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RESUMO

As benzodiazepinas sdo compostos N-heterociclicos de sete membros que dispdem de
uma estrutura versatil, de facil preparagdo e com grande potencial farmacol6gico. Neste sentido,
no presente trabalho foi descrita a sintese de 2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepinas para posterior
avaliacdo em ensaios in vitro de atividade antioxidante e atividade antifingica, bem como em
ensaios in silico para a investigacdo do potencial clinico dos compostos. Dentre os andlogos
sintetizados, os compostos Bdz2, Bdz5/5’, Bdz6/6’, Bdz7 e Bdz8/8’ sdo inéditos. Em uma
etapa inicial, foram encontradas as condi¢des 6timas para a sintese das benzodiazepinas em
reacao catalisada pelo acido trifluoroacético, as quais permitiram a obtencdo dos compostos
derivados de acetofenonas substituidas (R2 = 3-OH, 4-OH e 4-CI-3-NOz) em rendimentos bons
a excelentes (87 a 95 %). As melhores condi¢Bes reacionais foram atribuidas aos solventes
polares proticos (MeOH, EtOH) a temperature ambiente. Todos os compostos foram
caracterizados por IV-FT, RMN H e *C, EM e ponto de fusio. Em uma etapa posterior, ao
investigar o uso de catalisadores heterogéneos a base de NPMs do tipo core@shell, observou-
se um desempenho inferior ao apresentado pela sintese via catalise homogénea, tendo sido
alcancado um rendimento méximo de apenas 31 % para a benzodiazepina classica Bdz1 em
reacao realizada sob aquecimento em reator de micro-ondas a 120 °C. Na avaliacdo da atividade
antioxidante, os melhores resultados foram apresentados pelos derivados hidroxilados Bdz3 (R:
= H; R2 = 4-OH) e Bdz6/6° (R1 = CH3s; R2 = 4-OH), que no ensaio de CAT exibiram atividade
antioxidante superior aos padrGes BHT e é&cido ascérbico. Na avaliagdo da atividade
antifangica, realizada de forma inaugural para as espécies de fungos do género Sporothrix, 0s
compostos hidroxilados apresentaram melhor desempenho, com destaque para a mistura dos
regioisdbmeros inéditos Bdz6/6°, contendo o grupo metila em R1, com valores de CIM e CFM
que indicaram acdo inibitdria superior a do farmaco de referéncia fluconazol. A partir da
realizacdo do estudo in silico foi observado que todos os compostos apresentaram melhor
biodisponibilidade oral e menor toxicidade que o antifingico comercial itraconazol, e 0s
compostos hidroxilados apresentaram o melhor perfil de solubilidade aquosa e permeabilidade
celular. De forma geral, com base nos resultados dos ensaios in vitro e in silico, Bdz6/6’

mostrou ser um novo candidato a antifungico em potencial, administrado por via oral.

Palavras-chave: Atividades biologicas, 1,5-benzodiazepinas, esporotricose, catalise
heterogénea, reacdes de ciclocondensacao.



ABSTRACT

Benzodiazepines are seven-membered N-heterocyclic compounds that have a
versatile structure, easy preparation and great pharmacological potential. In this sense, the
present work describes the synthesis of 2,3-dihydro-1H-1,5-benzodiazepines for further
evaluation in in vitro assays of antioxidant activity and antifungal activity, as well as in silico
assays to investigate the clinical potential of the compounds. Among the synthesized analogues,
the compounds Bdz2, Bdz5/5°, Bdz6/6’, Bdz7 and Bdz8/8 are new. In an initial step, the
optimal conditions for the synthesis of benzodiazepines in a reaction catalyzed by
trifluoroacetic acid were found, which allowed the obtainment of compounds derived from
substituted acetophenones (R2 = 3-OH, 4-OH and 4-Cl-3-NO) in good to excellent yields (87
to 95%). The best reaction conditions were assigned to polar protic solvents (MeOH, EtOH) at
room temperature. All compounds were characterized by FT-IR, H and *C NMR, MS and
melting point. In a later stage, when investigating the use of heterogeneous catalysts based on
core@shell NPMs, a performance inferior to that presented by the synthesis via homogeneous
catalysis was observed, having reached a maximum yield of only 31% for the classic
benzodiazepine Bdz1 in reaction carried out under heating in a microwave reactor at 120 °C. In
the evaluation of antioxidant activity, the best results were presented by the hydroxylated
derivatives Bdz3 (R1 = H; Rz = 4-OH) and Bdz6/6' (R1 = CHs; Rz = 4-OH), which in the CAT
assay showed activity antioxidant superior to BHT and ascorbic acid standards. In the
evaluation of antifungal activity, carried out in the first place for fungal species of the genus
Sporothrix, the hydroxylated compounds showed better performance, with emphasis on the
mixture of unprecedented regioisomers Bdz6/6", containing the methyl group in Rz, with MIC
values and CFM, which indicated an inhibitory action superior to that of the reference drug
fluconazole. From the in silico study it was observed that all compounds had better oral
bioavailability and lower toxicity than the commercial antifungal itraconazole, and the
hydroxylated compounds had the best aqueous solubility and cell permeability profile. Overall,
based on the results of in vitro and in silico assays, Bdz6/6’ proved to be a potential new
antifungal candidate, administered orally.

Keywords: Biological activities, 1,5-benzodiazepines, sporotrichosis, heterogeneous catalysis,

cyclocondensation reactions.
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1 INTRODUCAO

As infeccgdes flngicas representam uma séria ameaca a satide humana, principalmente
para os individuos imunocomprometidos, como pacientes submetidos a transplantes de 6rgaos,
tratamentos quimioterdpicos antineoplasicos e pacientes com AIDS. Estes microrganismos,
assim como as bactérias, estdo sujeitos a desenvolver resisténcia a acdo inibitoria dos
medicamentos, tornando o tratamento pouco efetivo. Dessa forma, é de grande importancia o
desenvolvimento de novos agentes antifungicos (FISHER et al., 2018; NICOLA et al., 2019).

Dentre as principais infecgdes fungicas inclui-se a esporotricose, que corresponde a
micose subcutanea com maior predominancia em regides de clima tropical e subtropical, sendo
causada por espécies patogénicas de fungos termodimorficos do complexo Sporothrix schenckii
(CARRASCO-ZUBER et al., 2016; MAHAJAN, 2014; MCCARTY; PAPPAS, 2014). Os
agentes antifungicos convencionalmente utilizados no tratamento das diferentes manifestacGes
da esporotricose sdo o itraconazol, a anfotericina B e o0 iodeto de potassio. Entretanto, estes
farmacos tém apresentado varias desvantagens quanto as suas aplicagdes clinicas, tais como
ocorréncia de efeitos colaterais graves e desenvolvimento de resisténcia ao medicamento
(CARRASCO-ZUBER etal., 2016; MAHAJAN, 2014; SHARKEY-MATHIS et al., 1993). Em
virtude disso, observa-se a necessidade por novos farmacos mais eficazes no tratamento da
esporotricose.

Neste sentido, 0 extenso potencial bioldgico associado aos nucleos heterociclicos tem
impulsionado continuas pesquisas e investimentos, em especial, por parte da industria
farmacéutica, visando o desenvolvimento de novos farmacos aliado ao emprego de
metodologias mais eficientes e menos agressivas ao meio ambiente. Em termos numeéricos,
pode-se destacar o investimento aproximado de 83 bilhdes de dolares na pesquisa e
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos realizado no ano de 2019 apenas entre 0s
membros de uma associacao da industria farmacéutica do mercado norte americano (PHRMA,
2020)

Como principais constituintes das moléculas bioativas, os compostos N-heterociclicos
apresentam diversas aplicacdes industriais, sintéticas e medicinais. Diante disso, iniUmeros
grupos de pesquisa ao redor do mundo tém se dedicado a sintese e bioavaliacdo de novos
heterociclicos nitrogenados, principalmente, para fins terapéuticos (HERAVI; ZADSIRJAN,
2020).

As benzodiazepinas, N-heterociclicos de sete membros, destacam-se como uma

importante classe de compostos biologicamente ativos. Em particular, as 1,4- e 1,5-
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benzodiazepinas tém atraido grande atencdo dos pesquisadores devido ao amplo potencial
estrutural e farmacoldgico associado, sendo consideradas estruturas privilegiadas no
desenvolvimento de novas drogas (MAZIMBA; MOLEFE, 2015; YIN; WANG, 2016). Estes
derivados, ja bem reconhecidos comercialmente como importantes agentes psicoterapéuticos,
tém demonstrado, em estudos mais recentes, diversas outras atividades biologicas, dentre as
quais antimicrobiana (AN et al., 2016), anti-inflamatéria (ISHWAR BHAT K, 2016),
antioxidante (NEOCHORITIS et al., 2010), analgésica (FRUSCELLA et al., 2001), anticancer
(CHEN et al., 2014), anti-helmintica (SINGH et al., 2013), leishmanicida (THI et al., 2009),
antimalarial (INSUASTY et al., 2015), antiviral (NYANGUILE et al., 2008) e anti-HIV
(CHANDER et al.,, 2017). Adicionalmente, estes compostos também encontram grande
utilidade como intermediarios valiosos para a obtencdo de outros heterociclicos de anéis
fundidos (MADHAYV; RAJITHA, 2008).

As estratégias sintéticas normalmente empregadas na sintese das 1H-1,5-
benzodiazepinas, em especifico, consistem em reacGes de ciclocondensacdo de 1,2-
diaminobenzeno com cetonas, compostos carbonilicos a,B-insaturados ou B-halocetonas, na
presenca de um catalisador &cido. Entretanto, muitas dessas metodologias possuem
desvantagens relacionadas a geracdo de varios subprodutos, condicbes reacionais drasticas,
rendimentos ndo satisfatorios, processos trabalhosos e tempos de reagdo longos (JAMATIA;
SAHA; PAL, 2014).

Para contornar os inconvenientes dos processos quimicos, em busca de metodologias
mais eficientes, bem como menos prejudiciais ao meio ambiente, tem-se a possibilidade do uso
de reagentes alternativos e diferentes catalisadores acidos. Neste sentido, 0 emprego de acidos
organicos e de nanoparticulas magnéticas (NPMs) em sistemas cataliticos homogéneos e
heterogéneos, respectivamente, vém sendo muito explorados. Dentre os catalisadores
heterogéneos tem se destacado aqueles a base de nanoparticulas magnéticas (NPMs), pois
possuem grande superficie de contato e possibilitam alta eficiéncia catalitica, permitindo a
realizacéo de reacOes seletivas em altos rendimentos, além de possibilitarem a facil reciclagem
do material catalisador mediante separagdo com auxilio de um ima (ZHANG; YANG; GUAN,
2019).

Adicionalmente, em alguns protocolos para a sintese de derivados benzodiazepinicos,
tambem tém sido descrito o uso de técnicas mais sofisticadas como micro-ondas
(AMOOZADEH et al., 2015) e ultrassom (CHATTERJEE et al., 2009) com o objetivo de se

alcancar maiores rendimentos em tempos de reacédo reduzidos.
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Diante do que foi explanado, este trabalho tem como proposta a sintese de derivados
de 2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepinas a partir da investigacao de reacGes realizadas sob catélise
homogénea e sob catalise heterogénea entre o-fenilenodiaminas e acetofenonas substituidas,
para posterior avaliacdo em ensaios in vitro de atividade antioxidante e de atividade antifingica
contra espécies fungos do género Sporothrix, além de ensaios in silico para a determinag&o da
biodisponibilidade oral e da toxicidade dos compostos preparados.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 BENZODIAZEPINAS

As benzodiazepinas sdo compostos heterociclicos que possuem uma estrutura
caracterizada pela presenga de um anel benzénico fundido com um anel de sete membros
contendo dois 4tomos de nitrogénio (AASTHA et al., 2013). Dependendo da posigao relativa
dos atomos de nitrogénio no nucleo heterociclico, as benzodiazepinas sao classificadas como

1,2;1,3; 1,4; 1,5; 2,3 e 2,4-benzodiazepinas, conforme Figura 1.

Figura 1: Estruturas das benzodiazepinas mais simples
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Em cada classe existem diferentes formas isoméricas possiveis, dependendo da
posic@o do atomo de “hidrogénio extra”, 0 qual é identificado como 1H, 2H, 3H, etc. Para as
diidro e tratraidrobenzodiazepinas a numeracdo estrutural é realizada de modo que 0s
“hidrogénios extras” recebam o menor numero possivel (ARCHER; STERNBACH, 1968).
Dentre todos os derivados, as 1,4- e 1,5-benzodiazepinas se destacam, sendo as mais conhecidas
e amplamente estudadas, devido as suas extensas propriedades farmacoldgicas.

A descoberta destes compostos ocorreu em meados do século 20, sendo motivada pela
busca por novos tranquilizantes para o tratamento eficaz de disturbios mentais graves, como
esquizofrenia e transtornos maniaco-depressivos. A primeira benzodiazepina foi obtida em
1955, nos laboratérios da Hoffman-La Roche, quando o cientista Leo H. Sternbach e

colaboradores sintetizaram casualmente o clordiazepoxido (1), Figura 2, ao trabalharem com
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uma série de corantes quimicos do tipo 3-6xido-quinazolonas. Apds estudos preliminares,
observou-se que 0 novo composto apresentava propriedades ansioliticas, hipnoéticas e sedativas
superiores as dos psicoterapicos antecessores, 0 meprobamato (2) e os barbituricos (3), além de
possuir uma boa margem de seguranca entre a dosagem terapéutica e a toxicidade. Diante disso,
em 1960, ap6s os ensaios farmacolégicos, o clordiazepoxido passou a ser comercializado como
medicamento sob o nome comercial Librium® (ALAMO GONZALEZ; LOPEZ MUNOZ,
2007; MAZIMBA; MOLEFE, 2015).

Figura 2: Estruturas associadas aos psicoterapicos clordiazepdxido (1), meprobamato (2) e barbitiricos
(3), em que R; e R, podem ser grupos alquil ou aril

Nos anos seguintes a sintese do N-6xido de 1,4-benzodiazepina (clordiazepdxido),
observou-se uma intensificacdo significativa nas investigaces cientificas sobre este composto,
de modo que muitos pesquisadores passaram a sintetizar estruturas analogas, com o objetivo de
encontrar compostos bioativos mais eficientes e menos toxicos (SCHOFIELD, 1973). Dando
continuidade aos estudos, Sternbach sintetizou o diazepam (4), Figura 3, analogo sem o grupo
N-o6xido, e posteriormente, o nitrazepam (5), Figura 3, anadlogo com um grupo nitro em vez de
um atomo de cloro na posic¢do sete e nenhuma substituicdo em N-1. Estas modificacGes levaram
a0 aumento significativo da atividade e a diminuicdo ou manutencéo da toxicidade (ALAMO
GONZALEZ; LOPEZ MUNOZ, 2007; GREENBLATT; SHADER, 1974).
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Figura 3: Estruturas quimicas do diazepam (4) (Valium®) e do nitrazepam (5) (Mogadon®)

o oo
. .

Ao trabalharem com derivados 3-hidroxilados, pesquisadores dos laboratérios Wyeth
sintetizaram o oxazepam (6), Figura 4, que apresentou uma atividade intermediaria entre o
clordiazepoxido (1) e o diazepam (4), porém uma toxicidade inferior a ambos, o que foi
atribuido a presenca do grupo hidroxila. Posteriormente, ao adicionar um substituinte 2’-cloro
no oxazepam houve um aumento na potencialidade farmacoldgica e obteve-se o lorazepam (7),
Figura 4 (GREENBLATT; SHADER, 1974).

Figura 4: Estruturas quimicas das benzodiazepinas 3-hidroxiladas: (6) oxazepam (Serax®) e (7)
lorazepam (Ativan®)

Diante das inimeras possibilidades de modificagdo estrutural apresentada pelo nicleo
benzodiazepinico, varios outros derivados foram sintetizados e viabilizados clinicamente, ao
longo dos anos, pela La Roche e outros laboratorios farmacéuticos. Dentre estes compostos,

alguns exemplos, além dos anteriormente citados, séo ilustrados na Figura 5.
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Figura 5: Estruturas de alguns dos derivados benzodiazepinicos mais importantes
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Na década de 1970, apds o sucesso clinico dos primeiros derivados, o consumo das
benzodiazepinas aumentou consideravelmente, enquanto que o dos barbitiricos e do
meprobamato se tornou cada vez menor, de modo que hoje as benzodiazepinas sdo as drogas
psicoativas mais consumidas no mundo. Somente nos Estados Unidos, anualmente, estima-se
mais de cem milhdes de prescri¢cdes medicas para esses compostos, 0 que equivale a mais de
800 toneladas (SINGH et al., 2016).

Em virtude da importancia de destaque das 1,5-benzodiazepinas, juntamente com as
1,4-, muitos trabalhos tém se dedicado ao desenvolvimento de novas metodologias para a
obtencdo de seus derivados, visando a otimizacdo do rendimento e do tempo reacional de

maneira simples e sustentavel.
2.2 SINTESE DE 1,5-BENZODIAZEPINAS

As estratégias sintéticas tradicionalmente empregadas para o preparo de derivados 1,5-
benzodiazepinicos baseiam-se em reacfes de ciclocondensacdo via catdlise acida de o-
fenilenodiaminas com compostos carbonilicos, em sua maioria, cetonas ou chalconas. Algumas
reacOes com reagentes alternativos também tém sido propostas. Estes protocolos tém relatado
0 uso de varios sistemas cataliticos como acidos de Lewis, organoacidos, catalisadores

heterogéneos bifuncionais, acidos suportados em superficie solida e catalisadores diversos.
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Metodologias em diferentes temperaturas, uso de aquecimento em micro-ondas, bem como em
condicGes livres de solvente e em fase solida também tém sido propostas (SINGH et al., 2016).
Em geral, a grande maioria dos estudos tém se dedicado principalmente a avaliacdo do
catalisador acido a ser empregado, tendo em vista a ampla gama de sistemas cataliticos que
podem ser explorados para se alcancar reagdes mais rapidas, econdmicas, seletivas e com
rendimentos elevados. Dependendo da fase reacional associada ao catalisador e reagentes, o
sistema catalitico pode ser homogéneo (catalisador e reagentes na mesma fase) ou heterogéneo
(catalisador e reagentes em fases diferentes) (KAZEMI; GHOBADI; MIRZAIE, 2018).

2.2.1 Sintese via Catéalise Homogénea

Na catalise homogénea, o catalisador, solivel no meio reacional, encontra-se mais
acessivel as espécies reagentes, conduzindo, normalmente, a uma maior atividade catalitica,
bem como a alta seletividade (quimio, regio e enantiosseletividade), maiores rendimentos,
possibilidade de utilizacdo de condicdes reacionais mais brandas (temperatura ambiente, por
exemplo), dentre outros fatores (DALPOZZO, 2015; KAZEMI; GHOBADI; MIRZAIE, 2018).

No ambito da quimica verde, por exemplo, muitos trabalhos tém investigado o uso de
organoacidos para o desenvolvimento de protocolos sustentaveis. Neste sentido, Zhao et al.
(2014) descreveram uma atraente metodologia para a sintese de derivados de 1,5-
benzodiazepinas utilizando o &cido trifluoroacético (TFA) como catalisador na reacdo de
ciclocondensacdo de o-fenilenodiaminas com cetonas ciclicas, alifaticas e aromaticas
(Esquema 1). Esta estratégia permitiu a obtencdo dos produtos correspondentes em altos
rendimentos (85-94%) a temperatura ambiente sob condigdes livres de solvente, sendo as
cetonas liquidas utilizadas também responsaveis pela solubilizacdo no meio reacional (ZHAO
etal., 2014).
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Esquema 1: Estratégia sintética para a obtencdo dos derivados de 1,5-benzodiazepinas usando o acido
trifluoroacético (TFA) como catalisador em reacdes livres de solvente

H
R N Ry
)J\ TFA (10 mol%)
t.a, 12h -
N
Ry

1,0 mmol 2,2 mmol
R= H, CH3 Rl = CH3,C2H5, C6H5
(n)
R NH N
\©i TFA (10 mol%b)
(n) —
1,0 mmol 2,2 mmol
R =H, CH; n=23

(85-94%)

Sarkate e colaboradores (2013) sintetizaram uma série de derivados benzodiazepinicos
em rendimentos de 76-96 % a partir de reacGes de ciclocondensacdo, sem uso de solvente, entre
a o-fenilenodiamina e chalconas contendo grupos doadores (-OH, -OMe, -CHj3) e retiradores (-
NO-, -Br) de elétrons em suas por¢Ges aromaticas, utilizando acido oxalico como catalisador e
aquecimento a 80 °C (Esquema 2) (SARKATE et al., 2013).

Esquema 2: Estratégia sintética para o preparo de 1,5-benzodiazepinas em reacoes livres de solvente
usando &cido oxalico como catalisador

NH, Q Ac. Oxalico
+ )J\/\ (10 mol%)
Ar{ Ary
NH, O °C

135-165 min.
10 mmol 10 mmol

(76-96%)

Ja no trabalho realizado por Lal e colaboradores (2013) foi proposta a sintese
regiosseletiva de 1,5-benzodiazepinas, em rendimentos moderados a bons (55-74 %), a partir
de uma rota alternativa, Esquema 3, baseada na reacdo multicomponente em pote Gnico (one-
pot) entre o-fenilenodiamina, B-cetoésteres e aldeidos aromaticos, utilizando o acido 2,6-
piridinodicarboxilico (2,6-PDCA, 20 mol %) como catalisador e 1,2-dicloroetano (DCE) como
solvente, inicialmente a temperatura ambiente com posterior aquecimento até a temperatura de
refluxo (LAL et al., 2013).
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Esquema 3: Rota sintética para o preparo de 1,5-benzodiazepinas a partir de reagdes multicomponente
em pote Unico catalisadas pelo acido 2,6-piridinocarboxilico

NH, 0 0
2,6-PDCA (20 mol%)
+ + ArCHO HN NH o
OR DCE, t.a — refluxo
NH; 3-55h NS
Ar OR

17
(55-74%)

1,0 mmol 1,0 mmol 1,0 mmol

Ao avaliarem o emprego de aquecimento em micro-onda no preparo de 1,5-
benzodiazepinas, Bhatia et al. (2008) realizaram a sintese de derivados em bons rendimentos
(70-88 %), em apenas 5 minutos, a partir da reacdo de chalconas substituidas com 1,2-
diaminobenzeno em DMF usando &cido acético glacial como catalisador (Esquema 4)
(BHATIA et al., 2008).

Esquema 4: Estratégia sintética para a obtencdo de 1,5-denzodiazepinas em reagdes sob irradiagdo de
micro-ondas (MO) usando acido acético como catalisador

NH,
o X
NH,

N = 10 mmol
} _ CHgCOOH
R DMF, MO
5 min

10 mmol /R

18
R = H, 'CH:;;Y -OCH31 -OH, -CI, -Br, -N02
(70-88%)

Em 2012 Qian e colaboradores relataram a sintese direta de 1,5-benzodiazepinas a
partir da reacdo de hidroaminacéo/ciclizacdo de o-fenilenodiaminas e alcinos substituidos
empregando um catalisador a base de Au (1), (2-bifenil)Cy2PAuUNTT: (5 mol %), em condicdes
homogéneas, cloroférmio como solvente e aquecimento a 60 °C (Esquema 5). Os produtos
foram obtidos em rendimentos moderados a excelentes (46-97 %), sendo observada a formacéo

de regioisbmeros para as reacdes realizadas com as diaminas assimétricas (QIAN et al., 2012).
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Esquema 5: Estratégia sintética para o preparo de 1,5-benzodiazepinas a partir de reagdes entre o-
fenilenodiaminas e alcinos usando (2-bifenil)Cy,PAuUNTf, como catalisador

o H
NH, (2-bifenil)Cy,PAUNTT, N R,
TN (5 mol9%o) 7N
RO v 2 R—= > R
NH, CHCl3, 60°C, 6 h = =
R,
0,2 mmol 0,5 mmol 19
(46-97%))

Yin e Wang (2016) sintetizaram uma série inédita de 2-aril-3-acetil-2,4-diidro-1H-5H-
1,5-benzodiazepinas a partir de um protocolo simples (Esquema 6), em condi¢fes amenas
(temperatura ambiente), baseado na reacdo multicomponente em pote Gnico (one-pot), com alta
quimio/regiosseletividade, de o-fenilenodiaminas, 3-butin-2-ona e aldeidos aromaticos
utilizando o &cido de Lewis CeCl3z.7H20 como catalisador e etanol como solvente. Os produtos
foram obtidos em rendimentos moderados a excelentes (55-97 %), sendo observada a formacéo
seletiva de um Unico regioisbmero para as reacOes realizadas com as diaminas assimétricas
contendo os grupos -CHs, -Br e -Cl, e a formagdo de uma mistura de regioisdmeros com
seletividade de 75-90 % para a diamina contendo o grupo -F (YIN; WANG, 2016).

