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RESUMO

Este trabalho apresenta a sintese de ésteres da Tianeptina, bem como o estudo fotofisico
envolvendo a interagdo da Tianeptina e derivados com a proteina albumina sérica bovina.
Os derivados sintetizados apresentaram absorcdo na regido do ultravioleta na mesma
regido do precursor Tianeptina, cujos valores do coeficiente de absortividade molar
mostraram-se coerentes com transi¢des n- 7*. Com o0 objetivo de avaliar interacdes entre
BSA e os derivados foram realizadas medidas de fluorescéncia em diferentes
temperaturas. A Tianeptina e os derivados 3a, 3b, 3d e 3e apresentaram diminui¢do da
intensidade de fluorescéncia da proteina e os mecanismos de supressdo foram avaliados
como sendo estaticos segundo a equacdo de Stern-Volmer apenas para a Tianeptina.
Também foram calculadas as constantes de ligagdo, o nimero de sitios de interacdo com

a proteina e obtidos os espectros de fluorescéncia sincronizada.

Palavras-chaves: Tianeptina, albumina sérica bovina, supressdo de fluorescéncia,

fluorescéncia sincronizada.
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ABSTRACT

This work present the synthesis of Tianeptine esters and the photophysical study of the
interaction of Tianeptine and derivatives with bovine serum albumin. The derivatives
showed absorption in the ultraviolet at the same range of the Tianeptine precursor, with
values of molar extinction coherent with n-n* transitions. In order to investigate
interactions between BSA and derivatives, a fluorescence study was performed at
different temperatures. Tianeptine and derivatives 3a, 3b, 3d and 3e decreased the
fluorescence intensity of the protein and the suppression mechanism were identified as
static by the Stern-Volmer equation only to Tianeptine. It also was calculated the binding
constants, the number of binding sites and the synchronous fluorescence spectra was

acquired.

Keywords: Tianeptine, bovine serum albumin, fluorescence quenching, synchronous

fluorescence.
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1. INTRODUCAO

A depressdo € uma desordem mental bastante comum que afeta homens e
mulheres de todas as idades. Dados da Organizacdo Mundial da Saude estimam que cerca
de 350 milhdes de pessoas no mundo sofrem com a doenga e que cerca de 800 000
suicidios ocorrem a cada ano, sendo essa a segunda maior causa de morte entre jovens de
15 a 29 anos.! A depressdo, juntamente de outros distlrbios psiquicos, ja foi considerada
por muitos especialistas como o grande mal do século XXI.? Dentre seus sintomas
destacam-se a tristeza profunda, perda de interesse e prazer, distirbios no sono e no

apetite, bem como dificuldade em concentrar-se.

Até a década de 50, pacientes com disturbios mentais, tal como a depressao,
tinham poucas perspectivas com relacdo a cura e somente com a introducdo dos
antidepressivos triciclicos (ADTSs) e os inibidores de mono amina oxidase (IMAOS) no
mercado, é que alguma esperanca surgiu para estes pacientes. Contudo, somente com o
surgimento das substancias conhecidas como inibidores seletivos de recaptacdo de
serotonina (ISRSs), ha apenas vinte anos atras, que 0s maiores avangos no tratamento da
depresséo foram evidenciados.® Os mais conhecidos antidepressivos do grupo ISRSs séo

a fluoxetina, a paroxetina, a sertralina e o citalopran.

Diversas outras classes de substancias também foram desenvolvidas com o intuito
de diminuir os efeitos colaterais apresentados pelos grupos anteriores, como os inibidores
seletivos de recaptura de serotonina e noradrenalina (ISRSN) e os inibidores de recaptura
de serotonina e antagonista alfa 2 (IRSAs) entre outros.* Apesar dos avangos no
desenvolvimento de medicamentos para o tratamento da depresséo, esses novos agentes
muitas vezes ndo sdo tdo eficazes e ndo possuem acdo tdo rdpida quanto seus
predecessores de forma que cerca de 30% dos pacientes ndo respondem as terapias

utilizando esses novos medicamentos.*

A Tianeptina € um antidepressivo da classe dos benzotiazepinicos, tendo sido o
resultado da pesquisa racional para o desenvolvimento de novos agentes antidepressivos.
Comercializada no Brasil sob o0 nome de Stablon®, esse medicamento foi sintetizado pela
primeira vez no Instituto Servier, na Franga.® A Tianeptina é considerada um farmaco de

ultima geracdo para o tratamento da depress@o e outras desordens psiquiatricas, sendo



indicada para o tratamento de estados ansio-depressivos com queixas somaticas e em

particular digestivas e também para pacientes etilistas no periodo de abstinéncia.®

Sendo considerada de mecanismo de acgdo atipico, pois diferentemente dos
IMAOs e dos ISRSs que diminuem a recaptacdo de serotonina, a Tianeptina estimula a
entrada da serotonina pelos neurdnios do cortex, hipocampo e sistema limbico.” Esse
mecanismo de acdo diferenciado é o que tem intrigado muitos cientistas e pesquisadores
dessa area e que tem levado a propor novos modelos para explicar o que realmente

acontece em um individuo com depress&o.®

Além de ser um medicamento antidepressivo, a Tianeptina também possui outras
atividades bioldgicas benéficas, como atividade antiproliferativa em células de cancer de
préstata humanas®, atividade neuroplastica e neuroprotetora, além de outros beneficios.°
Dessa forma, a elaboragédo de novos derivados da Tianeptina torna-se interessante para o
desenvolvimento de medicamentos para o tratamento de doencas neurolégicas, alem da

depressao.

