (1¢) em CDCls.
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Anexo 10. Espectro de RMN de H a 300 MHz do ¢rans-3-fenilaminocicloexanol (2a) em CDCls
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Anexo 11. Espectro de RMN de 1C a 75 MHz do trans-3-fenilaminocicloexanol (2a) em CDCls.
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Anexo 12. Mapa de contorno HSQC do trans-3-fenilaminocicloexanol (2a) em CDCls.
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Anexo13. Espectro de RMN de 'H a 500 MHz do trans-3-(4-fluorfenilamino)cicloexanol (2b) em CDCls.
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Anexo 14. Espectro de RMN de 1C a 125 MHz do trans-3-(4-fluorfenilamino)cicloexanol (2b) em CDCls.

: F
.,,/,N
|
H
T T T T T T T T T T T T T T T T T T i T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 60 50 40 30 20 10 0

80 70
1 (ppm)

14



Anexo 15. Mapa de contorno HSQC do trans-3-(4-fluorfenilamino)cicloexanol (2b) em CDCls.
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Anexo 16. Espectro de RMN de 1H a 300 MHz do trans-3-(4-metoxifenilamino)cicloexanol (2¢) em CDCls.
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Anexo 17. Espectro de RMN de 1C a 75 MHz do trans-3-(4-metoxifenilamino)cicloexanol (2¢) em CDCls.
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Anexo018. Mapa de contorno HSQC do trans-3-(4-metoxifenilamino)cicloexanol (2¢) em CDCls.
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Anexo 19. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz da mistura dos isomeros trans-3-fenilaminocicloexanol (2a) e cis-3-
fenilaminocicloexanol (3a) em CDCls.
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Anexo 20. Espectro de RMN de 1C a 75 MHz da mistura dos isomeros trans-3-fenilaminocicloexanol (2a) e cis-3-
fenilaminocicloexanol (3a) em CDCls.
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Anexo 21. Mapa de contorno HSQC da mistura dos isomeros trans-3-fenilaminocicloexanol (2a) e cis-3-
fenilaminocicloexanol (3a) em CDCls.
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Anexo 22. Espectro de RMN de 1H a 500 MHz do trans-IN,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (4a) em CDCls.
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Anexo 23. Espectro de RMN de 1C a 125 MHz do trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (4a) em CDCls.
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Anexo 24. Mapa de contorno HSQC do trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (4a) em CDCls.
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Anexo 25. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-(4-fluorfenilamino)cicloexila (4b) em
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Anexo 26. Espectro de RMN de 1C a 75 MHz do trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-(4-fluorfenilamino)cicloexila (4b) em

CDCls.
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Anexo 27. Mapa de contorno HSQC do trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-(4-fluorfenilamino)cicloexila (4b) em CDCls.
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Anexo 28. Espectro de RMN de 1H a 300 MHz do trans-IN,N-dimetilcarbamato de 3-(4-metoxifenilamino)cicloexila (4¢) em
CDCls.
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Anexo 29. Espectro de RMN de 1C a 75 MHz do trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-(4-metoxifenilamino)cicloexila (4¢) em
CDCls.
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Anexo 30. Mapa de contorno HSQC do trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-(4-metoxifenilamino)cicloexila (4c)) em CDCls.
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Anexo 31. Espectro de RMN de H a 500 MHz do cis-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (5a) em CDCls.
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Anexo 32. Espectro de RMN de 1C a 125 MHz do cis-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (5a) em CDCls.
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Anexo 33. Mapa de contorno HSQC do cis-N, N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (5a) em CDCls.

-10

-20

-30

-40

~50

-70

-80

-90

-100

-110

-120

~130

-140

-150

I
|
g mw
‘ Q e iy
' o "
@
@
|
T T T T T T T T T T T T T T T
7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0 -0.5

0 3.5
f2 (ppm)

~160

f1 (ppm)

33



Anexo34. Espectro de RMN de 1H a 300 MHz do cis-N,N-dimetilcarbamato de 3-(4-metoxifenilamino)cicloexila (5¢) em
CDCls.
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Anexo 35. Espectro de RMN de 13C a 75 MHz do cis-N,N-dimetilcarbamato de 3-(4-metoxifenilamino)cicloexila (5¢) em
CDCls.
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Anexo 36. Mapa de contorno HSQC do cis-N,N-dimetilcarbamato de 3-(4-metoxifenilamino)cicloexila (5¢) em CDCls.
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Anexo 37. Espectro de RMN de 'H a 300 MHz do Cloridrato de trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (6a)
em CDCls.
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Anexo 38. Espectro de RMN de 1C a 75 MHz do Cloridrato de trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (6a)
em CDCls.
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Anexo 39. Mapa de contorno HSQC do Cloridrato de trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (6a) em
CDCls. ‘L
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Anexo 40. Espectro de RMN de H a 300 MHz do Cloridrato de trans-N,N-dimetilcarbamato de
3-(4-fluorfenilamino)cicloexila (6b) em CDCls.
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Anexo 41. Espectro de RMN de 1C a 75 MHz do Cloridrato de trans-N,N-dimetilcarbamato de
3-(4-fluorfenilamino)cicloexila (6b) em CDCls.
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Anexo 42. Mapa de contorno HSQC do Cloridrato de trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-(4-fluorfenilamino)cicloexila (6b)
em CDCls.
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Anexo 43. Espectro de RMN de H a 300 MHz do Cloridrato de trans-N,N-dimetilcarbamato de

3-(4-metoxifenilamino)cicloexila (6¢) em CDCls.
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Anexo 44. Espectro de RMN de 1C a 75 MHz do Cloridrato de trans-N,N-dimetilcarbamato de
3-(4-metoxifenilamino)cicloexila (6¢) em CDCls.
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Anexo 45. Mapa de contorno HSQC do Cloridrato de trans-N,N-dimetilcarbamato de 3-(4-metoxifenilamino)cicloexila (6¢)

em CDCls.
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Anexo 46. Espectro de RMN de 1H a 300 MHz do Cloridrato de cis-IN,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (7a)
em CDCls.
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Anexo 47. Espectro de RMN de 13C a 75 MHz do Cloridrato de cis-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (7a)
em CDCls.

0
N
|
g
NH

- |
Cl H

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 1}0{ 1?0 90 80 70 &0 50 40 30 20 10 0 =10
1 (ppm

47



Anexo 48. Mapa de contorno HSQC do Cloridrato de cis-N,N-dimetilcarbamato de 3-fenilaminocicloexila (7a) em CDCls.
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Anexo 49. Espectro de RMN de H a 300 MHz do Cloridrato de cis-N,N-dimetilcarbamato de
3-(4-metoxifenilamino)cicloexila (7¢) em CDCls.
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Anexo 50. Espectro de RMN de 1C a 75 MHz do Cloridrato de cis-N,N-dimetilcarbamato de
3-(4-metoxifenilamino)cicloexila (7¢) em CDCls.
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Anexo 51. Mapa de contorno HSQC do Cloridrato de cis-N,N-dimetilcarbamato de 3-(4-metoxifenilamino)cicloexila (7¢)

em CDCls.
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