Esquema 6: Estratégia sintética para o preparo de 2-aril-3-acetil-2,4-diidro-1H-5H-1,5-
benzodiazepinas a partir de reagdes multicomponente em pote Unico catalisadas pelo acido de Lewis
CEC|3.7H20

H Ar H Ar
(10 mol%o)
' S Ao / * /)
Jta
H H

3-65h

1,0 mmol 1,0mmol 1,0 mmol 20 o AR=R
regioisdbmero majoritario regioisdmero minoritario

(55-97%)
2.2.2 Sintese via Catalise Heterogénea

Embora a catalise homogénea seja vantajosa em varios aspectos, diversos estudos tém
sido realizados nas Ultimas décadas explorando o uso de sistemas cataliticos heterogéneos em
uma ampla variedade de transformacdes organicas em virtude destes catalisadores

apresentarem a grande vantagem de permitirem facilmente separar o catalisador do produto de
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reacdo para posteriormente ser reutilizado por varios ciclos reacionais, possibilitando alcancar
metodologias sintéticas mais compativeis com a quimica verde, bem como mais econémicas e
praticas, o que é de grande importancia para a producdo em escala industrial (KAZEMI,
GHOBADI; MIRZAIE, 2018; ZHANG; YANG; GUAN, 2019).

O uso de sistemas heterogeneizados, baseados normalmente em catalisadores sélidos
que contém moléculas ativas (catalisadores homogéneos) imobilizadas em material sélido
mesoporoso (como silica, alumina e polimeros organicos, por exemplo), e mais recentemente a
exploracdo de nanocatalisadores a base de nanoparticulas de C, metais, 6xidos metalicos, dentre
outros materiais, contendo uma maior area superficial com sitios cataliticos ativos, tém
permitido o desenvolvimento de metodologias mais atraentes que aliam as vantagens da catalise
homogénea (alta atividade, seletividade, maiores rendimentos, etc.) as vantagens da catalise
heterogénea (facil recuperacdo do catalisador, estabilidade térmica e reciclabilidade)
(DALPOZZO, 2015; KAZEMI; GHOBADI; MIRZAIE, 2018; ZHANG; YANG; GUAN,
2019).

Neste sentido, Jamatia et al. (2013) propuseram a utilizacdo de nanoestruturas de 6xido
de grafite como sistema catalitico, livre de metal e contendo varios grupos funcionais (-C=0, -
OH, -COOH, -O-) responsaveis por suas propriedades acida e oxidante, no desenvolvimento de
uma metodologia versétil para a sintese de 1,5-benzodiazepinas a partir de cetonas e chalconas
em reacGes de ciclocondensacdo com 1,2-diaminobenzenos. Apds um estudo prévio de
otimizacdo das condicdes reacionais foi estabelecido o protocolo (Esquema 7). Como
resultado, conseguiram obter os derivados benzodiazepinicos em rendimentos bons a excelentes
(81-97 %) tanto a temperatura ambiente em etanol como em condig¢des de aquecimento (80 °C)
sem 0 uso de solvente. Destacando a importancia econdémica e ambiental do método, a
reutilizacdo do catalisador também foi avaliada, mediante recuperacdo por centrifugacdo, de
modo que este ndo mostrou perda significativa de sua capacidade catalitica apds nove ciclos
consecutivos (JAMATIA et al., 2013).
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Esquema 7: Estratégias sintéticas para a obtencdo de 1,5-benzodiazepinas utilizando GO (éxido de
grafite) como catalisador. CRLS: condicdes reacionais livres de solvente

O

)J\/\ H Ar
Ar; Ar, R N 2
'
1,0 mmol —
R N
Ar
R NH, 22 !
GO (20 mg) (81-94%)
80°C, CRLS, 30 min]
R NH

2 ou O
1,0 mmol t.a, EtOH, 7h )J\ R N LR
- :@(
!
2,0 mmol R N=
23 Ry

(86-97%)

Indalkar e colaboradores (2017) realizaram a sintese de uma série de 1,5-
benzodiazepinas 4-substituidas utilizando o poliborato sulfatado como catalisador reciclavel
em reagOes multicomponentes a 100 °C, sem o uso de solvente, entre o-fenilenodiaminas,
dimedona e aldeidos alifaticos, aliciclicos, aromaticos e heterociclicos (Esquema 8). Os
produtos almejados foram obtidos em rendimentos elevados (83-98 %) ap6s curtos tempos de
reacao (10-15 minutos). O catalisador foi recuperado apds ser dissolvido em &gua e separado
da mistura reacional por filtracdo e posterior evaporacdo em evaporador rotatorio, podendo ser
reutilizado sem perda significativa de sua eficiéncia catalitica por quatro ciclos de reacdo
(INDALKAR; PATIL; CHATURBHUJ, 2017).

Esquema 8: Estratégia sintética para o preparo de 1,5-benzodiazepinas-4-substituidas utilizando
poliborato sulfatado como catalisador reciclavel

7
HO—S—O\[ PON /01\
[] B B
(0] | |
o OH o |,
. H Ry
R NH, O Poliborato Sulfatado R N 0
+ + /U\ (10 mol %) -
R "H 100°C, 10-15 min
NH, 0 N
H
1,0 mmol 1,0 mmol 1,0 mmol 24

(83-98%)
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Em outro estudo, Jamatia e colaboradores (2014) realizaram a sintese bem-sucedida
de uma série de 2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepinas a partir da o-fenilenodiamina e de cetonas
aromaticas na presenca de nanoparticulas magnéticas (NPMs) de FesOs como catalisador
(Esquema 9). A reacéo foi avaliada em diferentes temperaturas e solventes (como agua, THF,
acetonitrila, etanol e tolueno), entretanto, apesar de se ter alcancado resultados satisfatorios com
etanol e acetonitrila, os melhores rendimentos (88-95 %) foram obtidos em condicdes livres de
solvente e aquecimento a 80 °C. Em um estudo posterior, de reaproveitamento do sistema
catalitico, o protocolo desenvolvido se mostrou robusto e pratico, uma vez que as NPMs
puderam ser reutilizadas por quatro ciclos reacionais sem perda consideravel de sua capacidade
catalitica, além da vantagem de serem recuperadas mediante simples utilizagdo de um ima
(JAMATIA; SAHA; PAL, 2014).

Esquema 9: Estratégia sintética para a obtencao de derivados de 1,5-benzodiazepinas utilizando NPMs
de Fe3O4 como catalisador

H

N
Fe3O4 (6 mol%o)
80°C 10-15 min —

N

1,0 mmol 2,2 mmol

R
A

25 =\"
(83-98%)

R =H, 4-CH; 4-OCH; 4-Cl, 4-Br, 4-NO,, 3-NO,

Ja Amoozadeh et al. (2015) utilizaram nanoparticulas magnéticas de oxido de ferro
funcionalizadas com o grupo sulfénico do &cido sulfarico (nano-y-Fe2Os-SOsH) como
nanocatalisador reciclavel na sintese de 1,5-benzodiazepinas através da reacdo de
ciclocondensacdo de 1,2-diaminobenzeno ou 4-metil-1,2-diaminobenzeno com diferentes
cetonas (aromaticas, alifaticas e aliciclicas) sob aquecimento e sem o uso de solvente (Esquema
10). As reacOes foram realizadas tanto com aquecimento convencional a 90 °C como por
irradiacdo de micro-ondas (MO), e como esperado 0 uso de micro-ondas conduziu aos maiores
rendimentos (85-95 %) e aos melhores tempos de reacdo (6-12 minutos). Ao final de cada
reacao, o catalisador foi facilmente recuperado mediante separagdo magnética e demonstrou
capacidade de ser reutilizado por cinco ciclos reacionais sem perda significativa de sua
eficiéncia catalitica (AMOOZADEH et al., 2015).
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Esquema 10: Estratégia sintética para o preparo de derivados 1,5-benzodiazepinicos utilizando nano-y-Fe;Os—
SO3H como nanocatalisador

Hoe
NH, o Nano-y-Fe,05~SO3H N Rs
(50 mg) o R
¥ Rs MO, 6-12 min ’
Ry NH, R ' R; N=
R,
1,0 mmol 2,1 mmol 26
(85-95%0)

O uso de nanoparticulas magnéticas (NPMs) como catalisador ou como suporte solido
para a heterogeneizacdo de catalisadores homogéneos tem recebido grande notoriedade dentre
0s sistemas cataliticos que vém sendo desenvolvidos para as mais variadas reagdes organicas.
Estes catalisadores sdo facilmente dispersos no meio reacional e possuem elevada area
superficial, com interacdo entre espécies reagentes e sitios cataliticos semelhante a catalise
homogénea, além de apresentarem a atrativa vantagem de recuperacao por simples separacdo
magnética para posterior reutilizagdo. Vale ressaltar que as NPMs geralmente utilizadas como
suporte apresentam natureza atoxica e sao altamente reciclaveis, permitindo o desenvolvimento
de metodologias sustentaveis com baixo custo (DALPOZZO, 2015; KARIMI; MANSOURI;
MIRZAEI, 2015; KAZEMI; GHOBADI; MIRZAIE, 2018).

As NPMs admitem modificacdes em sua superficie, conferindo ampla versatilidade
estrutural aos nanocatalisadores magnéticos. Dentre as estruturas utilizadas, destacam-se as
constituidas por um nucleo de nanoparticula magnética revestido por materiais variados (como
silica, carbono, polimeros, surfactantes, dentre outros), sendo conhecidas como estruturas
core@shell. Este revestimento confere tanto protecdo ao nicleo como facilita o ancoramento
de varios sitios cataliticos (moléculas, complexos metalicos, etc.), mediante funcionalizagdo,
proporcionando um ganho significativo em atividade catalitica para as NPMs (DALPOZZO,
2015; KARIMI; MANSOURI; MIRZAELI, 2015; ZHANG; YANG; GUAN, 2019).

Os sistemas cataliticos heterogéneos que contém catalisadores suportados sobre
estruturas a base de NPMs do tipo core@shell funcionalizadas tém como vantagens a maior
estabilidade do suporte magnético e do sitio catalitico, apresentando excelentes resultados em
varias reacoes (KARIMI; MANSOURI; MIRZAELI, 2015; ZHANG; YANG; GUAN, 2019).

Dentre os trabalhos sobre a aplicacdo de novos catalisadores dessa classe, reportados
na literatura, o trabalho de De Resende Filho et al. (2019), do grupo da professora Dr.? Juliana
Alves Vale (LASOB-DQ-UFPB), relatou a sintese de derivados de N-acilhidrazonas utilizando

ions lantanideos como catalisadores acidos suportados em estrutura core@shell, mediante
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imobilizacdo dos ions por complexacdo com EDTA covalentemente ligado a nanoparticulas
magnéticas do tipo FesO4@SiO>. A partir dos resultados preliminares de otimizacéao, observou-
se que o catalisador com o ion Th** (Fe304@SiO2-1N-EDTA-Tb®") apresentou maior atividade
catalitica, de modo que permitiu a obtencdo das moléculas de interesse em rendimentos bons a
excelentes (65-95 %) através de um protocolo sustentével, baseado em reac6es entre hidrazidas
e varios compostos carbonilicos (aldeidos e cetonas) sob aquecimento a 75 °C usando etanol
como solvente (Esquema 11). Apos ser recuperado por separacdo magnética, o catalisador péde
ser reutilizado por quatro ciclos de reagdo consecutivos sem perda significativa de sua eficiéncia
catalitica (DE RESENDE FILHO et al., 2019).

Esquema 11: Uso de Fes04@SiO.-1N-EDTA-Th*" como catalisador na sintese de N-acilhidrazonas

0 0 Fe;0,@Si0,-1N-EDTA-Th3* O
)J\ s P )J\ (8 mg) )J\ /NYRS
R” N R “R;  EtOH, 75°C, 3-180 min R N
H R,
1,0 mmol 1,0 mmol 27
(65-95%)

Tendo em vista que boa parte das metodologias sintéticas para o preparo de analogos
de 1,5-benzodiazepinas apresentam uma ou mais desvantagens, como 0 uso de solventes
organicos toxicos, altas temperaturas, sintese ndo generalizada de derivados, geracdo de
subprodutos, tempos de reacdo longos, catalisadores perigosos, caros ou de dificil aquisicéo,
dentre outros agravos, é de grande valia a investigacdo de novos protocolos, realizando o
emprego de sistemas cataliticos mais promissores, bem como o aperfeicoamento/otimizacdo de
algum protocolo ja proposto, de modo que possibilitem a obtencdo de compostos 1,5-

benzodiazepinicos de maneira eficiente, simples e sustentavel.

2.3 BENZODIAZEPINAS E SEUS ASPECTOS FARMACOLOGICOS

As propriedades terapéuticas das benzodiazepinas se devem, principalmente, a
habilidade que possuem em aumentar a afinidade do neurotransmissor acido y-aminobutirico
(GABA) pelos receptores GABAA do sistema nervoso central (SNC), resultando na diminuicéo
da excitabilidade dos neurdnios e, portanto, em um efeito calmante sobre as fungdes cerebrais
(MAZIMBA; MOLEFE, 2015). Desse modo os benzodiazepinicos tém sido muito utilizados
como ansioliticos (HARA et al., 1976), sedativos (JUNIOR, J. B. H.; MICH., P., 1974) e
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hipnoticos (CHWEH; LIN; SWINYARD, 1984). Entretanto, além destes usos, também s&o
empregados como antidepressivos (KRAPCHO; TURK, 1966), anticonvulsivos
(NARAYANA etal., 2006), relaxantes musculares (RICHARDS; WHITTLE; BUCHBINDER,
2012), em condicBes de esquizofrenia, histeria e comportamentos compulsivos (MERZ, 1990),
dentre outras complicacOes neuroldgicas. Recentemente, tem sido relatado que estes compostos
também sdo potenciais agentes antioxidantes (BHAGAT et al., 2019; BRAHMBHATT et al.,
2020; NEOCHORITIS et al., 2010; SINGLA et al., 2012; THEODOSIS-NOBELOS et al.,
2019), anti-inflamatorios (ISHWAR BHAT K, 2016), antimicrobianos (AN et al., 2016), anti-
helminticos (SINGH et al., 2013), analgésicos (FRUSCELLA et al., 2001), anticancerigenos
(CHEN et al., 2014), leishmanicidas (THI et al., 2009), antimalariais (INSUASTY et al., 2015),
antivirais (NYANGUILE et al., 2008) e anti-HIV (CHANDER et al., 2017).

Tendo em vista as importantes propriedades farmacoldgicas investigadas em estudos
recentes, como por exemplo as dos derivados apresentados na Figura 6, constata-se que as
benzodiazepinas possuem um amplo espectro terapéutico a ser explorado, além das ja

consolidadas aplicacdes como agentes psicotropicos.

Figura 6: Exemplos de derivados benzodiazepinicos com atividades anti-inflamatoria, anti-HIV e
analgésica

N/\ @(

N N
=\- H Yo N(C4Ho),
R
28 29 30
R=NO,, Cl, Br, | R = H, 2-Me, 2-Cl, 3-CI
Atividade anti-inflamatéria Atividade anti-HIV Atividade analgésica
Bhat e Kumar. (2016) Chander et al. (2017) Fruscella et al. (2001)

2.3.1 Compostos Antioxidantes

Os antioxidantes sdo responsaveis por inibir a oxidacao e essenciais para a manutencao
do equilibrio redox no organismo. Sdo conhecidos como “sequestrantes de radicais livres”,
sendo os radicais livres pré-oxidantes altamente reativos que contém um ou mais elétrons

desemparelhados e compdem, em nivel bioldgico, principalmente a maioria das espécies
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reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio (ERNSs), como por exemplo: &nion-radical superdxido
(O27), radical hidroxila ("OH), radical peroxila (ROz2"), radical alcoxila (RO"), radical 6xido
nitrico (NO"), radical dioxido de nitrogénio (NO2"), dentre outros. Os compostos ndo radicalares
que integram EROs e ERNs séo agentes oxidantes, em geral, facilmente convertidos em radicais
livres (LOBO et al., 2010; NEHA et al., 2019; VASCONCELOS et al., 2007).

A producéo de radicais livres ocorre naturalmente durante os processos metabdlicos
nos sistemas bioldgicos (origem enddgena), bem como em decorréncia de estados patologicos
ou ainda devido a fatores exdgenos (exposicdo a poluentes ambientais, radiacdo solar em
excesso, tabagismo, uso de medicamentos, dieta inadequada, etc.). Quando presentes em
concentragOes baixas e moderadas, os radicais livres sdo fundamentais para os diversos eventos
fisioldgicos inerentes a vida. Entretanto, quando estdo em excesso no organismo, devido a baixa
concentracdo de antioxidantes endogenos e/ou ao aumento na formacdo de EROs e/ou ERNS,
ocorre um desequilibrio conhecido como estresse oxidativo (LOBO et al., 2010; NEHA et al.,
2019; VASCONCELOS et al., 2007).

O estresse oxidativo é capaz de conduzir a sérios danos celulares, uma vez que 0s
radicais livres podem reagir com seus constituintes macromoleculares (lipidios, proteinas,
DNA, etc.), contribuindo para o desenvolvimento de vérias patologias como doencas
inflamatorias, cardiacas, hepaticas, cancer, catarata, artrite, Alzheimer, Parkinson e vaérias
outras doencas. Desse modo, em condi¢fes mais graves, torna-se indispensavel o uso de
suplementos e/ou medicamentos antioxidantes (LOBO et al., 2010; NEHA et al., 2019;
VASCONCELOS et al., 2007).

Neste sentido, Neochoritis e colaboradores (2010) avaliaram o potencial antioxidante
de hidroxibenzodiazepinas e observaram que um dos derivados (Figura 7) apresentou atividade
inibitoria da peroxidagéo lipidica (Clso = 2,5 pM) significativamente superior ao antioxidante
de referéncia Trolox (Clso = 68 uM). Posteriormente, em um ensaio in vivo, este composto foi
testado como possivel agente anti-inflamatorio e apresentou uma atividade moderada ao reduzir
35% do edema em patas de ratos, enquanto o farmaco de referéncia indometacina reduziu em
47% (NEOCHORITIS et al., 2010).
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Figura 7: Hidroxibenzodiazepina com atividade antioxidante e anti-inflamatoria proposta por

Neochoritis et al. (2010)
l cl
OH O

Cl

ZT

31

Singla et al. (2012) sintetizaram uma série de 2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepinas,
Figura 8, e verificaram que todas apresentaram consideravel atividade antioxidante, em
especial o derivado 38, com um grupo metoxila na por¢do cromen-2-ona e um anel tiofenil na
posi¢do quatro, que apresentou uma capacidade de sequestro de radical livre 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil (DPPH) significativamente superior aos outros derivados, com Clsg menor que 15
pug/mL (SINGLA et al., 2012).

Figura 8: Derivados de 2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepinas com potencial atividade antioxidante
propostos por Singla et al. (2012)

H H

N

32 R=H;R= H;RZ:@% 35 R=H;R;= -N(CoHs)y: R2=©L,(
G ;

36 R=H;R;=-OCHs; R, :@%
§ s
34 R=-OCHg R;=H;R; =@L,( S 37 R=H; Ri=-N(CoHs)zi Ry =1
38 R=H;R;=-OCHg; R, :E,e

S
33 R:H;Rl:H;RZ: | /,

Ja Theodosis-Nobelos e colaboradores (2019) prepararam analogos de 1,5-
benzodiazepinas a partir da combinacdo de antioxidantes, bem como de anti-inflamatorios néo
esteroidais, com o lorazepam (7, Figura 4), e observaram que um dos compostos (Figura 9),
resultante da combinagdo com o antioxidante de referéncia Trolox, exibiu atividade inibitoria
da peroxidacéo lipidica (Clso = 2,5 uM) cerca de dez vezes superior ao Trolox em sua forma
ndo combinada (Clsg = 25 pM), além de apresentar forte interagdo com o radical DPPH (91 %),
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equivalente ao padrdo também usado no ensaio anterior (92 %) (THEODOSIS-NOBELOS et
al., 2019).

Figura 9: Derivado benzodiazepinico com potencial atividade antioxidante, obtido a partir da
combinacdo do lorazepam com o Trolox, proposto por Theodosis-Nobelos et al. (2019)
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Bhagat et al. (2019), ao avaliarem o potencial antioxidante de uma série de 1,5-
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benzodiazepinas, preparadas a partir da o-fenilenodiamina, dimedona e varios aldeidos,
observaram que sete compostos exibiram resultados muito satisfatérios, em escala nanomolar,
no ensaio de sequestro de radicais livres DPPH, com destaque para o derivado 40, Figura 10,

que apresentou Clso de 76 nM (BHAGAT et al., 2019).

Figura 10: Derivado de 1,5-benzodiazepina com potencial atividade antioxidante proposto por Bhagat

etal. (2019)
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Ao adotar uma estratégia sintética similar, Brahmbhatt e colaboradores (2020)
sintetizaram uma série inédita de 1,5-benzodiazepinas a partir de reacGes multicomponentes
entre uma variedade de 3-metil-1-fenil-pirazol-4-carbaldeidos 5-substituidos com diferentes
diaminas aromaticas e dicetonas ciclicas, e avaliaram seu potencial antioxidante pelo método
FRAP (do inglés, Ferric Reducing Antioxidant Power). Dentre os compostos obtidos, alguns

apresentaram significativa atividade antioxidante, com destaque para o composto 41 (Figura



44

11) que demonstrou maior capacidade antioxidante em reduzir o fon férrico (Fe**) a ion ferroso
(Fe?*), com valor FRAP de 468,04 mM de é&cido ascorbico/100 g de composto
(BRAHMBHATT et al., 2020).

Figura 11: Derivado 1,5-benzodiazepinico com potencial atividade antioxidante proposto por
Brahmbhatt et al. (2020)
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2.3.2 Compostos Antifiingicos

Nas ultimas décadas, tém ocorrido um crescimento preocupante no nimero de casos
de infeccbes fungicas (micoses) graves ao redor do mundo, apresentando alta taxa de
mortalidade global, superior & da malaria e cancer de mama e comparével a da tuberculose e
HIV. Em geral, as infecgOes mais graves sao do tipo oportunistas, acometendo principalmente
pessoas com sistema imunologico debilitado (pacientes transplantados, sob tratamentos
quimioterapicos, portadores da AIDS, diabéticos, etc.), provocando lesdes cutaneas,
subcutaneas e/ou sistémicas (mais profundas) com evolucdo rapida e maior possibilidade de
levar o paciente a 6bito (FISHER et al., 2018; ZHAO et al., 2019).

Tal situacdo é agravada pelo fato de haver poucas op¢Oes terapéuticas disponiveis para
o tratamento das infec¢Bes fungicas, sendo os antifingicos comumente adotados para uso
clinico divididos em quatro classes: polienos (e.g. anfotericina B e nistatina), azois (e.g.
fluconazol, itraconazol e voriconazol), equinocandinas (e.g. caspofungina e micafungina) e
analogos de pirimidinas (e.g. 5-fluorocitosina) (FISHER et al., 2018; NICOLA et al., 2019).
Somado a isso, esses medicamentos geralmente possuem uma ou mais limitagdes que implicam

em tratamentos pouco eficientes, tais como desenvolvimento de resisténcia medicamentosa
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pelo microrganismo, alta toxicidade, baixa biodisponibilidade, espectro antifungico restrito,
dentre outras desvantagens (BROWN et al., 2012).

Um caso particular, de significativa relevancia, dentre as infec¢bes flngicas
oportunistas € a esporotricose. Esta micose é causada por fungos patogénicos do género
Sporothrix (Figura 12), que apresentam carater dimorfico, e sdo comumente encontrados no
solo e em ambientes ricos em matéria organica (vegetacao em geral) de regies de clima tropical
e subtropical. Assim, afeta com maior frequéncia individuos mais suscetiveis ao contato com
farpas e espinhos (como agricultores, jardineiros, lavradores, etc.), bem como pessoas sujeitas
a arranhadura e mordedura de gatos infectados, uma vez que os felinos domésticos estéo entre
o0s principais hospedeiros deste patdgeno (CARRASCO-ZUBER et al., 2016; MAHAJAN,
2014; MCCARTY; PAPPAS, 2014).

Figura 12: A) Cultura de Sporothrix schenckii; B) Imagem microscépica de cultura de Sporothrix
schenckii em meio Agar Sabouraud Dextrose; C) Leses ulcerativas provocadas por esporotricose
linfocultanea. Adaptado de Carrasco-Zuber et al. (2016) e Mahajan (2014)

Para superar o problema atual alarmante relacionado as infec¢bes fungicas €
imprescindivel a busca por novos agentes antifingicos, menos toxicos e mais eficientes,
baseados em outras classes de compostos, bem como o desenvolvimento de novos protocolos
terapéuticos.

Em vista de tal necessidade, estudos tém sido realizados para investigar o potencial
antifungico de compostos benzodiazepinicos e tém relatado, por exemplo, que a incorporacao
de grupo ester em diferentes posicdes do nucleo benzodiazepinico leva a melhora de suas
propriedades antimicrobianas, sendo este efeito atribuido a alta lipofilicidade desse substituinte
que aumenta a penetragdo dos compostos nas membranas celulares (ARYA; DANDIA, 2008;
WANG,; LI; AN, 2015). Outro substituinte ja bem conhecido por sua importancia nas atividades
bioldgicas (atividade antimicrobiana, antiviral, anti-HIV, etc.) de diversas moléculas é o grupo

piridil (Py). Desse modo, An et al. (2016) avaliaram o potencial antifungico de uma série de
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derivados de 1,5-benzodiazepinas, contendo um grupo éster e um grupo piridil (ou fenil), contra
Cryptococcus neoformans, isolados clinicos de Cryptococcus neoformans e Candida albicans.
Observaram que a presenca da porc¢éo piridina proporciona compostos com melhores resultados
de atividade antifungica (Figura 13). Adicionalmente, verificaram que a presenca do grupo —
COOC:Hs na posicdo 3 é essencial para a manutengdo da atividade biologica, que é
potencializada pela presenca da metila em R1. Dessa forma, obtiveram dois derivados (42a e
42b) com valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) na faixa de 30-36 ug/mL, o que
representa atividade antifngica 3-4 vezes superior a do farmaco de referéncia fluconazol (CIM
> 128 ug/mL) (AN et al., 2016).

Figura 13: Derivados de 1,5-benzodiazepinas com atividade antiflngica sintetizadas por An et al.
(2016)
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Partindo de uma outra proposta sintética, Jaafar e colaboradores (2019) prepararam
uma série inédita de derivados homodiméricos de 1,5-benzodiazepinas contendo porcdes de
triazol, onde diferentes espacadores foram empregados como ligantes das unidades
farmacofdricas constituidas por um hibrido do tipo 1,2,3-triazol-1,5-benzodiazepin-2-ona.
Posteriormente, ao avaliarem o potencial antifingico destes novos compostos contra Candida
albicans, Candida glabrata e Candida keusei, observaram, de maneira geral, que todos os
derivados apresentaram ac¢do fungicida, com destaque para dois deles (43a e 43b), Figura 14,
gue exibiram elevada atividade antifungica contra todas a espécies de fungos (CIM = 62,5-125
ug/mL), significativamente superior a da droga de referéncia anfotericina B (CIM = 500
ug/mL) (JAAFAR et al., 2019).
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Figura 14: Derivados homodiméricos de 1,5-benzodiazepinas com atividade antiflingica sintetizados
por Jaafar et al. (2019)
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Ja Verma et al. (2019) sintetizaram analogos de 1,5-benzodizepinas 1,2,4-substituidas
e, ao realizarem um estudo de atividade antifungica contra duas importantes espécies de fungos
patogénicos (Candida albicans e Aspergillus niger), observaram que todos exibiram acdo
fungicidade significativa, tendo o composto 44 (Figura 15) como o melhor antiflingico da série
investigada, com valor da poténcia de CIM (pCIM = log (1/CIM)) igual a 1,71 uM/mL frente
ao pCIM de 2,64 uM/mL do fluconazol, antifingico usado como padrdo (VERMA et al., 2019).

Figura 15: Derivado benzodiazepinico com atividade antifingica sintetizado por Verma et al. (2019)
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2.4 ESTUDO IN SILICO DAS PROPRIEDADES FARMACOCINETICAS E
TOXICOLOGICAS — ADMET

O desenvolvimento de um novo farmaco envolve uma série de ensaios que atestam
gue uma dada substancia, natural ou sintética, apresenta 0s requisitos necessarios para atuar
como agente terapéutico. Com o avanco das tecnologias computacionais ao longo dos anos, a
indUstria farmacéutica tem aperfeicoado as metodologias de triagem e adotado cada vez mais o
uso de modelos virtuais (in silico), em etapas iniciais, para a comprovagdo da atividade
bioldgica e a investigacdo da viabilidade clinica de um composto prototipo (ZHENG et al.,
2018).

O fato da substancia apresentar elevada atividade ndo é suficiente para que ela seja
considerada um bom candidato a farmaco, pois além disso é necessario que ela possua baixa
toxicidade, lipofilicidade suficiente para transpor as membranas bioldgicas (como a do trato
gastrointestinal, entre outras) e solubilidade aquosa satisfatdria para que possa ser carreada pela
corrente sanguinea até o alvo (JORGENSEN; DUFFY, 2002; LIPINSKI, 2004). Desse modo,
a etapa pré-clinica, relacionada ao desenvolvimento de novos farmacos, envolve estudos
farmacodindmicos (agdo da substancia no organismo), farmacocinéticos (acdo do organismo
sobre o composto) e toxicologicos in silico, in vitro e in vivo (BARREIRO; FRAGA, 2015;
YU; ADEDOYIN, 2003).

Dentre os estudos realizados na etapa pré-clinica, a avaliacdo in silico das propriedades
farmacocinéticas e toxicolégicas ADMET (absorc¢do, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e
toxicidade) tem sido muito empregada pela inddstria farmacéutica, pois permite a realizacéo de
uma abordagem eficiente e ampla com significativa economia de tempo e investimento
financeiro. Assim, evita-se gastos desnecessarios com ensaios bioldgicos de compostos com
grande probabilidade de problemas futuros associados aos perfis ADMET, os quais sao
responsaveis por cerca de 50 % das causas de descarte de novos candidatos durante 0 processo
de P&D de farmacos (YAN, 2018; ZHENG et al., 2018).

O screening virtual para a predigéo do perfil de biodisponibilidade oral e da toxicidade
(ADMET) é realizado a partir de ferramentas computacionais que utilizam bancos de dados
formados por uma gama de propriedades fisico-quimicas e caracteristicas estruturais adquiridas
mediante uma série de observacBGes experimentais de um grande nimero de compostos
aprovados e reprovados como farmacos (ZHENG et al., 2018). Desse modo, programas online
de acesso livre como Molinspiration (https://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties) e

Osiris® Property Explorer  (https://www.organic-chemistry.org/prog/peo/) tém  sido
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amplamente usados, uma vez que permitem estimar tais parametros com um bom grau de
confiabilidade (FERREIRA et al., 2015).

Para uma avaliacdo eficiente do perfil ADMET de um farmaco utiliza-se,
principalmente, os parametros associados a “Regra dos 5 de Lipinski” (LIPINSKI et al., 1997).
De acordo com essa regra, para se alcancar uma biodisponibilidade oral desejavel para um

farmaco devem ser atendidas as seguintes caracteristicas fisico-quimicas:

» Massa molecular menor ou igual a 500 Da;

> Lipofilicidade (cLog P) menor ou igual a 5;

» Numero de doadores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual a 5 (expresso como
a soma de OH e NH na molécula);

» Numero de aceptores de ligacdo de hidrogénio menor ou igual a 10 (expresso como

a soma de atomos de O e N).

A partir de estudos adicionais, realizados por diferentes grupos de pesquisa, outros
importantes descritores passaram a ser considerados na avaliacdo da biodisponibilidade. Dentre
eles, tem-se a solubilidade aquosa (Log S, entre -1 e -5), a area de superficie polar topoldgica
(TPSA, do inglés, topological polar surface area), a qual permite avaliar tanto a absorcéao
intestinal como a hematoencefalica e deve ser menor ou igual a 140 A2, e o nimero de ligacdes
rotacionaveis (NRB, do inglés, number rotatable bonds), menor ou igual a 10, que indica a
flexibilidade necessaria para se alcancar boa permeabilidade e absorcdo (JORGENSEN;
DUFFY, 2002; VEBER et al., 2002).

A toxicidade, fator essencial para aprovacdo de um farmaco, é estimada no programa
Osiris® através de uma abordagem de similaridade estrutural baseada na comparagdo de
caracteristicas estruturais dos compostos avaliados com um banco de dados de fragmentos de
substancias com efeitos tdxicos comprovados (Registry of Toxic Effects of Chemical
Substances — RTECS), uma vez que os efeitos adversos e a toxicidade de um composto esta
diretamente relacionado a sua estrutura quimica.

Diante do exposto, os estudos in silico ADMET s&o uma opc¢ao viavel e promissora
para a avaliagio de novas moléculas candidatas a farmaco quanto aos perfis de
biodisponibilidade oral e toxicidade. Além disso, sdo importantes ferramentas que auxiliam na
adequacao estrutural para a obtencdo de compostos com maior potencial para se tornarem

farmacos.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBIJETIVO GERAL

Sintetizar e caracterizar analogos de 2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepinas a partir de
acetofenonas substituidas para, posteriormente, avaliar suas potencialidades como agentes

antioxidantes e antifangicos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» Investigar e otimizar as condicdes de reacdo para a obtengédo das 2,3-diidro-1H-1,5-
benzodiazepinas.

» Sintetizar analogos de 2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepinas a partir dos intermediarios
nucleofilicos (1,2-diaminobenzeno e 4-metil-1,2-diaminobenzeno) e das acetofenonas
substituidas (3’-hidroxiacetofenona, 4’-hidroxiacetofenona, 2°,4’-diidroxiacetofenona e
4-cloro-3-nitroacetofenona);

» Caracterizar 0os compostos sintetizados por métodos espectroscopicos de infravermelho,
ressonancia magnética nuclear (RMN H e *3C), espectrometria de massas e ponto de
fuséo;

» Avaliar o potencial biolégico das 1,5-benzodiazepinas sintetizadas através de ensaios in
vitro de atividade antioxidante e de atividade antifungica contra cepas do género
sporothrix.

» Investigar a aplicacdo inédita de catalisadores heterogéneos contendo sitios metalicos
acidos a base de nanoparticulas magnéticas (NPMs) do tipo core@shell funcionalizadas
(Fes04@Si02-IN-EDTA-M (M = Mn?*, Cu?*, Co?*, Cr¥, Tb*" e Eu®")) em reacdes
assistidas por micro-ondas na sintese dos derivados benzodiazepinicos almejados.

» Avaliar o potencial clinico dos derivados benzodiazepinicos sintetizados atraves da
determinacdo teorica das suas propriedades farmacocinéticas ADME (Absorcéo,

Distribuigdo, Metabolismo, Excrecdo) e de toxicicidade em estudo in silico.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo, em uma primeira etapa, serdo descritas as otimizagdes necessarias para
a sintese das 1,5-benzodiazepinas de interesse, obtidas a partir de reacbes entre acetofenonas
substituidas e diaminas aromaticas, tendo como catalisador o &cido trifluoroacético (TFA), em
uma adaptacdo da metodologia adotada por ZHAO et al. (2014). Também serdo apresentados e
discutidos os dados espectroscopicos e fisicos que permitiram a elucidacdo estrutural dos
compostos preparados.

Em uma segunda etapa, serd abordada a avaliagdo do uso de catalisadores
heterogéneos magnéticos do tipo core@shell (obtidos em parceria com o grupo da professora
Dr.2 Juliana Alves Vale, do Laboratério de Sintese Organica e Biocatélise (LASOB-DQ-
UFPB), a partir do trabalho de tese de sua aluna de doutorado Nathalia Kellyne S. M. Falc&o)
em reacOes assistidas por micro-ondas para a sintese das moléculas alvo.

Posteriormente, em uma terceira e Ultima etapa, serdo apresentados os resultados dos
testes de atividade antioxidante e atividade antifungica, além de um estudo teorico referente a

investigacgdo da biodisponibilidade oral e toxicidade dos produtos sintetizados.

4.1 PARTESINTETICA

4.1.1 Otimizacdo das condicGes reacionais e sintese de 2,3-diidro-1H-1,5-
benzodiazepinas a partir de reacdes catalisadas por acido trifluoroacético (TFA)

Para este trabalho, foram propostos dez derivados benzodiazepinicos (Bdz1-10),
Esquema 12. A preparacédo dos produtos de interesse foi realizada com base em uma adaptacéo
da estratégia sintética reportada por Zhao e colaboradores (ZHAO et al., 2014). Apesar desta
metodologia, baseada na reacgdo de ciclocondensacéo entre o-fenilenodiaminas e acetofenonas,
via catélise &cida, ser realizada em condi¢cGes amenas (& temperatura ambiente e livre de
solvente), a sua aplicagéo limita-se apenas as reacfes com cetonas liquidas, que desempenham

tanto o papel de reagente quanto o de solvente na reacao.
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Esquema 12: Proposta geral para a sintese dos dez derivados benzodiazepinicos almejados (Bdz1-10)
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Bdzl:R;=H;R,=H Bdz6: R; = CH3; R, =4-OH
Bdz2: R, = H; R, = 3-OH Bdz7: R, = H; R, = 4-CI-3-NO,
Bdz3: Ry =H; R, =4-OH Bdz8: R; = CH3; R, = 4-CI-3-NO,
Bdz4: R, = CH3; R, = H Bdz9: R, = H; R, = 2,4-(OH),
Bdz5: Rl = CH3, R2 =3-OH Bdz10: Rl = CH3, RZ = 2,4-(OH)2

Com base na literatura (AMOOZADEH et al., 2015; CLIMENT et al., 2009;
JAMATIA; SAHA; PAL, 2014; ZHAO et al., 2014), sabe-se que 0 mecanismo para essa reacdo
envolve a formacdo de um intermediario monoiminico, como observado por Climent e
colaboradores (2009) em um estudo cinético.

Desse modo, 0 mecanismo proposto para a reacdo de formacdo das 1,5-
benzodiazepinas almejadas esta apresentado no Esquema 13. Em um primeiro momento, na
presenca do organodacido, a carbonila protonada da acetofenona sofre o ataque nucleofilico da
o-fenilenodiamina resultando no intermediério imina (I). Em seguida, 0 outro grupo amina
ataca uma segunda molécula de acetofenona ativada levando a formacdo do intermediério
diimina (I1). Entdo, mediante acdo do acido de brensted presente em quantidade catalitica,
ocorre um deslocamento 1,3 do atomo de hidrogénio do grupo metila para formar o tautbmero
enamina (111), o qual cicliza ap6s duas etapas &cido-base fornecendo o anel de sete membros
das 1,5-benzodiazepinas.

Para as reacOes realizadas com a diamina assimétrica sera obtida uma mistura de
regioisdbmeros como produto final, uma vez que o tautdmero enamina pode ser formado em
qualquer uma das por¢des iminas do intermediario diimina (I1), como sera discutido mais

adiante.
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Esquema 13: Mecanismo proposto para a sintese de 1,5-benzodiazepinas em reacdo de
ciclocondensacao entre o-fenilenodiaminas e acetofenonas catalisada por organoécido. Adaptado de
Amoozadeh et al. (2015), Climent et al. (2009), Jamatia, Saha, Pal (2014) e Zhao et al. (2014)
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Tendo em vista que os compostos alvo sdo majoritariamente derivados de cetonas
solidas, observou-se a necessidade de utilizacdo de solvente na reacdo. Assim, um conjunto de
reagdes similares, baseadas na sintese da 2-metil-2,4-difenil-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina
(Bdz1), foram realizadas para investigar o efeito de diferentes solventes e temperaturas no
rendimento do produto desejado, Tabela 1, com o intuito de identificar as condi¢bes
experimentais 6timas para promover, de maneira eficiente e generalizada, a sintese de 2,3-
diidro-1H-1,5-benzodiazepinas utilizando o acido trifluoroacético (TFA) como catalisador. Os
solventes avaliados foram: metanol (MeOH), etanol (EtOH), acetonitrila (MeCN),
dimetilformamida (DMF) e dimetilsulfoxido (DMSO). Todos foram submetidos a reagdes a
temperatura ambiente e em temperaturas de refluxo.

Em um primeiro momento, foi definido o tempo de reacéo para o estudo de otimizagéo
pretendido, a partir da sintese de Bdz1 em etanol a temperatura ambiente. Como resultado deste
teste inicial, o rendimento maximo do produto desejado (78 %) foi atingido apds 15 h de

experimento, de modo que este foi estabelecido como o tempo reacional para todos 0s ensaios.
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Tabela 1: Rendimentos isolados da 2-metil-2,4-difenil-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina (Bdzl) para
0 estudo de otimizag&o das condicdes reacionais realizado em diferentes solventes (3 mL) e temperaturas

apos 15 h de reacéo?
NH; TFA (10 mol %)
* Solvente, T (°C) —
NH, N
1,0 mmol 2,2 mmol Bdz1 O

Entrada Solvente Temperature (°C) Tempo (h) Rendimento® (%)
1 MeOH t.a 15 85
2 MeOH Refluxo (65) 15 54
3 EtOH t.a 15 78
4 EtOH Refluxo (78) 15 51
) CH3CN t.a 15 45
6 CHsCN Refluxo (82) 15 36
7 DMF t.a 15 29
8 DMF Refluxo (100) 15 NC
9 DMSO t.a 15 17
10 DMSO Refluxo (100) 15 NC

®Reag0des usando o-fenilenodiamina (0,33 mol/L), acetofenona (0,73 mol/L) e TFA (10 mol % - em
relacdo a diamina aromatica). "Rendimento isolado. t.a: temperatura ambiente. NC: ndo converteu.

A partir da otimizagédo das condicOes reacionais, foi observado que ambos os fatores
investigados, solvente e temperatura, desempenham importante papel no rendimento de Bdzl.
Como pode ser observado na Tabela 1 (entrada 1), a reacdo realizada em metanol e temperatura
ambiente proporcionou o rendimento maximo de 85 %. Todas as reagOes realizadas a
temperatura ambiente levaram a formacao do produto desejado e apresentaram rendimentos
superiores as realizadas em altas temperaturas. Isto pode estar relacionado ao fato de que em

temperaturas elevadas (refluxo) é favorecida a ocorréncia de reagdes paralelas, resultando na
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formagéo de coprodutos (observados em CCD) e, consequentemente, na reducéo significativa
do rendimento.

Quanto a influéncia do solvente, observou-se que as reacOes realizadas tanto em
metanol como em etanol (Tabela 1, entradas 1 e 3) proporcionaram rendimentos
significativamente maiores do produto Bdzl. J& os demais solventes, em especial a
dimetilformamida e o dimetilsulfoxido, levaram a baixos rendimentos, onde para as reacdes
realizadas sob refluxo a 100 °C néo foi observada a formacéao do produto de interesse (Table 1,
entradas 8 e 10). O melhor desempenho dos solventes polares préticos (MeOH e EtOH) pode
estar associado ao fato destes solventes conferirem, através de ligagdes de hidrogénio, maior
estabilidade a base conjugada de TFA (melhora da atividade catalitica) e ao estado de transicdo
da etapa lenta da reacdo, levando, assim, ao aumento do rendimento em relacdo aos solventes
polares apréticos (MeCN, DMF e DMSO).

O solvente e a temperatura se mostraram, portanto, fundamentais para a formacéo de
Bdz1. O progresso das reac¢des foi acompanhado por cromatografia em camada delgada (CCD),
na qual foi possivel identificar a formacdo de um produto mais apolar do que as espécies
reagentes. Em uma etapa final, para a precipitacdo do composto formado, a mistura reacional
foi vertida em banho de gelo e basificada com solugdo de amonia a 5 % (m/v). O precipitado
obtido foi, entdo, filtrado em um sistema de filtracdo a vacuo, no qual foi lavado com agua
gelada até pH neutro e, em seguida, seco a temperatura ambiente. Devido a confirmacdo, via
CCD, da presenca de material de partida apos a filtracdo, fez-se necessaria a purificacdo do
composto sintetizado utilizando a técnica de cromatografia em coluna do tipo “flash” fazendo
uso de diferentes misturas de hexano/acetato de etila, como fase mével, e um pressurizador
utilizado em nebulizadores comuns.

Apds ser isolada, a benzodiazepina Bdzl foi caracterizada por métodos
espectroscopicos de infravermelho (IV-FT), ressonancia magnética nuclear (RMN *H e 13C) e
espectrometria de massas (EM). A elucidacdo estrutural do produto obtido foi realizada,
inicialmente, por espectroscopia na regido do infravermelho, a fim de se observar a presenca de
grupos caracteristicos da benzodiazepina esperada. Dessa forma, a partir da analise do espectro
IV, Figura 16, confirmou-se a presenca da banda de absor¢éo relativa ao estiramento N-H de
aminas secundarias em 3277 cm™. A presenca do estiramento C=N, da porcio iminica, foi
constatada pela banda de absor¢do em 1632 cm™. A ligacdo C-N foi revelada pela banda de
absorcdo em 1329 cm™. Os carbonos sp? de aromaticos foram confirmados pela banda de
estiramento C-H em 3061 cm™ e pelas bandas de estiramento C=C de aromaticos entre 1595 e

1445 cm*, Os carbonos sp® dos grupos metila e metileno foram identificados pelas bandas de
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estiramento C-H em 2972 e 2920 cm™. Por fim, ndo foi verificada a presenca da banda de
carbonila da acetofenona nem das bandas de N-H de aminas primarias, entretanto, foi observada
a presenca de uma banda larga entre 3630 e 3300 cm™, possivelmente associada ao estiramento
O-H de agua residual. Todas as bandas destacadas encontram-se embasadas e consistentes com
a literatura (AMOOZADEH et al., 2015; ZHAO et al., 2014).

Figura 16: Espectro de infravermelho (KBr) do composto Bdzl
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O espectro de RMN *H da benzodiazepina Bdz1, Figura 17, revelou um simpleto em
1,77 ppm referente aos hidrogénios metilicos (H-10), dois dupletos em 2,99 e 3,17 ppm (ambos
com constantes de acoplamento 2J = 13,2 Hz) correspondentes aos hidrogénios metilénicos (Ha-
3 e Hp-3) do heterociclico, além do simpleto largo em 3,56 ppm referente ao hidrogénio da
por¢do aminica (H-1), indicando a formacdo do ndcleo benzodiazepinico. Na faixa de
deslocamento quimico entre 6,86-7,63 ppm foi revelado conjunto de multipletos e dupletos
caracteristicos dos hidrogénios aromaticos. E importante ressaltar que todos os sinais
observados estdo em concordancia com a literatura (AMOOZADEH et al., 2015; QIAN et al.,
2012; ZHAO et al., 2014).
Ao observar a estrutura de Bdzl, nota-se que a diferenciagdo dos sinais dos

hidrogénios metilénicos Hae Hy ocorre devido a diastereotopicidade dos mesmos, uma vez que
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0 CH2 na posi¢do 3 se encontra diretamente ligado ao carbono assimétrico C-2, de modo que
estes hidrogénios ndo séo quimicamente equivalentes e, portanto, realizam acoplamento entre

si e apresentam deslocamentos quimicos (8) diferentes.

Figura 17: Espectro de RMN H (400 MHz, CDCls) de Bdz1
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Contribuindo com os dados espectrais ja discutidos, o espectro de RMN *C (DEPT-
135), Figura 18, possibilitou a distingdo dos carbonos dos grupos CHsz, CH. e CH
caracteristicos de Bdzl, de modo que foram observados os sinais em 30,06 e 43,33 ppm,
correspondentes aos carbonos metilico (C-10) e metilénico (C-3), respectivamente, bem como
0s sinais entre 121 e 131 ppm, referentes aos carbonos de CH aromaticos. Tendo em vista a
simetria das porgOes aromaticas em C-2 e C-4, observa-se que os sinais dos carbonos
equivalentes (C-2’,C-6’/C-3°,C-5’/C-2"",C-6""/C-3",C-5"") possuem o mesmo deslocamento
qguimico, de modo que apesar do composto possuir um total de quatorze carbonos de CH

aromaticos apenas dez sinais sdo observados no espectro.
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Figura 18: Espectro de RMN **C-DEPT-135 (100 MHz, CDCls) de Bdz1
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Ao analisar o espectro de RMN 3C completo, Figura 19, eliminando os sinais
revelados no DEPT-135, foram identificados os principais sinais caracteristicos da formacéo
do nucleo benzodiazepinico esperado, os quais possuem deslocamentos quimicos de 73,89 ppm
e 168,24 ppm e correspondem, respectivamente, aos carbonos quaternarios das ligacdes C(sp®)-
N (C-2) e C=N (C-4), indicando, em conjunto com o0s demais sinais, a obtengdo do produto
desejado. A observagdo de apenas trés sinais (138,3 ppm, 139,3 ppm e 147,6 ppm) para 0s
quatro carbonos quaternarios aromaticos (5a, 9a, 1°, 1°”) pode estar relacionada & metodologia
e/ou tempo de aquisi¢do do espectro, tendo em vista que carbonos deste tipo sdo de dificil
identificacdo (sinal de baixa intensidade) e exigem mais do equipamento para possivel
identificacéo.

Somado as informagBes espectrais ja apresentadas, o espectro de massas de alta
resolucdo, Figura 20, forneceu um pico referente ao ion molecular protonado [M+H]* em m/z

igual a 313,17, confirmando assim a formacéo da benzodiazepina de interesse Bdz1 (C22H2oN>).



Figura 19: Espectro de RMN **C (100 MHz, CDCls) de Bdz1
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Figura 20: Razdo isotopica do espectro de massas de alta resolucéo de Bdz1l
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Com o intuito de avaliar o desempenho do metanol e do etanol, a temperatura
ambiente, em um processo mais geral, decidimos empregar os dois modelos de reagédo
previamente na sintese das benzodiazepinas Bdz2-6 usando como materiais de partida o 1,2-
diaminobenzeno, 4-metil-1,2-diaminobenzeno, acetofenona e 3- e 4-hidroxiacetofenonas.

Através da andlise dos espectros de RMN *H e *C dos derivados preparados a partir
da diamina assimétrica 4-metil-1,2-diaminobenzeno, observou-se a presenca de sinais
duplicados em ambos 0s espectros, indicando a formacéo de uma mistura de dois regioisémeros
em cada reagdo, assim como relatado nos trabalhos de Insuasty e Abonia (INSUASTY;
ABONIA, 1993) e Qian e colaboradores (QIAN et al., 2012). Estes estudos apontam que 0
isbmero majoritario da mistura € o que contém o grupo metila em C-8, localizado na posi¢do
para ao grupo imina, e 0 isdmero minoritario é o que contém a metila em C-7, posicionado em
meta em relacdo a imina do nucleo diazepinico, como representado na Figura 21. A proporcao
dos regioisdmeros em cada mistura foi calculada com base na integracéo dos sinais de RMN
H.

Figura 21: Representagdo dos dois regioisdmeros benzodiazepinicos formados mediante uso da diamina
assimétrica 4-metil-o-fenilenodiamina
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A partir dos resultados apresentados na Tabela 2, mais adiante, observamos que ambas
as propostas sintéticas conduziram a obtencdo dos derivados pretendidos em rendimentos bons
a excelentes. Vale destacar que as hidroxibenzodiazepinas Bdz2 e as obtidas como misturas de
regioisdmeros Bdz5/5° e Bdz6/6’ sdo inéditas, ndo havendo na literatura, até onde sabemos,
relatos anteriores acerca destes compostos. Nota-se que os compostos hidroxilados foram
obtidos em altos rendimentos, sem diferencas significativas quanto ao solvente empregado.
Com o grupo hidroxila na acetofenona de partida foi observado um aumento de até 16 % no
rendimento de reacédo, sendo alcangados rendimentos excelentes para as novas benzodiazepinas
hidroxiladas (Bdz2, Bdz5/5° e Bdz6/6°), na faixa de 91-95 %. Entretanto, observamos que com
0 uso do metanol todas as reacdes se processaram mais rapidamente do que as realizadas em

etanol.
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Para os produtos obtidos como mistura de regioisdmeros, pode-se observar que a
mistura de isdbmeros Bdz4/4’ foi preparada em rendimento bom a moderado (86 %-MeOH, 79
%-EtOH) e baixa regiosseletividade (Bdz4:Bdz4’ = 60:40). Ja o par de regioisdmeros Bdz5/5’
alcancou alto rendimento para ambos os solventes utilizados (92 %-MeOH, 95 %-EtOH),
porém baixa regiosseletividade (Bdz5:Bdz5’ = 65:35). Entretanto, para os produtos
regioisomericos Bdz6:Bdz6’, obtidos a partir da 4-hidroxiacetofenona, foram observados
elevados rendimentos (91 %-MeOH, 91 %-EtOH) e alta regiosseletividade (Bdz6:Bdz6’> =
80:20).

Com relacdo ao efeito dos substituintes nos materiais de partida, vale destacar que, em
geral, os derivados hidroxilados obtidos a partir da m-hidroxiacetofenona atingiram
rendimentos percentuais ligeiramente superiores e em menores tempos de reacdo do que 0S
derivados obtidos a partir da p-hidroxiacetofenona. Isto provavelmente esta relacionado ao fato
do grupo hidroxila provocar uma maior reducdo da eletrofilicidade da carbonila quando ocupa
a posicao para, o que é acarretado pela maior deslocalizacao de elétrons para o sitio eletrofilico,
gue se torna, portanto, menos reativo diante de um ataque nucleofilico. J& a presenca do grupo
metila na o-fenilenodiamina de partida proporcionou rea¢ées com rendimentos similares as
realizadas a partir da diamina ndo metilada, indicando que o substituinte alquila, por ser um
grupo elétron-doador fraco, ndo provocou aumento da nucleofilicidade da diamina e, portanto,
néo influenciou no desempenho da reacéo de ciclocondensacgéo catalisada por TFA.
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Tabela 2: Rendimentos isolados das 1H-1,5-benzodiazepinas Bdz1-6/6’ preparadas usando metanol e
etanol como solventes e acido trifuoroacético (TFA) como catalisador a temperatura ambiente?

NH, ¢} Ar
TFA (10 mol %) N
+ Ri—r
R; NH, Ar MeOH ou EtOH, t.a Z

ZT

N/
Ar
1,0 mmol 2,2 mmol Bdz1-6/6'
MeOH EtOH
Composto Ri1 Ar
Tempo  RendP  Tempo Rend.”
() (%) () (%)
Bdz1l H \© 12 85 15 78
OH
Bdz2 H \©/ 16 01 17 92
Bdz3 H \©\ 19 91 21 90
OH
Bdz4+Bdz4’ CHs \© 12 86 14 79

(60:40)

OH
Bdz5+Bdz5’  CHs \©/ 15 92 16 95
(65:35)
Bdz6+Bdz6>  CHj \©\ 18 01 19 01
(80:20) OH

aReag0es usando o-fenilenodiaminas (0,33 mol/L), acetofenonas (0,73 mol/L) e TFA (10 mol % - em
relagdo a diamina aromatica). "Rendimento isolado.

Uma vez que ambos os solventes proporcionaram resultados similares no preparo dos
derivados hidroxilados a temperatura ambiente, optamos por empregar o etanol na sintese das
demais benzodiazepinas (Bdz7-10) propostas para o trabalho, tendo em vista o seu carater
sustentavel e facilidade operacional.

Vale destacar, que dentre as acetofenonas utilizadas como substratos eletrofilicos na

sintese dos compostos de interesse, apenas a 2’,4’-diidroxiacetofenona ndo foi adquirida
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comercialmente, de modo que foi preparada a partir da acetilagdo do resorcinol com acido
acético sob acdo catalitica do cloreto de zinco, Esquema 14, seguindo a metodologia de
Braibrante (2015). Ap6s uma etapa final de recristalizacdo em solugdo de HCl a 10 % (m/v), o
produto foi obtido com 60 % de rendimento. O composto foi caracterizado por IV, RMN H,
RMN 23C e ponto de fusdo, cujos os dados se encontram sumarizados no capitulo 6 e os
espectros no capitulo 7.

Esquema 14: Sintese da 2’°,4’-diidroxiacetofenona

/©\ )l\ Z”C|2
OH 140 145°C, 25 min

HO

OH O

O mecanismo da reacdo pode ser visto no Esquema 15. A primeira etapa do
mecanismo é a formacdo do ion acilio, C>0O", eletrofilo gerado pela mistura de acido acético
com ZnCl,. Na segunda etapa, um par de elétrons r do anel aromético do resorcinol ataca o ion
acilio, gerando um intermedirio carbocétion ndo aromatico. Através da abstragéo de um préton

a aromaticidade é restabelecida, resultando na formacéo da 2’,4’-diidroxiacetofenona.

Esquema 15: Mecanismo proposto para a reagdo de obtencao da 2’,4’-diidroxiacetofenona

o S
ZnCI ) ®
o: /_\ ZnC|2 2 :O') ‘O) S
)J\ _ZnCl, )} l* < I|I" | + HO-2ZnCl,
OH / /é\ |
fon acilio
OH OH O OoOH O

:0:

Ib — He ——» + H,0 + ZnCl,

| CH
HO HO HO

HO_ZnC|2

Dispondo das acetofenonas de partida, foram realizadas as reagdes em etanol para a
sintese do restante dos derivados heterociclicos de interesse. Ao analisar os resultados
sumarizados na Tabela 3, podemos observar que as benzodiazepinas inéditas Bdz7 e Bdz8/8’,
preparadas a partir da 4-cloro-3-nitroacetofenona e purificadas por cromatografia em coluna,

foram obtidas em bons rendimentos apds 16 h, com valores de 89 e 87 %, respectivamente. A
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presenca da metila na diamina de partida novamente levou a formagdo da mistura de
regioisdbmeros Bdz8 + Bdz8’, entretanto ndo promoveu melhora da nucleofilicidade da diamina,
de modo que Bdz7 e os produtos regioisoméricos Bdz8/8’ apresentaram desempenhos similares

diante do modelo reacional baseado no uso do etanol como solvente.

Tabela 3: Rendimentos isolados das 1H-1,5-benzodiazepinas Bdz7-10 preparadas usando etanol como
solvente e &cido trifluoroacético (TFA) como catalisador?

Composto Solvente  Tempo (h)  Rend. (%)

N
Bds7 @[ 3 EtOH 16 89

EtOH 16 87

-

H
S N
Bdz8+Bdz8’ Hsc—@

N

(58:42)

NO,
Cre
on ©
HO,
L
N
Bdz0 @[N_ EtOH 72 NC
oA

OH

HO,
OH

AL
Bdz10+Bdz10’ H3C{;[N, EtOH 72 NC

WD)

OH

aReacdes usando o-fenilenodiaminas (0,33 mol/L), acetofenonas (0,73 mol/L) e TFA (10 mol % - em
relagdo a diamina aromatica). "Rendimento isolado. NC: ndo converteu.

O insucesso na obtencdo das benzodiazepinas hidroxiladas Bdz9 e Bdz10/10’,

provavelmente, esta relacionado a presenca dos grupos hidroxila nas posi¢des orto e para da
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acetofenona de partida, os quais promovem significativa reducdo da eletrofilicidade da
carbonila por deslocalizacdo de elétrons, tornando o carbono eletrofilico pouco suscetivel ao
ataque do nucledfilo, tendo em vista o carater elétron-doador do grupo -OH. Entretanto, através
do acompanhamento de ambas as rea¢es por CCD, durante o periodo de 72 h, observou-se a
formacdo de um unico produto em cada caso, que apos serem isolados por cromatografia em
coluna (SiO2, hexano/ AcOEt, em diferentes proporcdes) foram caracterizados por IV-FT,
RMN 'H, RMN 3C, espectrometria de massas de alta resolucdo e ponto de fusdo. Ao analisar
0s seus dados espectroscopicos, observamos que 0s compostos obtidos correspondem aos
respectivos intermediérios monoiminicos A9 e A10/10°, que sdo formados inicialmente em uma
etapa de adi¢do nucleofilica do mecanismo de reacdo das benzodiazepinas almejadas, e ndo aos
possiveis diidrobenzoimidazois B correspondentes (formados ap6s a ciclizacdo das
monoiminas A), como descrito no mecanismo apresentado no Esquema 16 e proposto nos

trabalhos de Zelenin e colaboradores (1998) e Timofeeva et al. (2017).

Esquema 16: Mecanismo proposto para a formacdo do intermediario monoiminico A, envolvido na
reacéo de formagéo das benzodiazepinas. Adaptado de Zelenin et al. (1998) e Timofeeva et al. (2017)
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Na caracterizagdo dos intermediarios A9 e A10/10’ foi possivel confirmar, em seus
espectros de infravermelho, Figuras 22 e 23, a presenca das bandas de absorcédo entre 3248 e
3318 cm! relativas ao estiramento N-H de aminas primarias, bem como a banda de absorgéo
atribuida ao estiramento da ligagdo C=N entre 1622 e 1624 cm, da porcao iminica formada, e
a auséncia da banda correspondente a carbonila (C=0) da acetofenona de partida. A porcao

fendlica em A9 e A10/10° foi confirmada pela presenga da banda estiramento O-H em 3165 e
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3161 cm™ em conjunto com a absorgéo referente ao estiramento C-O em 1242 e 1256 cm™,
respectivamente. Os estiramentos das ligacfes C-N apresentaram absorcdes entre 1323 e 1362
cmt. O estiramento da ligagdo C(sp?)-H dos anéis aromaticos apresentou absor¢do entre 3007
e 3013 cm™. O estiramento da ligagdo C(sp®)-H apresentou bandas de absor¢io que variaram
entre 2858 e 2968 cm™. As absorcdes referentes ao estiramento da ligagdo C=C de aromaticos
variaram entre 1460 e 1599 cm™.

Figura 22: Espectro de infravermelho (KBr) do intermediario A9
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Figura 23: Espectro de infravermelho (KBr) dos intermediarios A10 e A10°
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O espectro de RMN H do intermediario A9, Figura 24, revelou um simpleto largo na
faixa de 4,68 ppm referente aos dois hidrogénios do grupo amino (NH2) orto ao grupo imina
formado. Adicionalmente, foram identificados os sinais referentes aos sete hidrogénios
aromaticos esperados para 0 composto A9 na faixa de deslocamento quimico entre 6,24-7,55
ppm. O dupleto revelado em 6,24 ppm é referente ao hidrogénio mais blindado H-3" (*J = 2,5
Hz), que se encontra orto as duas hidroxilas da porcdo fendlica e realiza acoplamento em meta
com H-5" (*J = 2,5 Hz). Este hidrogénio, por sua vez, se apresenta como um dupleto de dupleto
em 6,32 ppm com uma constante de acoplamento a trés ligacdes (3Jorto) igual a 8,8 Hz, o que
confirma que H-5’ também se acopla em orto com o hidrogénio mais desblindado H-6" (3Jorto
= 8,8 Hz), identificado como um dupleto em 7,55 ppm. Ja o hidrogénio H-6, que se encontra
orto ao grupo amino e meta ao grupo imina, se apresentou como o hidrogénio mais blindado da
parte anilinica da molécula atraves de um dupleto de dupleto de dupleto (ddd) em 6,58 ppm,
atribuicéo confirmada a partir de seus acoplamentos orto com H-5 (J =7,3 Hz) e H-7 31 =77
Hz), e do seu acoplamento a quatro ligagdes com H-4 (*Jmeta = 1,3 Hz). O hidrogénio H-7
também realiza acoplamento em meta com H-5, de modo que se apresenta como um dupleto de

dupleto em 6,65 ppm. J& H-5, além dos acoplamentos ja citados, também se acopla com H-4
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(3J = 8,0 Hz), de modo que se apresenta como um dupleto de dupleto de dupleto em 6,90 ppm.
O hidrogénio H-4 é encontrado como um dupleto em 6,75 ppm. O simpleto em 2,22 ppm é
atribuido aos hidrogénios H-8 da metila ligada ao grupo imina. Os hidrogénios mais
desblindados das hidroxilas da porcao fendlica foram observados como dois simpletos, um em
9,99 ppm e outro em 15,35 ppm.

No espectro de RMN *C de A9, Figura 25, foi identificado um sinal de carbono
quaternario com o maior deslocamento quimico, em 172,4 ppm, caracteristico do carbono C-1
do grupo imina, além dos sinais na faixa de 102-164 ppm correspondentes aos doze carbonos

aromaticos e do sinal em 16,7 ppm atribuido ao carbono metilico C-8.

Figura 24: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) de A9
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Figura 25: Espectro de RMN **C-APT (100 MHz, DMSO-dg) de A9
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Pela analise dos espectros de RMN *H e '3C do intermediario monoiminico A10,
percebemos que na realidade ocorreu o isolamento de uma mistura de regioisdmeros (A10/10°),
uma vez que os sinais se encontram duplicados em ambos o0s espectros e a diamina assimétrica
de partida (4-metil-o-fenilenodiamina) possibilita um ataque nucleofilico tanto pelo nitrogénio
do grupo amino para a metila como pelo nitrogénio do grupo amino meta a metila.

Né&o foi possivel realizar a separagdo dos isbmeros por coluna cromatografica, pois
apresentam polaridades muito similares e seus tempos de retengdo em coluna sdo muito
préximos.

Diante disso, para auxiliar na identificacdo do isdmero majoritario mais provavel na
mistura, optou-se por realizar um estudo teorico de otimizacao de suas geometrias por meio do
método MM2, de modo a se estimar qual regioisbmero possui 0 minimo conformacional de
menor energia. De acordo com os minimos conformacionais apresentados na Figura 26,
observa-se, para o nivel de calculo empregado, que o isbmero A10, com a metila posicionada
em para ao grupo imina formado, é mais estavel (E = 6,7417 kcal/mol) que o ismero A10’ (E
= 7,2250 kcal/mol), que possui a metila na posicdo meta ao grupo imina, sugerindo, portanto,

que A10 é o regioisdbmero majoritario na mistura isolada.
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Figura 26: Minimos conformacionais para os regioisomeros A10 (E = 6,7417 kcal/mol) e A10° (E =
7,2250 kcal/mol). O célculo das energias conformacionais foi realizado pelo método MM2

AlD’

Ao analisar o espectro de RMN H de A10 e A10’, Figura 27, observa-se que 0s sinais
se encontram duplicados e indicam que os isOmeros estdo presentes na mistura em uma
proporcédo de 71:29 (A10:A10°). Para o isdbmero A10, provavel majoritario na mistura, hd um
simpleto em 2,18 ppm correspondente aos hidrogénios metilicos do anel aromatico e outro
simpleto mais deslocado, em 2,22 ppm, atribuido aos hidrogénios mais desblindados da metila
ligada ao grupo imina formado. Os dois hidrogénios do grupo amino, que ndo sofreu adi¢éo ao
reagente carbonilico de partida, foram identificados pelo simpleto largo para dois hidrogénios
em 4,62 ppm. Na faixa de deslocamento quimico entre 6,23-7,53 ppm, foi observado um padréo
de sinais consistentes com os seis hidrogénios do isémero principal, similar ao encontrado para
o intermediario A9, entretanto nota-se que para A10 os hidrogénios estdo mais blindados. Desse
modo, em 6,23 ppm foi confirmado o dupleto referente ao hidrogénio aromatico mais blindado
H-3’ da por¢ao fenodlica, seguido pelo dupleto de dupleto em 6,31 ppm de H-5", o qual acopla
com H-6’ com uma constante de acoplamento a trés ligagdes igual a 8,8 Hz. O hidrogénio mais
desblindado H-6’, orto ao grupo imina, aparece como um dupleto em 7,53 ppm. Na por¢éo
anilinica, H-6 é observado como um dupleto de dupleto de dupleto em 6,39 ppm. Em 6,55 ppm
é identificado um dupleto referente a H-7. O dupleto com deslocamento quimico de 6,57 ppm
é atribuido ao hidrogénio H-4 que se acopla a quatro ligagdes (*J = 1,8 Hz) com H-6. Os
hidrogénios mais desblindados das hidroxilas da porgéo fenolica foram observados como dois
simpletos, um em de 9,97 ppm e outro em 15,55 ppm.

Em concordancia com o previsto pelo estudo tedrico, o espectro de RMN *H do
isbmero minoritario também foi consistente com a estrutura do regioisémero A10’. Em geral,
0s seus hidrogénios aromaticos se apresentaram mais desblindados (maiores valores de d) que
os hidrogénios de A10. Os hidrogénios metilicos apareceram como simpletos em 2,16 ppm e
2,22 ppm. Os dois hidrogénios do grupo amino (NH.) foram revelados como um simpleto em
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4,47 ppm e os hidrogénios dos grupos hidroxila como um simpleto em 9,99 ppm (OH-2") e
outro simpleto em 15,37 ppm (OH-4"). Os sinais referentes aos seis hidrogénios aromaticos do
isbmero minoritario foram revelados entre 6,24 e 7,54 ppm, tendo como principais alteracdes
espectrais o aparecimento de um dupleto de dupleto de dupleto mais deslocado, em 6,72 ppm,
referente & H-5 para ao grupo imina, bem como os seus respectivos acoplamentos com H-4 (3J
= 8,0 Hz), que é revelado como um dupleto em 6,65 ppm, e com H-7 (*J = 1,6 Hz), que é

revelado como um dupleto em 6,48 ppm.

Figura 27: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) de A10 + A10’
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No espectro de RMN 3C, Figura 28, os sinais de ambos 0s isbmeros apresentaram,
de modo geral, deslocamentos quimicos similares, sendo observada uma maior diferenca para
alguns carbonos quaternarios revelados entre 124-140 ppm. Os carbonos metilicos, C-8 e C-9,
foram revelados entre 20-21 ppm e 16-17 ppm, respectivamente. Os seis carbonos sp? de
ligagbes C-H das porgdes aromaticas formam observados na faixa de deslocamento quimico
entre 102-131 ppm. C-2° ¢ C-4’ foram revelados entre 161-162 ppm e 164-165 ppm,
respectivamente. J& o carbono mais desblindado C-1 do grupo imina formado, foi revelado em

172,22 ppm para o isdmero majoritario A10 e em 172,25 ppm para 0 isdmero minoritario A10°.
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Os quatro carbonos quaternarios restantes (C-1°, C-2, C-3 e C-5/C-6) foram identificados entre

112-140 ppm.

Figura 28: Espectro de RMN C-APT (125 MHz, DMSO-ds) de A10 + A10’
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Posteriormente, a partir de analise por espectrometria de massas de alta resolu¢éo, foi

possivel confirmar a formacédo dos intermediarios investigados. Os espectros foram adquiridos

com ionizacdo por eletrospray (ESI), no modo de ion positivo, por injecdo direta de amostra.

O pico correspondente ao ion molecular protonado [M+H]" em m/z igual a 243,11, observado

no espectro da Figura 29, constata a formacédo do intermediario A9 (C14H14N202). O pico do

ion molecular protonado [M+H]* em m/z igual a 257,13, revelado no espectro da Figura 30,

comprova a formagdo do intermediario monoiminico metilado, associado aos regioisémeros

Al0 e Al10’ (CisH16N202). Vale destacar que na literatura ndo ha relatos acerca dos

intermediarios A10 e A10°, de modo que sdo compostos inéditos.
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Figura 29: Espectro de massas de alta resolucdo do intermediario A9
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Figura 30: Espectro de massas de alta resolucdo da mistura dos isdmeros A10 e A10°
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As estruturas das 1,5-benzodiazepinas Bdz2-8 e dos regioisdmeros correspondentes,

para as reacdes performadas com 4-metil-o-fenilenodiamina, foram confirmadas mediante
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caracterizagdo por técnicas espectroscopicas de IV-FT, RMN *H, RMN 3C e espectrometria de
massas, alem da determinacdo de seus respectivos pontos de fusdo. Assim como 0 composto
Bdzl, os compostos Bdz3 e Bdz4/4> foram confirmados de acordo com a literatura. Os
derivados Bdz2, Bdz5/5°, Bdz6/6’, Bdz7/7’ e Bdz8/8’ s&o inéditos e tiveram suas estruturas
elucidadas atraves de comparagGes com as estruturas das benzodiazepinas ja conhecidas,
exploradas neste trabalho, além de outros analogos presentes na literatura (AMOOZADEH et
al., 2015; JAMATIA; SAHA; PAL, 2014; QIAN et al., 2012; ZHAO et al., 2014). A seguir,
destacaremos alguns sinais caracteristicos que comprovam a formacédo destes produtos de
interesse.

A confirmag&o estrutural das 2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepinas almejadas a partir
dos espectros de RMN H e 13C se deu, de forma geral, pela observacio de sinais caracteristicos
do nlcleo benzodizapinico, apresentados na Tabela 4. Nos espectros de *H foram identificados
trés importantes sinais: dois dupletos, cada um para um hidrogénio, em reagido de campo alto,
na faixa de deslocamento quimico (8) de 2,75-3,70 ppm, associados aos hidrogénios
diastereotopicos (Ha-3 e Hp-3) do carbono metilénico, e um simpleto largo (sl) para um
hidrogénio, entre 3,56 e 6,13 ppm, correspondente ao préton do grupo NH da amina secundaria
formada. Ja nos espectros de *C foi possivel observar trés sinais caracteristicos que 0s
compostos desejados apresentam: um sinal na faixa de 41,7-43,6 ppm referente ao carbono do
grupo metileno (C-3), um sinal entre 69,7 e 73,9 ppm correspondente ao carbono assimétrico
de C(sp®)-N (C-2) e um sinal em maior delocamento quimico, na faixa de 160,7-168,2 ppm,
atribuido ao carbono C-4, mais desblindado, da porcdo iminica (C=N) formada.

Para os compostos Bdz4/4’, Bdz5/5°, Bdz6/6’ e Bdz8/8’, formados como misturas de
regioisbmeros em decorréncia do uso da diamina assimétrica metilada (4-metil-o-
fenilenodiamina) como nucleofilo de partida, observou-se que os seus espectros de RMN *H,
em geral, apresentaram dois dupletos com significativa sobreposicdo para um mesmo
hidrogénio diastereotépico (0 mais blindado), sendo o dupleto mais intenso referente ao
iIsbmero majoritario e 0 menos intenso referente ao isdmero minoritéario. Entretanto, para a
mistura de isdbmeros Bdz6 + Bdz6’ foi observado no espectro de *H que o isdmero majoritario
Bdz6 apresentou um sinal completamente sobreposto ao sinal do isdmero minoritario Bdz6’
para este hidrogénio diastereotopico, de modo que o mesmo foi identificado como um Gnico
dupleto em 2,75 ppm (J = 13,4 Hz) para ambos os compostos. Vale ressaltar, que também houve
maior complexidade de sinais para a regido dos hidrogénios aromaticos, principalmente, para
0S compostos apresentados como misturas de isdmeros, onde foram observadas sobreposicdes

de dupletos e dupletos de dupletos de dificil identificac&o.
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No espectro de RMN *C de Bdz4 + Bdz4’ foi observado apenas um sinal tanto para
o carbono assimétrico C-2, em 73,0 ppm, como para o carbono iminico C-4, em 167,2 ppm,
para ambos os isdmeros. Entretanto, varios outros sinais apareceram duplicados, dentre os quais
0 carbono caracteristico C-3 (metilénico), que para o regioisdmero majoritario Bdz4 foi
revelado em 43,6 ppm e para o regioisdmero minoritario Bdz4’ foi revelado em 43,2 ppm. J4 0
espectro de *C da mistura Bdz6 + Bdz6’ apresentou apenas um sinal, em 42,3 ppm, para o
carbono C-3 dos dois regioisdmeros, e 0s demais sinais principais apareceram duplicados, de
modo que para Bdz6 os carbonos C-2 e C-4 foram revelados em 71,0 e 164,7 ppm,
respectivamente, e para Bdz6’ 0os mesmos apareceram em 72,3 e 165,9 ppm.

As amostras ndo foram submetidas a anélises de RMN 2D, para melhor atribuicdo dos

sinais de 'H e *C, devido ao dificil acesso a esse tipo de analise.

Tabela 4: Principais dados espectroscopicos de RMN *H e RMN *3C das 1,5-denzodiazepinas
sintetizadas

(Continua)
Entrada Produto RMN H (8 ppm) RMN 3C (8 ppm)
2.99 (d, 1H, J = 13.2 Hz,
L CH2),3.17(d, 1H,J=  43.3(C-3), 73.9 (C-
13.2 Hz, CHy), 3.56 (sl, 2), 168.2 (C-4)
1H, NH)
2.83 (d, 1H, J = 13.6 Hz,
5 CH.), 3.14 (d, 1H,J=  42.6 (C-3), 71.2 (C-
13.6 Hz, CHy), 5.60 (sl, 2), 165.4 (C-4)

1H, NH)
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Tabela 4: Principais dados espectroscopicos de RMN *H e RMN *3C das 1,5-denzodiazepinas
sintetizadas
(Continuacdo)

Entrada Produto RMN H (8 ppm) RMN 13C (8 ppm)

2.79 (d, 1H, J = 13.4 Hz,

3 CH.),3.04(d,1H,J=  42.1(C-3),71.8 (C-
13.3 Hz, CHy), 5.31 (sl, 2), 165.6 (C-4)
1H, NH)
Bdz4 majoritério (60 %):
2.99 (d, 1H, J =13.1 Hz,
CH2), 3.22 (d, 1H,J = Bdz4 majoritéario:
13.1 Hz, CHy),3.63 (sl,  43.6 (C-3), 73.0 (C-
1H, NH) 2), 167.2 (C-4)
4

Bdz4’ minoritario (40 %):  Bdz4’ minoritario:
297 (d, 1H,J=13.1Hz, 43.2(C-3),73.0 (C-
CH2), 3.15(d, 1H,J = 2), 167.2 (C-4)
13.1 Hz, CHy), 3.63 (sl,
1H, NH)
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Tabela 4: Principais dados espectroscopicos de RMN *H e RMN *3C das 1,5-denzodiazepinas

sintetizadas

(Continuacdo)

Entrada

Produto

RMN H (5 ppm)

RMN 13C (8 ppm)

Bdz5 majoritario (65 %):
2.79 (d, 1H, J = 13.6 Hz,
CHy), 3.17 (d, 1H, J =
13.6 Hz, CH), 5.58 (sl,

1H, NH)

Bdz5’ minoritario (35 %):
2.81 (d, 1H, J = 13.4 Hz,
CH>), 3.04 (d, 1H, J =
13.4 Hz, CH>), 5.34 (sl,

1H, NH)

Bdz6 majoritario (80 %):
2.75 (d, 1H, J = 13,4 Hz,
CH2), 3.06 (d, 1H, J =
13.4 Hz, CH), 5.26 (sl,

1H, NH)

Bdz6’ minoritério (20 %):
2.75 (d, 1H, J = 13.4 Hz,
CH>), 2.95 (d, 1H, J =
13.4 Hz, CH>), 5.05 (sl,

1H, NH)

Bdz5 majoritério:
42.8 (C-3), 70.3 (C-
2), 164.3 (C-4)

Bdz5’ minoritario:
42.4 (C-3), 72.0 (C-
2), 165.9 (C-4)

Bdz6 majoritéario:
42.3 (C-3), 71.0 (C-
2), 164.7 (C-4)

Bdz6’ minoritario:
42.3 (C-3), 72.3 (C-
2), 165.9 (C-4)
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Tabela 4: Principais dados espectroscopicos de RMN *H e RMN *3C das 1,5-denzodiazepinas
sintetizadas
(Conclusao)

Entrada Produto RMN H (8 ppm) RMN 13C (8 ppm)

2.85(d, 1H, J = 14.0 Hz,

v CH2), 3.67 (d, 1H,J = 41.9 (C-3), 70.7 (C-
14.0 Hz, CHy), 6.13 (sl, 2), 162.1 (C-4)
1H, NH)
Bdz8 majoritario (58 %):
2.80 (d, 1H, J = 14.1 Hz,
CH),3.70 (d, 1H,J = o
Bdz8 majoritéario:
14.1 Hzllf :Zh)e'lz G 421(c3),697 (C-
8 ’ 2), 160.7 (C-4)

Bdz8’ minoritario (42 %):
2.84 (d, 1H, J = 13.9 Hz,
CH2), 3.56 (d, 1H,J =
13.9 Hz, CH>), 5.88 (s,
1H, NH)

Bdz8’ minoritario:
41.70 (C-3), 71.37
(C-2), 162.37 (C-4)

De maneira complementar, a caracterizacdo dos compostos sintetizados por técnicas
espectroscopicas de infravermelho, espectrometria de massas e por ponto de fusdo, permitiu a
confirmagdo estrutural dos produtos obtidos. Todos os derivados benzodiazepinicos
sintetizados apresentaram-se como sélidos amarelados ou alaranjados e tiveram seus pontos de
fusdo determinados. Os principais dados espectroscopicos de IV-FT, EM e pontos de fusdo
estdo sumarizados na Tabela 5.

A partir da anélise dos espectros de infravermelho, foi possivel identificar, alem da
auséncia da banda de absorcdo do grupo carbonila (C=0) da acetofenona de partida, duas

absorcdes caracteristicas das benzodiazepinas de interesse: uma banda de absorgéo referente ao
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estiramento N-H de aminas secundarias, que se apresentou entre 3277 e 3364 cm™, e uma banda
de absorc&o de estiramento C=N da por¢do iminica formada, que variou de 1603-1632 cm™.

Dentre os compostos sintetizados, apenas Bdz7 e Bdz8/8 foram analisados por
espectrometria de massas de baixa resolucdo, em decorréncia de manutencdo do equipamento
de massas alta resolugdo. Os espectros obtidos para estes derivados apresentaram picos dos
respectivos ions moleculares [M*] em valores condizentes com os produtos almejados, como
mostrado na Tabela 5. Os demais compostos foram analisados por espectrometria de massas
de alta resolucdo e os espectros adquiridos forneceram picos de ion molecular protonado
[M+H]* dentro dos valores permitidos, confirmando a formagdo das benzodiazepinas de
interesse.

As informacdes espectroscopicas detalhadas das caracterizacBes das 2,3-diidro-1H-

1,5-benzodiazepinas sintetizadas estdo descritas no capitulo 6 e os espectros no capitulo 7.

Tabela 5: Principais dados espectroscopicos de IV-FT, EM e pontos de fusdo (PF) das 1,5-
denzodiazepinas sintetizadas

(Continua)

Composto FM MM (g/mol)  IV-FT (cm™?) EM (m/z) PF (°C)
Bdz1 C22H20N> 312,41 ié;g ngN)) 313,17 [M+H]*  104-107
Bdz2 C22H20N202 344,41 igg‘g Egj\l)) 345,16 [M+H]*  136-139
Bdz3 C22H20N20; 344,41 izg 22:'?\')) 345,16 [M+H]*  205-208
]ngiif C23H22N; 326,43 iﬁ; EE:HN)) 327,18 [M+H]*  96-98

Egigf CasH2oN,0; 358,43 iggg Eg;\l)) 350,18 [M+H]*  143-146
Bdz6/ CasH22N0; 35843 SO NH a9 17 MeH] 214216

Bdz6’ 1611 (C=N)
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Tabela 5: Principais dados espectroscopicos de IV-FT, EM e pontos de fusdo (PF) das 1,5-
denzodiazepinas sintetizadas
(Concluséo)

Composto FM MM (g/mol) IV-FT (cm™) EM (m/z) PF (°C)
3364 (N-H), .
Bdz7 C22H16CI2N4O4 471,29 1603 (C=N) 471,01 [M™] 173-175

Bdz8/ CasH1sClNAOs 485,32 3350 (N-H),

Bdz§’ 1614 (C=N)  Fe03[MT - 164-167

4.1.2 Investigacdo do uso de catalisadores heterogéneos magnéticos do tipo core@shell
na sintese de 2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepinas em reacfes assistidas por micro-
ondas

Tendo em vista que as reacdes performadas via catalise homogénea com &cido
trifluoroacético (TFA) demandaram varias horas para o preparo dos derivados
benzodiazepinicos almejados no presente trabalho de tese, optamos por realizar uma
investigacdo metodoldgica empregando catalisadores heterogéneos a base de nanoparticulas
magnéticas (NPMs) do tipo core@shell funcionalizadas, em busca de alcangar menores tempos
de reag@o, bem como maiores rendimentos e alta seletividade, uma vez que catalisadores deste
tipo apresentam grande area superficial, possibilitando excelente interacdo entre os reagentes e
0 sitio catalitico, de maneira similar aos catalisadores homogéneos. Adicionalmente, possuem
a vantagem de poder ser reutilizados em mais de um ciclo reacional, sendo facilmente separados
com o uso de um imé externo, evitando a necessidade de filtracdo ou de outro procedimento de
separacdo, 0 que possibilita a reducdo de residuos e o desenvolvimento de protocolos mais
eficientes e sustentaveis(ZHANG; YANG; GUAN, 2019). Todos os catalisadores utilizados
neste estudo foram adquiridos em colaboracdo com o grupo da professora Dr.? Juliana Alves
Vale.

A estrutura dos catalisadores utilizados, & base de NPM’s contendo sitios acidos, é
composta por um nucleo magnético de FesO4 revestido com silica (FesO4@SiO2 — matriz
core@shell) funcionalizado com o grupo 3-aminopropiltrimetoxissilano, o qual esta ligado ao

EDTA, que por sua vez encontra-se complexado com ions de metais de transi¢do (Mn?*, Cu?*,
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Co?** e Cr*) ou ions de metais de terras raras (Th®** e Eu®"). Na Figura 31 tem-se uma
representacdo simplificada da estrutura destes catalisadores.

Figura 31: Representacdo esquematica simplificada da estrutura dos catalisadores heterogéneos acidos
utilizados, classificados como catalisadores suportados sobre estruturas core@shell magnéticas
funcionalizadas

Fe;0.@Si0,-IN-EDTA-M
(M = Mn?*, Cu?*, Co?, Cr¥, Th* e Eu®)

Em um primeiro momento, os catalisadores com diferentes sitios metalicos acidos foram
testados para a determinacdo de qual deles apresenta melhor desempenho na reacdo de
ciclocondensacéo realizada entre o-fenilenodiamina (1,0 mmol) e acetofenona (2,2 mmol) para
a sintese da benzodiazepina classica 2-metil-2,4-difenil-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina
(Bdzl).

As reacOes preliminares foram realizadas em diferentes temperaturas tendo como
solvente o etanol, o qual foi escolhido com base nos resultados reportados por Jamatia e
colaboradores (2014) sobre o efeito de solvente em reagdes similares catalisadas por
nanoparticulas de Fe3Oas. Todas as reacbes foram acompanhas por CCD e os resultados estdo
apresentado na Tabela 6.

A quantidade 6tima de catalisador a ser utilizada nas reac6es foi estimada inicialmente
a partir de reacdes com Fes04@SiO.-1N-EDTA-Tb3*, tendo em vista que o ion Th**, assim
como os ions lantanideos em geral, esta associado a alta eficiéncia catalitica, sendo
considerados excelentes acidos de Lewis, em virtude de apresentarem alto grau de coordenacgéo
e elevada oxofilicidade. Como resultado, a melhor eficiéncia catalitica foi alcancada a partir da
adicdo de 30 mg de catalisador, Tabela 6 (entradas 2, 13 e 14), de modo que esta quantidade

foi utilizada em todas as demais reac¢des do estudo.
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Tabela 6: Rendimentos isolados da 2-metil-2,4-difenil-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina (Bdzl) para
0 teste de atividade catalitica dos catalisadores Fe304@SiO2-1N-EDTA-M (M = Mn?, Cu?*, Co?,

C r3+

Th®" e Eu®") na reagdo de ciclocondensacéo entre o-fenilenodiama e acetofenona em etanol

selion

Catalisador

H
N

EtOH T (C)

- (X

N

L

-—

Bdz1l O

1,0 mmol 2,2 mmol
Entrada Catalisador Temperatura Rendimento
(quantidade em mg) (°C) (%)
1 Fes04@Si02-1IN-EDTA-TH*" (30 mg) t.a NC
2 Fe304@Si02-1IN-EDTA-Th3 (30 mg)  Refluxo (78) 24
3 Fe304@Si02-1N-EDTA-Eu3* (30 mg) ta NC
4 Fes04@Si02-1N-EDTA-Eu®" (30 mg) Refluxo (78) 21
5 Fe304@Si02-1N-EDTA-Cr3* (30 mg) ta NC
6 Fes04@Si02-1N-EDTA-Cr¥* (30 mg) Refluxo (78) NC
7 Fe304@Si02-1N-EDTA-Mn?* (30 mg) ta NC
8 Fes04@SiO2-1N-EDTA-Mn?* (30 mg) Refluxo (78) NC
9 Fe304@Si02-1N-EDTA-Co?* (30 mg) t.a NC
10 Fe304@Si02-1N-EDTA-Co?* (30 mg) Refluxo (78) NC
11 Fe304@Si02-1N-EDTA-Cu?* (30 mg) t.a NC
12 Fes04@Si02-IN-EDTA-Cu?* (30 mg)  Refluxo (78) NC
13 Fes04@Si02-1N-EDTA- Tb%" (20 mg) Refluxo (78) NC
14 Fe304@Si02-1N-EDTA- Th3* (35 mg)  Refluxo (78) 24

2Rendimento isolado. NC: ndo converteu.

A partir dos resultados obtidos nos testes preliminares de atividade catalitica, Tabela

6, observamos que os catalisadores contendo ions de terras raras Th®" e Eu®* foram os Gnicos
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que conduziram para a formacao do produto esperado, porém em baixos rendimentos (24 e 21
%, respectivamente) e somente apds 17 horas de reacdo. Paralelamente, apenas as reacdes
realizadas sob refluxo (78 °C), Tabela 6 (entradas 2, 4 e 14), levaram a formacao de Bdz1.

Como alternativa para otimizar o tempo e o rendimento dessas reacOes, resolvemos
realizar uma serie de testes fazendo uso de aquecimento em reator de micro-ondas especifico
para sintese organica, devido ao fato desta técnica possibilitar um aquecimento mais
homogéneo e eficiente da mistura reacional, bem como em temperaturas superiores ao ponto
de ebulicdo do solvente empregado, em virtude do alto controle dos parametros reacionais a
que esta associado, de modo a promover, na maioria das vezes, a reducao de longos tempos de
reacao para poucos minutos em excelentes rendimentos.

Desse modo, realizamos uma etapa complementar de testes avaliando o desempenho
dos dois melhores catalisadores avaliados na etapa anterior, a base de Th%* e Eu®*, para reaces
em etanol sob aquecimento em reator de micro-ondas em trés temperaturas (80, 100 e 120 °C).
Todas as reagdes foram acompanhadas por CCD ao longo do periodo de 60 minutos, tempo
escolhido por ser considerado limite para reagdes assistidas por micro-ondas, tendo em vista o
elevado consumo energético requerido pelo equipamento, além do fato de ndo terem sido
observadas alteracdes de conversao significativas por analise CCD apds 40 minutos de reacgéo.

Mediante a observacdo dos resultados apresentados na Tabela 7, nota-se que para
ambos os catalisadores 0 aumento da temperatura de 80 °C para 120 °C favoreceu a atividade
catalitica, entretanto ndo houve ganho significativo em termos de rendimento em relacdo as
reacOes realizadas sob aquecimento convencional na etapa anterior, que foi de 7 % para o
catalisador Fe30s@SiO2-IN-EDTA-Th*" e de 4 % para FesOs@SiO2-1N-EDTA-EU®,
considerando os rendimentos das reagdes realizadas em micro-ondas a 120 °C (Tabela 7,
entradas 3 e 6).

Com o intuito de avaliar o efeito do etanol na atividade catalitica dos catalisadores em
questdo, para a reacao de sintese da benzodiazepina Bdz1, resolveu-se realizar a reacao assistida
por micro-ondas na temperatura 6tima (120 °C) em duas condic¢Ges: uma utilizando acetonitrila
(MeCN) como solvente e outra em meio reacional livre de solvente. De acordo com os
resultados obtidos, Tabela 7 (entradas 7 e 8), ambas as condi¢des ndo favoreceram a obtencédo

do produto desejado frente ao uso do etanol.
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Tabela 7: Rendimentos isolados da 2-metil-2,4-difenil-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina (Bdzl) para
o teste de atividade catalitica dos catalisadores Fe304@SiO02-1N-EDTA-M (M = Th%", Eu®*) em reacdes
sob aquecimento em micro-ondas

O]
NH,
@ +
NH,

Fe304@SiO2-1N-

EDTA-M(M = Tb%*, Eu®Y)

(X

H
N

O

EtOH,6 g/lgi,nT (°C) =
1,0 mmol 2,2 mmol Bdzl O
Entrada (quaiZ?;Esg(;: ma) Solvente T (°C) Rend.(%0)?2
1 Fe304@8i(?§(-)12;)EDTA-Tb3+ EtOH 80 20
5 Fe304@8i(z§61nN1;)EDTA-Tb3+ EtOH 100 27
3 Fe304@SiC()sz(-)lm;;)fDTA-Tb3+ EtOH 120 31
4 Fe304@SiC();(—)l:;)fDTA-Eu3+ EtOH 80 15
5 Fe304@8i(?§(-)1nN1;)EDTA-Eu3+ EtOH 100 23
6 Fe304@8i(2§61nN1;)EDTA-Eu3+ EtOH 120 o5
5 Fego4@SiC()§;)1nN1£-]I)EDTA-Tb3+ MeCN 120 NC
6 Fe304@SiC()§;)1nN1£-]I)EDTA-Tb3+ _______ 120 12

2Rendimento isolado. NC: ndo converteu.

Ao empregar o catalisador Fes0:@SiO»-1N-EDTA-Tb3*, nas condigGes otimizadas,

para o preparo das benzodiazepinas hidroxiladas Bdz2 e Bdz3 foram alcangados rendimentos

de 42 e 40 %, respectivamente, apos purificacdo por cromatografia em coluna (SiO2, hexano/

AcOEt, em diferentes proporcdes).

Os resultados encontrados para o estudo realizado com os catalisadores heterogéneos
Fes04@Si02-IN-EDTA-M (M = Mn?*, Cu?*, Co?*, Cr¥*, Tb%" e Eu®") sugerem a necessidade

de realizacdo de outros testes investigativos, como por exemplo, a avaliacdo da atividade

catalitica em meio reacional contendo diferentes misturas de solventes polares proticos, bem

como a avaliagdo de diluicdes, em busca da possibilidade de se encontrar uma melhor
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concentracéo para a realizacdo das reac0es de ciclocondensacgéo para o preparo dos derivados
benzodiazepinicos, tendo em vista que 0 meio reacional mais diluido reduz a possibilidade de
reacao entre os intermediarios reativos formados e as espécies reagentes, favorecendo a reacao

intramolecular para a formacdo do anel heterociclico benzodiazepinico.

4.2 ENSAIOS COLORIMETRICOS E BIOLOGICOS

4.2.1 Atividade Antioxidante

Tendo em vista o potencial das benzodiazepinas sintetizadas em atuarem como
espécies doadoras de radicais hidrogénio (a partir dos grupos NH e OH) para a reducdo da
quantidade de radicais livres em processos de estresse oxidativo, nocivos ao organismo, foi
proposta a avaliagéo da atividade antioxidante dos derivados preparados. Em virtude de alguns
compostos terem sido sintetizados e caracterizados somente apos a flexibilizacao das restricGes
adotadas durante a pandemia da Covid-19, este estudo consistiu na determinacéo do potencial
antioxidante apenas dos compostos Bdz1-3 e aqueles isolados como misturas dos regioisdmeros
Bdz4/4>, Bdz5/5° e Bdz6/6°, através da realizacdo de ensaios in vitro para diferentes
metodologias, que se baseiam em diferentes mecanismos de reacéo.

Neste trabalho de tese, a atividade antioxidante das 2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepinas
sintetizadas foi avaliada através dos métodos espectrofotométricos de sequestro de radicais
livres DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) e ABTS (&cido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-
sulfonico)) e a partir da determinacdo da capacidade antioxidante total (CAT) pelo método do
fosfomolibdénio. Para os ensaios foram utilizados os padrdes Trolox, hidroxitolueno butilado
(BHT) e acido ascorbico (AA). Os métodos empregados estdo descritos no capitulo 6 e 0s
resultados obtidos encontram-se apresentados na Tabela 8, expressos em termos de Clso
(concentracéo efetiva do composto, em ug/mL e mmol/L, para eliminar 50 % da concentracéo
inicial de radicais livres).

De maneira geral, dentre os derivados benzodiazepinicos avaliados neste estudo,
observou-se, de acordo com os resultados obtidos (Tabela 8), que Bdz3 e a mistura dos
regioisdbmeros Bdz6/6° se mostraram mais eficientes no sequestro de radicais livres,
apresentando menores valores de Clso para 0s ensaios espectrofotométricos realizados. Vale
destacar que os compostos Bdz6/6°, isolados como mistura de regioisémeros, ndo foram

reportados na literatura até a realizacdo do presente trabalho de tese. Nos ensaios DPPH e
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ABTS os derivados p-hidroxilados apresentaram atividade antioxidante inferior aos padroes
Trolox e BHT, porém no ensaio CAT exibiram valores de Clso de 1,70 mm/L (Bdz3) e 1,38
mmol/L (Bdz6/6°) conferindo uma atividade antioxidante superior aos padrées BHT (Clsg =
3,50 mmol/L) e acido ascorbico (Clso = 2,84 mmol/L).

Tabela 8: Atividade antioxidante (Clso) das benzodiazepinas Bdz1-6/6’

Clso
Composto DPPH ABTS CAT
pg/mL mmol/L pg/mL mmol/L pg/mL mmol/L
Bdz1l 4961,0+0,03 1588 98123+0,05 31,41 162534+0,01 5,20
Bdz2 1700,0+0,04 494  3628,1+0,23 10,53 1132,19+0,02 3,29
Bdz3 604,2 £ 0,17 1,75 12486+0,19 3,63 586,28 + 0,03 1,70
Bdz4+Bdz4> 4776,0+0,01 14,63 9239,2+0,13 28,30 142591+0,02 4,37
Bdz5+Bdz5> 1598,3+0,23 4,46  31235%+093 8,71 968,21 + 0,30 2,70
Bdz6+Bdz6> 411,0+0,38 1,15 928,9 + 0,02 2,59 495,14 + 0,24 1,38
Trolox 47,04 + 0,03 0,19 214,3 £ 0,05 0,86 NT NT
BHT 157,32+0,02 0,71  327,42+0,23 1,49 772,14 0,11 3,50
AA NT NT NT NT 500,00+ 0,05 2,84

Valores descritos como média + desvio padrdo (n = 3). DPPH: radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil;
ABTS: radical acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico); CAT: capacidade antioxidante
total; Trolox: 6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametilcromo-2-acido carboxilico; BHT: hidroxitolueno butilado;
AA: 4cido ascorbico; NT — ndo testado.

Os resultados encontrados indicaram claramente a influéncia da presenca e posicao do
grupo hidroxila na atividade antioxidante das benzodiazepinas avaliadas. A partir dos valores
de Clso, pode-se observar que os derivados hidroxilados (Bdz3 e Bdz6/6’) que possuem 0 grupo
OH na posicgéo para promoveram uma melhor doagédo do radical hidrogénio (H"), de modo que
foram mais eficientes no sequestro de radicais livres. A menor eficiéncia das benzodiazepinas
com o grupo hidroxila na posi¢édo meta (Bdz2 e Bdz5/5), dentre as hidroxiladas, sugere que
seus radicais gerados ap0s a doacdo de H* sdo menos estaveis, devido a menor contribuicdo de

suas estruturas de ressondncia. De maneira analoga, o significativo aumento na atividade
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antioxidante devido a presenca das hidroxilas est associado a maior facilidade de formacao do
radical fenoxila (menos reativo) apds a clivagem da ligacdo O-H (hidrogénio mais acido) em
comparacdo com o radical proveniente da clivagem da ligagdo N-H presente no ndcleo
diazepinico. Paralelamente, a presenca da metila (grupo elétron-doador fraco) na porgédo
aromatica do nucleo benzodiazepinico se mostrou favoravel a atividade antioxidante, de modo
que proporcionou uma maior eficiéncia no sequestro de radicais livres para a mistura dos

regioisdmeros Bdz6/6’ em comparacdo com 0 composto ndo metilado Bdz3.

4.2.2 Atividade Antifungica

Diante dos resultados animadores acerca do potencial antimicrobiano de anélogos de
1,5-benzodiazepinas reportados na literatura (AN et al., 2016; RAVI et al., 2007; WANG; LI;
AN, 2015), resolvemos avaliar, neste trabalho de tese, a atividade antifingica in vitro dos
derivados benzodiazepinicos Bdz1-3 e aqueles isolados como misturas dos regioisémeros
Bdz4/4’, Bdz5/5° e Bdz6/6’ contra quatro cepas de duas importantes espécies patogénicas do
género Sporothrix, de acordo com o protocolo CLSI M60 (2018). Vale destacar que este € um
estudo inaugural sobre a atividade antifingica de benzodiazepinas contra cepas do género
Sporothrix.

O método de microdilui¢do em caldo foi utilizado para a determinacéo da concentracao
inibitéria minima (CIM) e o método de difusdo em &gar por poco para a determinacdo da
concentracdo fungicida minima (CFM) dos compostos alvo, sendo o fluconazol (FLU) usado
como droga de referéncia. Os resultados das atividades antifingicas in vitro estdo sumarizados
na Tabela 9.

Ao analisar os resultados obtidos, observa-se que a mistura dos regioisdmeros Bdz6/6’
apresentou elevada atividade antifungica contra todas as cepas testadas, superior aos demais
compostos e a droga de referéncia fluconazol, com valores de CIM na faixa de 45 a 89 umol/L
e valores de CFM na faixa de 89 a 179 pumol/L.
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Tabela 9: Atividade antimicrobiana dos compostos alvo Bdz1-6/6 expressa em Concentragdo
Inibitéria Minima (CIM) e Concentragdo Fungicida Minima (CFM), com valores em pumol/L

S. bras. (I) S. bras. (1) S. bras. (111) S. schenckii
Composto
CiIM CFM CIM CFM CIM CFM CIM CFM
Bdzl 410 819 410 819 410 819 3278 6555
Bdz2 372 743 372 743 372 743 1487 2973
Bdz3 186 372 186 372 186 372 743 1487

Bdz4+Bdz4> 196 392 196 392 392 784 3137 6274

Bdz5+Bdz5> 357 714 714 1428 179 357 357 714

Bdz6+Bdz6’ 45 89 45 89 45 89 89 179

FLU 52 104 104 209 52 104 209 418

Abbreviages: S. bras. (1), Sporothrix brasiliensis (UFPE121); S. bras. (I1), Sporothrix brasiliensis
(UFPE145); S. bras. (I11), Sporothrix brasiliensis (UFPE230); S. schenckii, Sporothrix schenckii
(UFPE289); FLU: Fluconazol.

Com base nos resultados apresentados na Tabela 9, observa-se ainda que a atividade
antifangica se mostrou dependente da estrutura das benzodiazepinas avaliadas. As atividades
dos derivados metilados (Bdz4/4°, Bdz5/5°, Bdz6/6°), em geral, foram superiores as atividades
de seus correspondentes ndo metilados (Bdz1, Bdz2, Bdz3), com destaque para a mistura de
isbmeros Bdz6/6’ que apresentou agdo inibitdria (CIM de 45-89 umol/L) significativamente
superior ao seu andlogo nao metilado Bdz3 (CIM de 186-743 umol/L), contra todas as cepas
de fungos testadas. Contribuindo para a atividade antifingica a presenca do grupo hidroxila
promoveu a potencializacdo da acdo fungicida em relagdo aos derivados ndo hidroxilados Bdz1
e Bdz4/4’. Embora a mistura de idmeros m-hidroxilados Bdz5/5° tenha apresentado baixa agédo
inibitdria contra as cepas S. bras (I) e S. bras.(Il), ao observar os seus valores de CIM e CFM
contra as cepas S. bras (I11) e S. schenckii nota-se o efeito positivo dos grupos CHsz e OH na
melhora da acdo inibitoria das benzodiazepinas sintetizadas. Vale destacar que dentre as cepas
avaliadas, os melhores resultados foram obtidos para as cepas da espécie Sporothrix
brasiliensis.

O aumento da atividade antifungica observado para as benzodizepinas metiladas,
provavelmente, esta associado ao aumento da lipofilicidade promovido pela presenca do grupo

metila na por¢do aromética do nucleo benzodiazepinico, o que confere maior permeabilidade
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na membrana celular do fungo possibilitando uma acgdo inibitéria mais efetiva para estes
compostos. Com relacdo ao efeito do grupo hidroxila, a melhora da ag¢do fungicida pode estar
relacionada ao aumento das interac6es de hidrogénio com o meio aquoso no interior das células

fangicas proporcionado pelas hidroxilas, 0 que aumenta a eficiéncia do agente contra o fungo.

4.2.3 Estudo In Silico ADMET

Para que um composto seja considerado um novo candidato a farmaco é essencial a
avaliacdo dos parametros fisico-quimicos associados as suas propriedades farmacocinéticas
ADME (absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo), além da toxicidade (YAN, 2018).
Neste sentido, em um primeiro momento, todos 0s compostos sintetizados foram submetidos a
um estudo in silico, utilizando os programas de acesso livre Osiris Property Explorer e
Molinspiration, para a determinacéo tedrica dos parametros indicadores da biodisponibilidade
oral. Foram avaliados os parametros de Lipinski, bem como a solubilidade aquosa (Log S), 0
namero de ligacGes rotaciondveis (NRB), a area de superficie polar topoldgica (TPSA) e o
percentual de absorc¢do intestinal humana (ABS).

Os resultados obtidos a partir da abordagem tedrica (Tabela 10) indicaram que todos
os derivados benzodiazepinicos (Bdz1-8/8°), bem como os intermediarios monoiminicos A9 e
A10/10°, possuem, de acordo com os parametros de Lipinski, caracteristicas moleculares que
satisfazem o perfil desejavel para um farmaco administrado por via oral, uma vez que atendem
a todos os requisitos estabelecidos pela regra dos cinco, a qual aponta que para um farmaco
apresentar boa permeabilidade nas membranas biolégicas e boa absorcédo intestinal ele deve
possuir massa molecular (MM) < 500 Da, lipofilicidade (coeficiente de particdo octanol/agua
calculado — cLog P) < 5, nimero de doadores de ligacdo de hidrogénio (nHBD, do inglés,
number hydrogen bond donors) < 5 e nimero de aceptores de ligagdo de hidrogénio (nHBA,
do inglés, number hydrogen bond acceptors) < 10 (LIPINSKI et al., 1997).
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Tabela 10: Parametros fisico-quimicos do estudo in silico ADME para a determinacdo da
biodisponibilidade oral dos compostos sintetizados

Parametros deLipinski

comp. MM?2 nHBD? nHBA? cLogP® nV LogSP nRBP TPSA" ABS(%)
Bdzl 312.42 1 2 4,50 0 -5,20 2 24,39 100
Bdz2 344.41 3 4 3,81 0 -4,61 2 64,85 86,63
Bdz3 344.41 3 4 3,81 0 -4,61 2 64,85 86,63
Bdz4/4> 326.44 1 2 4,85 0 -5,55 2 24,39 100
Bdz5/5> 358.44 3 4 4,15 0 -4,95 2 64,85 86,63
Bdz6/6> 358.44 3 4 4,15 0 -4,95 2 64,85 86,63
Bdz7 471,30 1 8 3,87 0 -7,59 4 116,04 68,97
Bdz8/8> 485,32 1 8 4,21 0 -7,94 4 116,04 68,97
A9 242,28 4 4 1,60 0 -3,00 2 78,84 81,80
A10/10° 256,31 4 4 1,95 0 -3,35 2 78,84 81,80
ITCZ 705.65 0 12 5,15 3 -7,30 11 100,70 74,26

®Molinspiration; POsiris Property Explorer; MM: massa molecular < 500 Da; nHBD: nimero de
doadores de ligag&o de hidrogénio < 5; nHBA: nimero de aceptores de ligacdo de hidrogénio < 10; cLog
P: lipofilicidade (coeficiente de parti¢do octanol-a4gua calculado) < 5; nV: nimero de violages < 2; Log
S: solubilidade aquosa (entre -1 e -5); nRB: nimero de ligagdes rotacionaveis < 10; TPSA: area de
superficie polar topoldgica < 140 A%, ABS (%): percentual de absorcéo intestinal humana (ABS (%) =
109 - 0.345 x TPSA) (> 80 % alta; < 25 % baixa); ITCZ: itraconazol.

Corroborando para o perfil de biodisponibilidade oral dos compostos sintetizados,
observa-se, de acordo com os valores de Log S obtidos, que a presenca do grupo hidroxila
proporcionou 0 aumento da solubilidade aquosa, de modo que apenas 0S compostos
hidroxilados Bdz2, Bdz3, Bdz5/5°, Bdz6/6’, A9 e A10/10° apresentaram solubilidade aquosa
(-3,00 a -4,95) dentro da faixa de referéncia (-1 a -5), a qual abrange a maioria dos
medicamentos comercializados (85 %) e reflete o equilibrio entre a polaridade e a
hidrofobicidade necessarias para garantir solubilidade aquosa e permeabilidade celular
aceitaveis (JORGENSEN; DUFFY, 2002). O numero de ligagdes rotacionaveis (nRB), também

avaliado, variou de 2 a 4, 0 que esta dentro da faixa de referéncia (< 10), indicando que 0S
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produtos obtidos possuem flexibilidade adequada para promover boa permeabilidade e
absorcdo (LIPINSKI, 2004). Com relacdo a area de superficie polar topolégia (TPSA),
importante indicador da absorcao intestinal humana, foi observado que os compostos exibiram
valores entre 24,39 e 116,04 A2, estando todos dentro do limite aceitavel (< 140 A?) (VEBER
etal., 2002). A partir dos valores tedricos de TPSA foram calculados os percentuais de absor¢do
(ABS), cujos valores indicaram absorcédo intestinal alta tanto para as benzodiazepinas Bdz1-
6/6> como para os intermediarios A9 e A10/10° (ABS > 80 %), e absor¢do moderada para as
benzodiazepinas Bdz7 e Bdz8/8’ (ABS = 68,97 %), as quais contém o0s grupos nitro e cloro
como substituintes.

Ao comparar os resultados apresentados pelos compostos preparados com 0s
resultados do antifangico comercial itraconazol (ITCZ), farmaco de primeira escolha no
tratamento da esporotricose, foi observado que as benzodiazepinas e os intermediarios
monoiminicos  sintetizados apresentam perfil de solubilidade e permeabilidade
significativamente superior, uma vez que a partir dos dados mostrados na Tabela 10 nota-se
que o itraconazol viola varios requisitos relacionados a biodisponibilidade oral. Dentre eles,
trés requisitos associados aos parametros de Lipinski, os quais s@o a massa molecular (MM)
maior que 500 Da, nimero de aceptores de ligacdo de hidrogénio (nHBA) maior que 10 e
lipofilicidade (cLog P) maior que 5. Além das trés violagdes a regra dos cinco de Lipinski foi
observada baixa solubilidade aquosa (Log S = -7.30) e elevado nimero de ligacGes
rotacionaveis (> 10). O valor tedrico de TPSA (100.70 A?) ficou dentro da faixa de referéncia,
no entanto indicou absorcdo intestinal moderada para ITCZ (ABS = 74,26 %).

Em uma segunda etapa, os compostos foram submetidos a uma avaliacdo tedrica de
toxicidade no programa Osiris Property Explorer, onde foram avaliados os riscos de efeito
mutagénico, tumorigénico, irritante e na reproducdo humana. Os resultados obtidos,
sumarizados na Tabela 11, indicaram risco alto de efeito na reproducdo humana para 0s
compostos Bdz1 e Bdz4/4°. Para os compostos p-hidroxilados Bdz3 e Bdz6/6° foram revelados
alertas de risco alto de efeito irritante e moderado de efeito na reprodugéo humana, atribuindo
tal resultado ao fragmento fendlico. Entretanto, de maneira conflitante, ndo foi gerado nenhum
alerta de risco associado a porcao fenolica para os compostos m-hidroxilados Bdz2 e Bdz5/5’.
Para o intermediario monoiminico A10 foi indicado risco moderado de efeito mutagénico e alto
de efeito tumorigénico. Ja para o seu regioisdmero A10° foi revelado risco alto de efeito
mutagénico e risco moderado de efeito tumorigénico. Os demais compostos ndo apresentaram
nenhum alerta de toxicidade. Ao realizar a avaliacdo tedrica do perfil de toxicidade do

itraconazol, observamos que o farmaco apresentou dois alertas de risco alto, para os efeitos
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mutagénico e tumorigénico, demonstrando, portanto, maior grau de toxicidade que o0s
compostos sintetizados, os quais apresentaram apenas um alerta de risco alto. E importante
destacar que a predicao teorica da toxicidade de cada composto € realizada com base em uma
analise comparativa com um banco de dados de fragmentos de moléculas com toxicidade ja
conhecida, de modo que o resultado é um indicativo de que 0 composto apresente um possivel
efeito toxico, porém tal predicdo esta sujeita a resultados falso positivo e falso negativo.

Tabela 11: Predicéo in silico da toxicidade dos compostos sintetizados

Risco de efeito Risco de efeito Risco de efeito Risco de efeito

Composto mutagénico tumorigénico irritante na reproducéo
Bdz1 0 0 0 :
Bdz2 0 0 0 0
Bdz3 0 0 2 .
Bdz4/4’ 0 0 0 2
Bdz5/5’ 0 0 0 °
Bdz6/6’ 0 0 2 :
Bdz7 0 0 0 0
Bdz8/8’ 0 0 0 0
A9 0 0 0 0
A10 1 2 0 0
A10° 2 1 0 0

ITCZ 2 2 0 °

Legenda: nenhum risco: 0; risco moderado: 1; risco alto: 2.

De forma geral, os resultados obtidos no estudo in silico revelam que os compostos
sintetizados possuem grande potencial para possivel uso terapéutico ou para o desenvolvimento

de outros candidatos a farmaco.



Capitulo 5

Consideracoes Finais



96

5 CONSIDERACOES FINAIS

51 CONCLUSOES

Levando em consideracdo os objetivos tracados para este trabalho e os resultados

apresentados, podemos concluir que:

» A reacdo de ciclocondensacdo entre acetofenonas e o-fenilenodiaminas via catalise
homogénea, realizada em metanol ou etanol a temperatura ambiente, mostrou ser um
bom método para o preparo dos compostos derivados de acetofenonas mais reativas,
tendo permitido a obtencéo de cinco novas 1,5-benzodiazepinas, de maneira simples,
em rendimentos bons a excelentes (87 a 95 %). Ja as reacdes com o eletréfilo menos
reativo (2’,4’-diidroxiacetofenona) ndo conduziram a formacdo das 1,5-
benzodiazepinas almejadas, mas sim dos intermediarios monoiminicos A9 e A10/10°.
A partir dos espectros de RMN *H e *C foi observado que os produtos oriundos da
diamina assimétrica (4-metil-o-fenilenodiamina) foram obtidos como misturas de

regioisbmeros;

» O uso de catalisadores heterogéneos a base de NPMs do tipo core@shell ndo foi
favoravel a sintese das 1,5-benzodiazepinas em relacdo a catalise homogénea. O
melhor desempenho foi apresentado pelo catalisador FesO4@SiO2-1N-EDTA-Tb%,
entretanto o rendimento méaximo observado para 0 composto Bdz1 foi de apenas 31
%, em reacdo sob aquecimento em reator de micro-ondas a 120 °C utilizando etanol

como solvente;

» As benzodiazepinas hidroxiladas apresentaram os melhores resultados de atividade
antioxidante, em especial os derivados p-hidroxilados Bdz3 e Bdz6/6’. Apesar do
desempenho moderado nos ensaios DPPH e ABTS, estes compostos exibiram
atividade antioxidante significativa no ensaio de capacidade antioxidante total (CAT),

superior aos padrdes BHT e acido ascoérbico;

» Os compostos contendo os grupos metila e hidroxila exibiram maior acéo inibitoria

contra espécies de fungos do género Sporothrix nos ensaios in vitro, com destaque para
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a mistura dos regioisdbmeros ineditos Bdz6/6> que apresentou elevada atividade
antifungica contra todas a cepas testadas, superior a droga de referéncia fluconazol,

» No estudo in silico, os derivados hidroxilados (Bdz2, Bdz3, Bdz5/5’, Bdz 6/6°, A9 e
A10/10°) atenderam a todos os requisitos de biodisponibilidade oral pretendidos para
uso clinico, apresentando melhor perfil de solubilidade aquosa e permeabilidade
celular, bem como menor toxicidade, que o antifungico itraconazol. Desse modo,
considerando os resultados dos ensaios de atividade antifingica, a mistura de
regioisdbmeros Bdz6/6’° apresentou-se como um potencial candidato a farmaco para uso
terapéutico contra fungos do género Sporothrix.

5.2 PERSPECTIVAS

» Submeter os compostos Bdz7, Bdz8/8’, A9 e A10/10° a estudos de atividade
antifungica contra espécies do género Sporothrix e, para 0s mais ativos, realizar

ensaios de toxicidade in vitro e in vivo;

» Submeter os compostos Bdz7, Bdz8/8’, A9 e A10/10° a estudos de atividade

antioxidante, bem como realizar ensaios de toxicidade para os mais ativos;

» Realizar ensaios in vitro e in vivo de toxicidade dos compostos Bdz3, Bdz6/6’;

» Sintetizar novas 2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepinas que atendam aos requisitos de
biodisponibilidade oral desejaveis, contendo outros grupos substituintes, para estudos
in vitro e in vivo de atividade antioxidante e antifungica, bem como ensaios de

toxicidade;

» Realizar novos testes para a investigacao e possivel otimizacdo da atividade catalitica
dos catalisadores heterogéneos Fe30s@SiO2-IN-EDTA-M (M = Mn?*, Cu?*, Co?*,
Cr¥*, Tb®* e Eu®") em reagBes de ciclocondensacio assistidas por micro-ondas para

sintese de benzodiazepinas;
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6 PARTE EXPERIMENTAL

6.1 MATERIAIS E METODOS

Os solventes e reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos de fontes
comerciais contendo grau PA ou espectroscopico. Os que ndo apresentavam qualidade
adequada, quando necessario, foram purificados. As reagdes foram acompanhadas por
cromatografia em camada delgada (CCD) utilizando cromatofolhas de aluminio suportadas em
silica gel 60 F254. A eluicdo foi realizada com diferentes misturas de hexano/AcOEt e a
deteccdo se procedeu com lampada de ultravioleta no comprimento de onda de 254 nm. A
purificagdo por cromatografia em coluna, quando necesséaria, foi realizada utilizando silica gel
70-230 mesh.

Os espectros de Infravermelho foram obtidos com espectrofotdmetro Shimadzu
modelo IR Prestige-21, com as seguintes condicdes de andlise: Regido 4000 - 400 cm™;
Resolucdo: 4 cm™; N° acumulag@es: 20; Modo: transmitancia; Preparo da amostra dispersa em
KBr (grau de pureza espectroscopico) na proporcdo 1:100 mg para confeccdo de pastilhas de
1,2 cm de didmetro. Os espectros de RMN 'H e RMN C foram adquiridos com os
espectrometros Varian VNMRS 500 (500 MHz) ou Bruker Ascend 400 (400 MHz), usando
CDCI3 ou DMSO-ds como solventes. O tetrametilsilano (TMS) foi utilizado como padréao
interno, sendo os deslocamentos quimicos (3) reportados em ppm e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz). Os desdobramentos dos sinais em RMN *H foram indicados
como simpleto (s), simpleto largo (sl), dupleto (d), dupleto de dupleto (dd), dupleto de dupleto
de dupleto (ddd) e multipleto (m). Os espectros de massas (MS) de alta e baixa resolucéo foram
obtidos a partir dos espectrometros micrOTOF Q-1 (Bruker Daltonics) e Amazon X (Bruker
Daltonics), respectivamente, com ionizacdo por eletrospray (ESI), operando em modo de ion
positivo. As analises (m/z 50-1000) foram feitas por injecdo direta de amostra (180 pL/min)
com temperatura de nebulizacdo de 180 °C. Para as reacOes realizadas sob aquecimento em
micro-ondas, foi utilizado um reator de micro-ondas CEM modelo Discover-System com
temperature monitorada por sensor de infravermelho. Os pontos de fusdo foram obtidos em

aparelho digital Fisatom modelo 431D.



100

6.1.1 Procedimento para a sintese da 2°,4’-diidroxiacetofenona

Em um bal&o de 25 mL foi adicionado &cido acético (0,160 mL, 2,8 mmol) e cloreto
de zinco (0,136 g, 1 mmol) previamente seco. A mistura foi mantida sob agitacdo magnética a
temperatura abaixo de 140 °C até dissolucdo completa do solido. Lentamente foi adicionado o
1,3-diidroxibenzeno (0,126 g, 1 mmol). Em seguida, apds atingir 140-145°C, a mistura foi
mantida sob agitacdo magnética ocasional por 25 minutos. Posteriormente, foram
acrescentados, cuidadosamente, 1,25 mL de agua e 1,25 mL de acido cloridrico concentrado.
Logo ap6s a mistura reacional foi resfriada em banho de gelo. Os cristais formados foram
filtrados em funil de Buchner e lavados com HCI 6 M resfriado. A recristalizacéo foi realizada
em solucdo de HCI 10 % (m/v), para posterior caracterizacdo por IV-FT, RMN *H, RMN 3C e
ponto de fuséo.

Aspecto fisico: Sélido amarelo alaranjado.

Ponto de fusdo: 142-145 °C.

Rendimento: 60 %.

IV-FT (KBr, cm™): 3300 (OH), 3084 (CH, Ar), 2997 e 2924 (C(sp?)-H), 1628 (C=0), 1607 e
1441 (C=C), 1205 (C-0O). RMN *H (400 MHz,DMSO-ds): 12.60 (s, 1H, OH), 10.62 (s, 1H,
OH), 7.75 (d, 1H, J = 8.8 Hz, H-6"), 6.37 (dd, 1H, J = 8.8, 2.3 Hz, H-5"), 6.24 (d, 1H, J = 2.3
Hz, H-3%), 2.51 (s, 3H, CH3z). RMN C (100 MHz, DMSO-ds): 203.2 (C-2), 165.3 (C-4"),
164.7 (C-2°), 134.2 (C-17), 113.3 (C-6’), 108.6 (C-5), 102.8 (C3"), 26.8 (C-1).

6.1.2 Procedimento para a sintese das 2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepinas Bdz1-8/8’ e

das monoiminas A9 e A10/10°

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 1,0 mmol de 1,2-diaminobenzeno (ou 4-
metil-1,2-diaminobenzeno), 2,2 mmol da acetofenona de interesse e 3,0 mL de etanol. A
mistura foi deixada sob agitacdo até completa dissolucdo das espécies reagentes. Em seguida,

adicionou-se 0,1 mmol de acido trifluoroacético (TFA-10 mmol %) e a mistura reacional foi
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mantida sob agitacdo a temperatura ambiente até tempo apropriado. A formacéo do produto foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD), usando diferentes misturas de
hexano/AcOEt como eluente. Apds o término, indicado por CCD, a mistura reacional foi vertida
em banho de gelo e basificada com solucéo de amonia a 5 % (m/v). O precipitado formado foi
filtrado a véacuo, lavado com agua gelada até pH neutro e, entdo, seco a temperature ambiente.
Por fim, quando necessario, ap6s acompanhamento por CCD, o sélido obtido foi purificado por
cromatografia em coluna (SiO>) utilizando misturas de hexano/AcOEt como fase movel, em

diferentes proporcdes.

6.1.3 Procedimento para as reacGes com o catalisador heterogéneo FesOs@SiO2-1N-
EDTA-Tb®* sob aguecimento em micro-ondas na sintese das 2,3-diidro-1H-1,5-

benzodiazepinas Bdz1-3

Em um tubo de vidro de 10 mL, especifico para reator micro-ondas, foram adicionados
1,2-diaminobenzeno (1,0 mmol, 0,1081 g), acetofenona correspondente (2,2 mmol), etanol (3,0
mL) e 30 mg do catalisador, juntamente com um agitador magnético. A reacdo foi realizada sob
irradiacdo de micro-ondas na temperatura desejada a 120 °C (monitorada por sensor de
infravermelho) no tempo de 60 minutos, sob a condigéo de vaso fechado. O progresso da reacéo
foi acompanhado por CCD. Apds o término, a mistura reacional foi deixada em repouso a
temperatura ambiente para esfriar e, em seguida, com o auxilio de um ima, o catalisador
magnético foi separado da mistura, realizando lavagem com etanol. O produto da reacdo foi
concentrado sob pressdo reduzida em evaporador rotatério e purificado por cromatografia em
coluna (SiO2, hexano/ AcOEt). O catalisador foi lavado com etanol anidro e seco a temperatura

ambiente.

2-metil-2,4-difenil-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina (Bdzl):

Aspecto fisico: Sélido amarelo.
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Ponto de fusdo: 104-107 °C (lit.: 107-108 °C) (REDDY et al., 2007).

Rendimento: 85 % (MeOH), 78 % (EtOH).

IV-FT (KBr, cm): 3277 (NH), 3061 (CH, Ar), 2972 e 2920 (C(sp3)-H), 1632 (C=N), 1595 e
1445 (C=C), 1329 (C-N). RMN !H (400 MHz, CDCls): § 7.57-7.63 (m, 4H, Ph-H), 7.38 (dd,
1H, J 7.5, 1.7 Hz, Ar-H), 7.15-7.35 (m, 6H, Ph-H), 7.02-7.14 (m, 2H, Ar-H), 6.86 (dd, 1H, J
7.6, 1.5 Hz, Ar-H), 3.56 (sl, 1H, NH), 3.17 (d, 1H, J 13.2 Hz, CH>), 2.99 (d, 1H, J 13.2 Hz,
CHy), 1.77 (s, 3H, CH3). RMN 13C (100 MHz, CDCls): & 168.2 (C-4), 147.6 (Car), 139.3 (Cay),
138.3 (Car), 130.1 (Car), 128.7 (Car), 128.5 (Car), 128.2 (Car), 127.4 (Car), 127.2 (Car), 126.7
(Car), 125.6 (Car), 121.8 (Car), 121.6 (Car), 73.9 (C-2), 43.3 (C-3), 30.1 (C-10). HRMS: m/z
calculado para C22H21N2 [M+H]": 313.1699, encontrado: 313.1714.

2-metil-2,4-bis(3-hidroxifenil)-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina (Bdz2):

Aspecto fisico: Solido amarelo.

Ponto de fusdo: 136-139 °C.

Rendimento: 92 % (EtOH).

IV-FT (KBr, cm™): 3335 (NH), 3242 (OH), 3055 (CH, Ar), 2963 e 2916 (C(sp®)-H), 1605
(C=N), 1582 e 1454 (C=C), 1323 (C-N), 1254 (C-O). RMN *H (500 MHz, DMSO-ds): 5 9.36
(s, 1H, OH), 9.16 (s, 1H, OH), 7.28 (s, 1H, PhAHOH), 6.92-7.13 (m, 8H, 7PhHOH e 1H, Ar-H),
6.82-6.88 (m, 1H, Ar-H), 6.72-6.78 (m, 1H, Ar-H), 6.53 (dd, 1H, J 7.9, 2.3 Hz, Ar-H), 5.60 (sl,
1H, NH), 3.14 (d, 1H, J 13.6 Hz, CH2), 2.83 (d, 1H, J 13.6 Hz, CH>), 1.59 (s, 3H, CH3). RMN
13C (125 MHz, DMSO-ds): 165.4 (C-4), 157.0 (Car), 156.8 (Car), 149.9 (Ca/), 140.9 (Ca),
139.6 (Car), 138.1 (Car), 128.8 (Car), 128.8 (Car), 128.7 (Car), 126.0 (Car), 121.0 (Car), 119.5
(Car), 118.1 (Car), 116.8 (Car), 116.1 (Car), 113.3 (Car), 113.1 (Car), 112.8 (Car), 71.2 (C-2),
42,6 (C-3), 30.6 (C-10). HRMS: m/z calculado para C22H21N202 [M+H]*: 345.1598,
encontrado: 345.1601.
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2-metil-2,4-bis(4-hidroxifenil)-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina (Bdz3):

Aspecto fisico: Sélido amarelo.

Ponto de fusdo: 205-208 °C (lit.: 218-220 °C) (AMOOZADEH et al., 2015).

Rendimento: 90 % (EtOH).

IV-FT (KBr, cm™): 3341 (NH), 3181 (OH), 3030 (CH, Ar), 2968 e 2924 (C(sp®)-H), 1612
(C=N), 1599 e 1454 (C=C), 1331 (C-N), 1240 (C-0). RMN H (500 MHz, DMSO-ds): 6 9.74
(s, 1H, OH), 9.14 (s, 1H, OH), 7.59 (d, 2H, J 8.8 Hz, PhHOH), 7.36 (d, 2H, J 8.8 Hz, PhAHOH),
7.06 (d, 1H, J 7.2 Hz, Ar-H), 6.93-6.99 (m, 2H, Ar-H), 6.82-6.87 (m, 1H, Ar-H), 6.66 (d, 2H,
J 8.8 Hz, PhHOH), 6.61 (d, 2H, J 8.8 Hz, PhHOH), 5.31 (sl, 1H, NH), 3.04 (d, 1H, J 13.3 Hz,
CHy), 2.79 (d, 1H, J 13.4 Hz, CH.), 1.58 (s, 3H, CH3). RMN *3C (125 MHz, DMSO-ds): 165.6
(C-4), 159.0 (Car), 155.6 (Car), 139.5 (Car), 139.4 (Car), 138.9 (Car), 130.4 (Car) 128.7 (Car),
128.0 (Car), 126.5 (Car), 125.3 (Car), 121.2 (Car), 119.8 (Car), 114.7 (Car), 114.4 (Car), 71.8
(C-2), 42.1 (C-3), 30.4 (C-10). HRMS: m/z calculado para C22H21N202 [M+H]*: 345.1598,
encontrado: 345.1575.

2,8-dimetil-2,4-difenil-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina + 2,7-dimetil-2,4-difenil-2,3-
diidro-1H-1,5-benzodiazepina (Bdz4 + Bdz4’):

Aspecto fisico: Sélido amarelo.
Ponto de fuséo: 96-98 °C (lit.: 90-92 °C) (AMOOZADEH et al., 2015).
Rendimento (Bdz4 + Bdz4’-60:40): 86 % (MeOH), 79 % (EtOH).
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IV-FT (KBr, cmt): 3281 (NH), 3055 (CH, Ar), 2968 e 2916 (C(sp®)-H), 1612 (C=N), 1570 e
1445 (C=C), 1329 (C-N).

IH NMR (400 MHz, CDCls):

Bdz4: & 7.64 —7.53 (m, 4H, Ph-H), 7.35 — 7.14 (m, 7H, 6Ph-H and 1Ar-H), 6.86 (ddd, 1H, J
= 8.0, 1.8, 0.6 Hz, Ar-H), 6.68 (d, 1H, J = 0.9 Hz, Ar-H), 3.63 (s, 1H, NH), 3.22 (d, 1H, J =
13.1 Hz, CH>), 2.99 (d, 1H, J = 13.1 Hz, CH>), 2.35 (s, 3H, ArCHj3), 1.77 (s, 3H, CHz).
Bdz4’: 5 7.64 — 7.53 (m, 4H, Ph-H), 7.35 — 7.14 (m, 7H, 6Ph-H and 1Ar-H), 6.93 (dd, 1H, J =
8.0, 1.6 Hz, Ar-H), 6.78 (d, 1H, J = 7.9 Hz, Ar-H), 3.63 (sl, 1H, NH), 3.15 (d, 1H, J = 13.1 Hz,
CHy), 2.97 (d, 1H, J = 13.1 Hz, CHy), 2.35 (s, 3H, ArCHg), 1.75 (s, 3H, CHa).

13C NMR (100 MHz, CDCls):

Bdz4: § 167.2 (C-4), 147.7 (Car), 139.6 (Car), 138.2 (Car), 137.3 (Car), 136.8 (Car), 129.9 (Car),
128.7 (Car), 128.4 (Car), 127.3 (Car), 127.2 (Car), 125.5 (Car), 121.6 (Car), 121.0 (Car), 117.9
(Car), 73.0 (C-2), 43.6 (C-3), 30.2 (C-10), 21.2 (C-11).

Bdz4’: 6 167.2 (C-4), 147.7 (Car), 139.6 (Car), 138.2 (Car), 137.3 (Car), 136.8 (Car), 130.0
(Car), 128.7 (Car), 128.4 (Car), 127.3 (Car), 127.2 (Car), 125.5 (Car), 122.5 (Car), 121.0 (Car),
117.9 (Car), 73.0 (C-2), 43.2 (C-3), 29.9 (C-10), 20.8 (C-11).

HRMS: m/z calculado para C23H23N2 [M+H]*: 327.1856, encontrado: 327.1837.

2,8-dimetil-2,4-bis(3-hidroxifenil)-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina + 2,7-dimetil-2,4-
bis(3-hidroxifenil)-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina (Bdz5 + Bdz5’):

Bdz5

Aspecto fisico: Sélido amarelo.

Ponto de fusdo: 143-146 °C.

Rendimento (Bdz5 + Bdz5°-65:35): 95 % (EtOH).

IV-FT (KBr, cm™): 3325 (NH), 3250 (OH), 3040 (CH, Ar), 2963 e 2914 (C(sp®)-H), 1603
(C=N), 1582 e 1452 (C=C), 1323 (C-N), 1254 (C-0O).

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds):
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Bdz5: § 9.34 (s, 1H, OH), 9.17 (s, 1H, OH), 7.29 — 7.24 (m, 1H, PhHOH), 7.10 — 6.89 (m, 6H,
PhHOH), 6.85 — 6.81 (m, 1H, PhHOH), 6.77 — 6.71 (m, 1H, Ar-H), 6.65 (dd, 1H, J = 8.0, 1.5
Hz, Ar-H), 6.55 — 6.50 (m, 1H, Ar-H), 5.58 (sl, 1H, NH), 3.17 (d, 1H, J = 13.6 Hz, CHy), 2.79
(d, 1H, J = 13.6 Hz, CHy), 2.25 (s, 3H, ArCHs), 1.58 (s, 3H, CHs).

Bdz5°: §9.38 (s, 1H, OH), 9.17 (s, 1H, OH), 7.29 — 7.24 (m, 1H, PhHOH), 7.10 — 6.89 (m, 7H,
6PhHOH e 1Ar-H), 6.85 — 6.81 (m, 1H, PhAHOH), 6.77 — 6.71 (m, 1H, Ar-H), 6.55 — 6.50 (m,
1H, Ar-H), 5.34 (sl, 1H, NH), 3.04 (d, 1H, J = 13.4 Hz, CH>), 2.81 (d, 1H, J = 13.4 Hz, CH>),
2.24 (s, 3H, ArCHs), 1.57 (s, 3H, CHa).

RMN 23C (100 MHz, DMSO-ds):

Bdz5: § 164.3 (C-4), 157.0 (Car), 156.8 (Car), 149.9 (Car), 141.1 (Car), 139.5 (Car), 135.4 (Car),
135.3 (Car), 129.2 (Car), 128.8 (Car), 128.8 (Car), 126.7 (Car), 120.9 (Car), 118.0 (Car), 116.6
(Car), 116.1 (Car), 113.2 (Car), 113.1 (Car), 112.9 (Car), 70.3 (C-2), 42.8 (C-3), 30.7 (C-10),
20.8 (C-11).

Bdz5’: 6 165.9 (C-4), 157.0 (Car), 156.9 (Car), 150.0 (Car), 140.8 (Car), 138.9 (Car), 137.0
(Car), 129.2 (Car), 128.9 (Car), 128.8 (Car), 128.6 (Car), 128.5 (Car), 121.3 (Car), 120.2 (Car),
118.2 (Car), 116.9 (Car), 116.1 (Car), 113.3 (Car), 112.8 (Car), 72.02 (C-2), 42.4 (C-3), 30.4 (C-
10), 20.2 (C-11).

HRMS: m/z calculado para C23H23N202 [M+H]*: 359.1754, encontrado: 359.1758.

2,8-dimetil-2,4-bis(4-hidroxifenil)-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina + 2,7-dimetil-2,4-
bis(4-hidroxifenil)-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina (Bdz6 + Bdz6’):

Aspecto fisico: Sélido amarelo.

Ponto de fusdo: 214-216 °C.

Rendimento (Bdz6 + Bdz6°-80:20): 91 % (EtOH).

IV-FT (KBr, cm™): 3335 (NH), 3227 (OH), 3030 (CH, Ar), 2961 e 2922 (C(sp®)-H), 1611
(C=N), 1589 e 1447 (C=C), 1329 (C-N), 1246 (C-0).
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RMN IH (500 MHz, DMSO-de):

Bdz6: § 9.70 (s, 1H, OH), 9.13 (s, 1H, OH), 7.56 (d, 2H, J = 8.8 Hz, PAHOH), 7.34 (d, 2H, J =
8.7 Hz, PhHOH), 6.95 (d, 1H, J = 7.9 Hz, Ar-H), 6.77 (d, 1H, J = 1.1 Hz, Ar-H), 6.67 — 6.58
(m, 5H, 4PhHOH e 1Ar-H), 5.26 (sl, 1H, NH), 3.06 (d, 1H, J = 13.4 Hz, CH,), 2.75 (d, 1H, J =
13.4 Hz, CHy), 2.23 (s, 3H, ArCHs), 1.57 (s, 3H, CHa).

Bdz6’: 6 9.74 (s, 1H, OH), 9.14 (s, 1H, OH), 7.58 (d, 2H, J = 8.8 Hz, PhHOH), 7.38 (d, 2H, J
= 8.7 Hz, PhHOH), 6.88 (d, 1H, J=1.4 Hz, Ar-H), 6.86 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 6.67 — 6.58
(m, 5H, 4PhHOH e 1Ar-H), 5.05 (sl, 1H, NH), 2.95 (d, 1H, J = 13.4 Hz, CH,), 2.75 (d, 1H, J =
13.4 Hz, CHy), 2.23 (s, 3H, ArCHa), 1.55 (s, 3H, CHs).

RMN 23C (125 MHz, DMSO-ds):

Bdz6: § 164.7 (C-4), 158.8 (Car), 155.6 (Car), 139.3 (Car), 138.8 (Car), 136.6 (Car), 134.4 (Cay),
130.7 (Car), 128.6 (Car), 128.3 (Car), 126.6 (Car), 121.2 (Car), 120.6 (Car), 114.6 (Car), 114.4
(Car), 71.0 (C-2), 42.3 (C-3), 30.5 (C-10), 20.7 (C-11).

Bdz6’: 6 166.0 (C-4), 159.0 (Car), 155.6 (Car), 140.0 (Car), 139.0 (Car), 136.8 (Car), 130.4
(Car), 128.8 (Car), 128.7 (Car), 128.6 (Car), 126.5 (Car), 121.2 (Car), 120.6 (Car), 114.7 (Car),
114.4, 72.3 (C-2), 42.3 (C-3), 30.5 (C-10), 20.2 (C-11).

HRMS: m/z calculado para C23H23N202 [M+H]*: 359.1754, encontrado: 359.1749.

2-metil-2,4-bis(4-cloro-3-nitrofenil)-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina (Bdz7):

Aspecto fisico: Sélido amarelo.

Ponto de fusdo: 173-175 °C.

Rendimento: 89 % (EtOH)

IV-FT (KBr, cm™): 3364 (NH), 3082 (CH, Ar), 2974 e 2930 (C(sp?)-H), 1603 (C=N), 1557 e
1472 (C=C), 1530 e 1348 (N=0), 1049 (C-ClI, Ar). RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): 5 8.17 (d,
1H, J = 2.2 Hz, H-2), 8.12 (d, 1H, J = 2.2 Hz, H2), 8.01 (dd, 1H, J = 8.6, 2.2 Hz, H-6"), 7.75
(dd, 1H, J = 8.5, 2.3 Hz, H-6°), 7.68 (d, 1H, J = 8.6 Hz, H-57), 7.58 (d, 1H, J = 8.5 Hz, H-5"),
7.18 (dd, 1H, J = 7.8, 1.4 Hz, Ar-H), 7.12 — 7.04 (m, 2H, Ar-H), 6.90 — 6.85 (m, 1H, Ar-H),
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6.13 (sl, 1H, NH), 3.67 (d, 1H, J = 14.0 Hz, CHz), 2.85 (d, 1H, J = 14.0 Hz, CH>), 1.72 (s, 1H,
CHs). RMN 23C (100 MHz, DMSO-de): § 162.1 (C-4), 148.6 (Car), 147.4 (Car), 147.0 (Ca),
139.1 (Car), 139.0 (Car), 136.3 (Car), 131.4 (Car), 131.3 (Car), 131.0 (Car), 129.8 (Car), 127.3
(Car), 125.9 (Car), 123.4 (Car), 123.0 (Car), 122.9 (Car), 120.5 (Car), 119.6 (Car), 70.7 (C-2),
41.9 (C-3), 30.1 (C-10). MS: m/z para [M™]: 471.01.

2,8-dimetil-2,4-bis(4-cloro-3-nitrofenil)-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina + 2,7-dimetil-
2,4-bis(4-cloro-3-nitrofenil)-2,3-diidro-1H-1,5-benzodiazepina (Bdz8 + Bdz8°):

O,N
Bdz8

Aspecto fisico: Sélido alaranjado.

Ponto de fusdo: 164-167 °C.

Rendimento (Bdz8 + Bdz8’-52:48): 87 % (EtOH).

IV-FT (KBr, cm™): 3350 (NH), 3078 (CH, Ar), 2970 e 2920 (C(sp®)-H), 1614 (C=N), 1558 e
1475 (C=C), 1530 e 1352 (N=0), 1051 (C-Cl, Ar).

RMN H (400 MHz, DMSO-ds):

Bdz8: § 8.15 (d, 1H, J = 2.2 Hz, H-2”), 8.08 (d, 1H, J = 2.2 Hz, H-2"), 7.99 (dd, 1H, J = 8.6,
2.2 Hz, H-6”), 7.71 (dd, 1H, J = 8.5, 2.3 Hz, H-6"), 7.67 (d, 1H, J = 8.6 Hz, H-57), 7.57 (d, 1H,
J=8.5Hz, H-5"), 7.07 (d, 1H, J = 8.0 Hz, Ar-H), 6.87 (d, 1H, J = 1.0 Hz, Ar-H), 6.68 (ddd,
1H,J=8.0, 1.8, 0.5 Hz, Ar-H), 6.12 (sl, 1H, NH), 3.70 (d, 1H, J = 14.1 Hz, CH>), 2.80 (d, 1H,
J=14.1Hz, CHy), 2.26 (s, 3H, ArCHz), 1.71 (s, 3H, CHa).

Bdz8’: §8.17 (d, 1H, J = 2.2 Hz, H-2”), 8.14 (d, 1H, J = 2.3 Hz, H-2"), 8.01 (dd, 1H, J = 8.6,
2.2 Hz, H-6”), 7.79 (dd, 1H, J = 8.5, 2.3 Hz, H-6"), 7.69 (d, 1H, J = 8.6 Hz, H-5), 7.59 (d, 1H,
J = 8.5 Hz, H-5%), 7.00 (d, 1H, J = 1.4 Hz, Ar-H), 6.96 (d, 1H, J = 8.1 Hz, Ar-H), 6.91 (ddd,
1H,J=8.1, 2.0, 0.5 Hz, Ar-H), 5.88 (sl, 1H, NH), 3.56 (d, 1H, J = 13.9 Hz, CH>), 2.84 (d, 1H,
J=13.9 Hz, CHy), 2.24 (s, 3H, ArCHg), 1.68 (s, 3H, CHa).

RMN 2C (100 MHz, DMSO-ds):
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Bdz8: 6 160.7 (C-4), 148.7 (Car), 147.0 (Car), 139.4 (Car), 138.9 (Car), 136.8 (Car), 133.6 (Car),
131.3 (Car), 131.3 (Car), 131.0 (Car), 130.3 (Car), 128.8 (Car), 125.6 (Car), 123.2 (Car), 1223.0
(Car), 122.8 (Car), 120.8 (Car), 120.3 (Car), 69.7 (C-2), 42.1 (C-3), 30.2 (C-10), 20.8 (C-11).
Bdz8’: 5 162.8 (C-4), 148.8 (Car), 147.4 (Car), 139.1 (Car), 137.0 (Car), 136.4 (Car), 133.6
(Car), 131.4 (Car), 131.4 (Car), 131.3 (Car), 129.4 (Car), 128.8 (Car), 128.1 (Car), 125.9 (Ca),
123.4 (Car), 123.0 (Car), 122.9 (Car), 120.4 (Car), 71.37 (C-2), 41.7 (C-3), 29.8 (C-10), 20.0
(C-11).

MS: m/z para [M*]: 485.03.

Intermediério 4-[1-[(2-aminofenil)imino]etil]-1,3-Benzenodiol (A9):

6
5 78 on
2
4 AL 3
NH -
2 6 Z74™oH
A9

Aspecto fisico: Sélido amarelo.

Ponto de fusdo: 187-189 °C.

Rendimento: 13 %.

IV-FT (KBr, cm™): 3302 e 3256 (NH), 3165 (OH), 3013 (CH, Ar), 2968 e 2887 (C(sp®)-H),
1624 (C=N), 1599 e 1489 (C=C), 1362 (C-N), 1242 (C-O). RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds):
8 15.35 (s, 1H, OH), 9.99 (s, 1H, OH), 7.55 (d, 1H, J = 8.8 Hz, H-6’), 6.90 (ddd, 1H, J =8.0, J
= 7.3, 1.6 Hz, H-5), 6.75 (dd, 1H, J = 8.0, 1.3 Hz, H-4), 6.65 (dd, 1H, J = 7.7, 1.6 Hz, H-7),
6.58 (ddd, J=7.7,J=7.3, 1.3 Hz, H-6), 6.32 (dd, 1H, J = 8.8, 2.5 Hz, H-5’), 6.24 (d, 1H, J =
2.5 Hz, H-3), 4.68 (sl, 2H, NH2), 2.22 (s, 3H, CHs3).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-dg): & 172.39 (C-1), 164.27 (Car), 161.71 (Car), 140.04 (Car),
131.84 (Car), 131.14 (Car), 125.53 (Car), 121.71 (Car), 116.23 (Car), 114.98 (Car), 112.45 (Car),
106.56 (Car), 102.88 (Car), 16.69 (C-8).

HRMS: m/z calculado para C14H15N202 [M+H]*: 243.1128, encontrado: 243.1132.
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Intermediérios 4-[1-[(2-amino-4-metilfenil)imino]etil]-1,3-Benzenodiol + 4-[1-[(2-amino-
5-metilfenil)imino]etil]-1,3-Benzenodiol (A10 + A10°):

9
) 6 6 8
> 78 on 5 ! OH
2 2
AL . 4 A1 .
* Y 2 le\©i Y ? NJ1\©\3
. NH .
NH, 6 ZMoH 2 6 2. 47OH
A10 > AL0’

Aspecto fisico: Solido amarelo.

Ponto de fusdo: 201-204 °C.

Rendimento (A10 + A10°-71:29): 12 % (EtOH)

IV-FT (KBr, cm™): 3318 e 3248 (NH), 3161 (OH), 3007 (CH, Ar), 2918 e 2858 (C(sp?)-H),
1622 (C=N), 1599 e 1460 (C=C), 1362 (C-N), 1256 (C-O).

RMN H (500 MHz, DMSO-ds):

A10: 8 15.55 (s, 1H, OH), 9.97 (s, 1H, OH), 7.53 (d, 1H, J = 8.8 Hz, H-6"), 6.57 (d, 1H,J= 1.8
Hz, H-4), 6.55 (d, 1H, J = 7.8 Hz, H-7), 6.39 (ddd, 1H, J = 7.8, 1.8, 0.6 Hz, H-6), 6.31 (dd, 1H,
J=8.8,2.5Hz, H-5"),6.23 (d, 1H, J = 2.5 Hz, H-3°), 4.62 (s, 2H, NHy), 2.22 (s, 1H, CH3), 2.18
(s, 1H, ArCHa).

A10’: 5 15.37 (s, 1H, OH), 9.99 (s, 1H, OH), 7.54 (d, 1H, J = 8.8 Hz, H-6"), 6.72 (ddd, 1H, J =
8.0, 1,6, 0.6 Hz, H-5), 6.65 (d, 1H, J = 8.0 Hz, H-4), 6.48 (d, 1H, J = 1.6 Hz, H-7), 6.32 (dd,
1H,J=8.8, 2.5 Hz, H-5%), 6.24 (d, 1H, J = 2.5 Hz, H-3"), 4.47 (s, 2H, NH2), 2.22 (s, 3H, CHa),
2.16 (s, 3H, ArCHy).

RMN C (100 MHz, DMSO-ds):

A10: 6 172.2 (C-1), 164.5 (Car), 161.6 (Car), 139.9 (Car), 134.5 (Car), 131.0 (Car), 129.3 (Car),
121.6 (Car), 117.0 (Car), 115.5 (Car), 112.5 (Car), 106.4 (Car), 102.89 (Car), 20.82 (C-9), 16.57
(C-8).

A10’: § 172.2 (C-1), 164.3 (Car), 161.6 (Car), 137.34 (Car) 131.8 (Car), 131.1 (Car), 126.0
(Car), 124.9 (Car), 122.1 (Car), 115.2 (Car), 112.4 (Car), 106.5 (Car) , 102.86 (Car), 20.11 (C-
9), 16.69 (C-8).

HRMS: m/z calculado para C1sH17N202 [M+H]*: 257.1285, encontrado: 257.1285.
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6.1.4 Avaliacdo da Atividade Antioxidante

Os ensaios de atividade antioxidante foram realizados no Laboratério de Bioquimica
do Departamento de Medicina Tropical da Universidade Federal de Pernambuco, em

colaboracdo com o pesquisador Me. Bruno Oliveira de Veras.

6.1.4.1 Método DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil)

A avaliacdo da atividade antioxidante dos compostos pelo método do sequestro de
radical livre foi medida por meio de doacdo de hidrogénio usando o radical estavel DPPH’
(KOSE et al., 2010). Sucessivas dilui¢des de uma solucéo de reserva de DPPH metanodlica (200
umol/L) foram realizadas para obter uma absorbancia UV-VIS entre 0,6-0,7 a 517 nm, de modo
a obter-se uma solucao de trabalho. Diferentes concentracdes do composto teste (40 puL) foram
misturadas com a solugdo de DPPH (250 pL) e apds 30 min de incubagéo, ao abrigo da luz, as
absorbancias foram lidas ao mesmo comprimento de onda mencionado acima. As medidas
foram feitas em triplicatas e as atividades de inibigdo foram calculadas com base na
porcentagem de DPPH removido. Um anélogo da vitamina E (Trolox®) e o hidroxitolueno
butilado (BHT) foram usados como padrdes. A solucdo de DPPH sem 0 composto teste serve
como controle. A porcentagem da atividade de eliminacdo de radicais DPPH foi calculada

utilizando a equagao 1:

Atividade de eliminacéo de radicais DPPH (%) = [(Ac -As) / Ac] x 100  (Equacéo 1)

onde Ac € a absorbancia do controle (todos os reagentes exceto 0 composto teste) e As é a
absorbancia do composto teste. O Clsg de DPPH foi calculado com base na regresséo linear da
porcentagem de DPPH remanescente contra a concentra¢do do composto teste.

6.1.4.2 Método ABTS (acido 2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico))

Atividade antioxidante dos compostos pelo o ensaio ABTS, baseou-se na geracdo do
radical catibnico croméforo obtido a partir da oxidagdo de ABTS por persulfato de potéssio.
Para esta analise, foi utilizada a metodologia descrita por RE et al. (1999). Todas as medidas

foram realizadas em triplicata e as atividades de inibicdo foram calculadas a partir da
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porcentagem de ABTS removido. Um anélogo da vitamina E (Trolox®) e o hidroxitolueno
butilado (BHT) foram usados como padrdes. A porcentagem da atividade de eliminagéo de

radicais ABTS foi calculada a partir da equacéo 2:

Atividade de eliminacdo de radicais ABTS (%) = [(Ac -As) / Ac] x 100 (Equacéo 2)

onde Ac € a absorbancia do controle (todos os reagentes exceto 0 composto teste) e As é a
absorbancia do composto teste. O Clso de ABTS foi calculado com base na regressdo linear da

porcentagem de ABTS remanescente contra a concentragdo do composto teste.

6.1.4.3 Capacidade Antioxidante Total (CAT)

A capacidade antioxidante total (CAT) dos compostos foi avaliada pelo método do
fosfomolibdénio (c et al., 2011). Os ensaios consistiram na reducdo do Mo®* para Mo®" pelo
composto, levando a formagéo de um complexo esverdeado fosfato/Mo®* em pH &cido. Para
tanto, aos compostos foi adicionado acido sulfurico 0,6 mol/L, fosfato de sddio 28 mmol/L e
molibdato de aménio 4 mmol/L. As misturas foram incubadas a 100 °C por 90 min. A
absorbancia de cada solucéo foi lida a 695 nm contra um branco. Para o branco a amostra foi
substituida por metanol. Os padrbes utilizados foram o acido ascorbico e o BHT. A
porcentagem de capacidade antioxidante total (CAT) foi calculada de acordo com a equacéo
3:

Capacidade antioxidante total (%) = [(Ac -As) / Ac] x 100 (Equacéo 3)
onde Ac € a absorbancia do controle (todos os reagentes exceto 0 composto teste) e As é a
absorbancia do composto teste. O Clso de CAT foi calculado com base na regresséo linear da
atividade contra a concentracdo do composto teste.
6.1.5 Avaliacdo da Atividade Antifungica
Os ensaios de atividade antioxidante foram realizados no Laboratorio de Bioguimica

do Departamento de Medicina Tropical da Universidade Federal de Pernambuco em

colaboragdo com o pesquisador Me. Bruno Oliveira de Veras.
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6.1.5.1 Micro-organismos Testados

Para os ensaios de atividade antifungica foram testadas quatro cepas de duas espécies
do género Sporothrix: Sporothrix brasiliensis (UFPE121); Sporothrix brasiliensis (UFPE145);
Sporothrix brasiliensis (UFPE230); Sporothrix schenckii (UFPE289). Os micro-organismos

foram fornecidos pelo Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco.

6.1.5.2 Determinacdo da Concentracgdo Inibitoria Minima (CIM) e da Concentracéo
Fungicida Minima (CFM)

O ensaio de suscetibilidade a microdiluicdo em caldo seguiu o protocolo CLSI M60
(2018). Foram utilizadas placas de fundo plano de 96 pocos para realizar este ensaio. Os
compostos foram solubilizados em dimetilsulféxido (DMSO) e diluidos no meio de cultura
utilizado no ensaio, reduzindo a concentracao final do solvente para 1%. Os compostos, a 2048,
1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 ¢ 1 ug/mL foram adicionados em meio RPM-1640
(tamponado com MOPs) adicionando suspensdo de levedura, aproximadamente 5 x 102
UFC/mL. As amostras foram incubadas a 30 °C por 24 h. A solucéo de resazurina (0,01 %) foi
usada como indicador na visualizacdo da mudanca de cor: qualquer mudanca na cor de purpura
para rosa foi registrada como crescimento de levedura. A menor concentracdo, na qual nao
houve mudanca de cor, foi tomada como CIM. Posteriormente, 10 puL de cada pogo foram
semeados em placas contendo meio de 4gar Sabouraud Dextrose e incubados por 24 h a 30 °C
para determinar a concentracdo fungicida minima (CFM). O fluconazol foi usado com droga de

referéncia. Cada ensaio nesta experiéncia foi realizado em triplicata.

6.1.6 Estudo In Silico

O estudo computacional das propriedades ADME e de toxicidade dos compostos
sintetizados foi realizado utilizando os programas online de acesso livre Molinspiration e Osiris
Property Explorer. Dentre os pardmetros fisico-quimicos calculados e avaliados estdo incluidos
os parametros de Lipinski (peso molecular — PM, lipofilicidade — cLog P, nimero de doadores
de ligacdo de hidrogénio — nHBD e niimero de aceptores de ligacdo de hidrogénio — nHBA),

além da solubilidade aquosa (Log S), numero de ligagdes rotaciondveis (nRB), area de
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superficie polar topolégica (TPSA) e o percentual de absor¢do intestinal (ABS), o qual foi
estimado de acordo com a equacao 4 (ZHAO et al., 2002):

ABS (%) =109 — 0345 x TPSA (Equacao 4)

6.1.7 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como valores médios + desvio padrao de trés

® versio

determinagdes independentes. A andlise estatistica foi realizada com o GraphPad Prism
5.0. Os dados foram analisados por meio da analise de variancia (ANOVA), seguida do teste

post hoc de Tukey (p <0,05).
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Espectro 1: Espectro de infravermelho (KBr) da 2°,4’-diidroxiacetofenona
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Espectro 2: Espectro de RMN H (400 MHz, DMSO-ds) da 2°,4°-diidroxiacetofenona
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Espectro 3: Espectro de RMN *C-DEPT-135 (100MHz, DMSO-ds) da 2°,4°-diidroxiacetofenona

125

[+] an W
— n [ m
- [0s) ol o]
m o [=] o]
u S = B
I |
OH o
HO
]
I
I
o " N " "
i ’ A il L
0 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 60 50 40 30 20 10
11 (ppm)

Espectro 4: Espectro de RMN 3C (100MHz, DMSO-ds) da 2°,4°-diidroxiacetofenona
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Espectro 5: Espectro de infravermelho (KBr) de Bdz1
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Espectro 6: Espectro de RMN H (400MHz, CDCl3) de Bdz1l
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Espectro 7: Espectro de RMN *C-DEPT-135 (100MHz, CDCls) de Bdz1l
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Espectro 8: Espectro de RMN *3C (100MHz, CDCls) de Bdz1
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Espectro 9: Razao isotopica do espectro de massas de alta resolucdo de Bdzl
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Espectro 10: Espectro de infravermelho (KBr) de Bdz2
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Espectro 11: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-dg) de Bdz2
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Espectro 12: Espectro de RMN *C-APT (125 MHz, DMSO-dg) de Bdz2
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Espectro 13: Razdo isotdpica do espectro de massas de alta resolucdo de Bdz2
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Espectro 14: Espectro de infravermelho (KBr) de Bdz3

110
100 -
90 -
—_ U‘O
S 80 - | 5
o B 55
: ;| g
& 70 - e /
£ 5
(2] - ‘
C
S 60 8
= L] g
50 -
40 g
T T T T T T T T T T - T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (%0)

130



131

Espectro de RMN H (500 MHz, DMSO-ds) de Bdz3
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Espectro 17: Razdo isotdpica do espectro de massas de alta resolucdo de Bdz3
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Espectro 18: Espectro de infravermelho (KBr) de Bdz4 e Bdz 4’
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Espectro 19: Espectro de RMN *H (400 MHz, CDCls) de Bdz4 + Bdz4’

(Bdz-4)
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*sinais de impureza da acetofenona de partida apds coluna cromatografica (possui Rt muito proximo de Bdz4/4°).



Espectro 21: Espectro de RMN *3C (100 MHz, CDCls) de Bdz4 + Bdz4’
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Espectro 22: Raz&o isotopica do espectro de massas de alta resolucdo de Bdz4 e Bdz4’
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Espectro 23: Espectro 22: Espectro de infravermelho (KBr) de Bdz5 e Bdz5’
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Espectro 24: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) de Bdz5 + Bdz5’
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Espectro de RMN *C-APT (100 MHz, DMSO-ds) de Bdz5 + Bdz5’
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Espectro 27: Espectro de infravermelho (KBr) de Bdz6 e Bdz6’
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Espectro 28: Espectro de RMN *H (500 MHz, DMSO-ds) de Bdz6 + Bdz6’
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Espectro de RMN *C-APT (125 MHz, DMSO-dg) de Bdz6 + Bdz6’

(Budz-6)
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Espectro 31: Espectro de infravermelho (KBr) de Bdz7
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Espectro 32: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-dg) de Bdz7
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Espectro 33: Espectro de RMN *C-APT (100 MHz, DMSO-dg) de Bdz7
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Espectro 34: Razdo isot6pica do espectro de massas de baixa resolucao de Bdz7
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Espectro 35: Espectro de infravermelho (KBr) de Bdz8 e Bdz8’
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Espectro 36: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) de Bdz8 + Bdz8’
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Espectro 37: Espectro de RMN *C-APT (100 MHz, DMSO-dg) de Bdz8 + Bdz8’
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Espectro 38: Razéo isotopica do espectro de massas de baixa resolucdo de Bdz8 e Bdz8’
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Espectro 39: Espectro de infravermelho (KBr) de A9
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Espectro 40: Espectro de RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) de A9
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Espectro 41: Espectro de RMN *C-APT (100 MHz, DMSO-dg) de A9
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Espectro 43: Espectro de infravermelho (KBr) de A10 e A10°
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Espectro 45: Espectro de RMN 3C (125 MHz, DMSO-ds) de A10 + A10°
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ANEXO: PUBLICAGCAO GERADA A PARTIR DO TRABALHO DE TESE
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Synthesis of Hydroxybenzodiazepines with Potential Antioxidant and Antifungal Action
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“Depariamenks de Quinics, Lwiverridads Federal do Avratha, 55051900 Jodo Fessog-PE, Bzl
Hoepanianeic de Medicing Tropical afversidade Federal de Persambuce, S06 700000 Reclfe- P, Sl

Ecnmdisrapines dortralives 202 nitrogen helerocyolic compouads thal hove ver ous indusiial
myniiatic, ond madiciesl opplications. Thertore, | i potoial felby jusifies swenyofion boemnds (e
imprvemert of new, s ociive, md compelont O Ehas htororyolic Coempousds. Th
aovelty of Lhis siidy eacnnpeses he synhass of pew pdroayisled soalops of |
ingeiber with {he evaluaiion of Lhelr b ological s antionddants and niifun gais cendidales.
Addtionaily, the repocied entifengal aciivity sgains fengl of the Spovoitric scheechl comples
maspursies en mpracedentod propedy lor this class of compounds. The resulls of Mological
aciivilies sssays sugppes! (hal the noeel 2,7-dimethys- I, &-bisid-ryde o yplo yi- 2.5 -8 ydro-
LH-1 3-terodiaropine: possessas o bigh entifengal activily sgalest all funpal sirins cvalualed
of the Sporodhrir penes sad cutslandicg ioisl acikoxkisnt cepacity. Heskdes, e aliioo siodies have
ividenond Lhat ihe hydroaylsled derivaiives have the besi sqeooes soluilily md ool permeabllity
e, whick mokas thom superion in comperison with Dk oomenamisl 2ol fucgal |iecosmis,

3 dreg; commoal y used in the nestmenl of spomirichosis.

Keywonis: biokogical ciivilies, solvenl eSact, ATBSE prmpenics, Spomifri

Introduction

The hetmocyclic compounds are o esseafial closs
of molemules with 3 wide spactrum of pharmacological
progerties. I iscludes 1,4- ssd 1 5-Benrodiarepines,
which are of fundameatal imporissce due 1o hovisg o
broad sinsciwrsl and pharmacclogical polentisl *# Some
examples of benzodisrepines commercially avalable o=
pychotherapeutic agenis ower the years by pharmacentical
lahomtories are dlesirated in Figees 1.

In sddition 1o the well-esisblished applications af
hemndiarepines, other phermarological sofvities ischde
antimicrebaal, ™ anii-inflammalory,™ anticasdanl s
analpesic,™ antimncer, " aathelmintic,'* leishmasicidal
antimularial.' antivirzl™ asd sati-HIY (buman
immunadeficiescy virus). " Purthermore, these compounds
have fond great use as istmmediales in ob@ining other
fused ring hetemopcles. ™

Ihis lonimen that the sructural vty ofM-hat=mopclic
compounds allows the poleatiation of the pharmaonlogical
properties of drugs or drug candidaies. Therefore,
incorporation of polar (e.g., hydroayly and non-polar
{eg.. alkl) groups seables the oplimiration of physical-

chemacal paramediers of the molecule, such as lipophilicity,
solubiity, mumber of dosors ssd aocepiors of bydmgen
hosding msd nthers, nesliisg i sscreassd inlemctioss with
biomacromelecules and, thenefors, i the sieesficsos of
hiakagical activity. == Comaegueatly, Lhis class continues 1o
be explored in omder 1o obiain new leadisg molecules for
dnig developmesi that wre more efficient for e l=atmenl
of lhe mosi vared dseases.

Previous work"™* regardisg the synthesis of
1,5-beszodimerpines is via cyclocondensalion reactions
of 1.2-dismischesrens with ketoses or o f-ursatumied
carbomyl compounds, makisg vse of different cutalysis.
In the field of grees chemistry, many siudizs® hove
imvestigaied the use of orgamc ackds, for the development
of sustimnable protocols. In some of them, the use of
Iechadques such ax microwaves™™ and ultrasousd™ have
ukeo been described i achieve higher yiekds in shorier
reaction [imes.

About the antinodant sctivily of bemeodiznepizes, in
genenal, it hes been mors evidenl in those oontaining @
phenolic Bydmxyl group in s sinsciwee, as for example,
fi-hydemmy-2-mathyl- 2 4-tesl d-chlorophenyl)-2, 3-dihydro-
1#-1_5-henendizrepine. ™ The conjugaied & sysiems favor
hydeogen transher of hydmooyl group due sisbiffeaton of
the fonmed radical = 5o, Lhese molemules ol os aatioxidant
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