Sendo assim, nesse trabalho foram sintetizados sete novos ésteres
benzotiazepinicos variando-se 0 numero de carbonos da cadeia alquilica, a fim de
verificar a influéncia dos parametros hidrofilicos e hidrofobicos na interacdo destes

potenciais fa&rmacos com a proteina BSA.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Substancias Psicotrépicas Utilizadas no Tratamento da Depresséo.

A nocao de que a depressdo € proveniente de um desequilibrio quimico no cérebro
envolvendo os neurotransmissores como a dopamina, noradrenalina e a serotonina
(Figura 1), ja foi utilizada até como propaganda na venda de medicamentos
antidepressivos.'* Contudo, apesar da depressdo influenciar na distribuicio destes
neurotransmissores, é algo muito mais complicado e que ndo depende sé dos niveis dessas

substancias, mas também de vérias contribuigcdes psicoldgicas e do estilo de vida do

individuo.
OH
NH HO NH
N HO
N HO
Serotonina Dopamina Noradrenalina

Figura 1: Neurotransmissores do sistema nervoso central.

As substancias psicotropicas (psique = mente, tropos = alteracdo) sdo compostos
modificadores seletivos do sistema nervoso central (SNC) empregados para o tratamento
de disturbios psiquicos. Seu uso é conhecido desde a antiguidade e hoje sdo
frequentemente empregados na farmacoterapia. Fazem parte do grupo das substancias
psicotrépicas, os ansioliticos e hipndticos, os antipsicéticos ou neurolépticos, 0s

alucindgenos e também os antidepressivos.?

A depressdo € um dos transtornos neurolégicos mais comuns e diversos tipos de
terapias estdo atualmente disponiveis para o tratamento da doenca, como as terapias
convencionais utilizando medicamentos e a psicanalise, terapias cognitivo-
comportamentais e terapias interpessoais, as Uultimas ndo envolvem o uso de
medicamentos.'® Os antidepressivos tém se mostrado um recurso terapéutico importante
em depressdes de intensidade moderada ou grave. Contudo, apesar da gama variada de
tratamentos para depressdo, a Organizacdo Mundial da Saude estima que menos da

metade dos pacientes tem acesso a alguma dessas terapias.t



A maioria dos antidepressivos sao substancias organicas, com excecao aos sais de
litio e sdo classificados de acordo com o seu mecanismo de a¢ao. Os primeiros a estarem
disponiveis comercialmente foram os antidepressivos triciclicos (ADTSs), cujo
mecanismo de acdo consiste na inibicao pré-sinaptica da norepinefrina e serotonina (5-
HT). Contudo, apesar da sua eficAcia comprovada, constituem o grupo propenso a
diversos efeitos colaterais como: boca seca, visao turva, retencdo urinaria, aumento da
frequéncia cardiaca, tremores das mdos, urticarias, entre outros.* Alguns dos

representantes dessa classe de compostos séo: a imipramina e a amitriptilina (Figura 2).

Os inibidores da monoamina oxidase (IMAQs), como o proprio nome diz, inibem
o funcionamento da enzima MAO. Sdo exemplos de medicamentos a iproniazida,
isocarboxazida e fenelzina. Porém, apesar de sua atividade antidepressiva, foram
observados casos de hipertensdo devido ao uso dos medicamentos. Ja os inibidores
seletivos de recaptacéo de serotonina (ISRSs) permitiram grandes avangos no tratamento
da depresséo. Seu mecanismo de acdo envolve a inibi¢do potente e seletiva de serotonina,
potencializando a neurotransmissdo serotonérgica. A fluoxetina € o representante mais
conhecido desta classe, mas também podemos citar o citalopram, a fluvoxamina e a

sertralina (Figura 2) como sendo bastante conhecidos.*
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Figura 2: Alguns dos medicamentos mais comuns empregados no tratamento da

depresséo.



A fluoxetina é o antidepressivo mais comumente utilizado para o tratamento da
depressdo devido ao seu baixo custo e também a sua larga faixa de atividade para
tratamento de distarbios como o TOC (transtorno obsessivo compulsivo), TPM (tensdo
pré-menstrual) e bulimia nervosa.'* Contudo, estudos recentes em ratos, indicam que o
uso de fluoxetina pode promover distdrbios no sistema reprodutor, como atraso da
puberdade, modificagdes no desenvolvimento folicular e ovulagdo.'® Além disso, outros
efeitos colaterais tais como: boca seca, confusdo mental e inibicao do apetite, também séo

recorrentes.*

A indicacdo de antidepressivos do grupo ISRSs para gestantes e para casos de
depressio pos-parto vem crescendo nos Gltimos anos.*® Porém, tanto a fluoxetina, como
o citalopram e os demais medicamentos dessa classe sao distribuidos para o leite materno

e 0 bebé pode receber até 17% da dose materna do medicamento.*

Outros grupos de medicamentos também foram produzidos com o intuito de
diminuir os efeitos colaterais dos grupos anteriores, como por exemplo, os inibidores
seletivos da receptacédo de serotonina e noradrenalina (ISRSNs), sendo a venlafaxina um
representante deste grupo, e os inibidores de recaptura de serotonina e antagonista alfa 2

(IRSAs), onde a nefazodona e a fenilpiperazina sdo os representantes (Figura 2).

A despeito do mecanismo de agdo, os antidepressivos levam em geral um periodo
de seis a oito semanas para que seja possivel observar se houve ou ndo uma reposta.’®
Além disso, outro fato comum aos antidepressivos de diferentes estruturas é que estes
possuem a capacidade de aumentar ou diminuir a disponibilidade sinaptica de um ou mais
neurotransmissores, por meio da acdo em diversos receptores e ativacdo de enzimas
especificas.)” Todavia, isso ndo explica a demora no tempo de resposta dos
medicamentos, mas sugere que a melhora dos sintomas da depressao, requeira mudancas

adaptativas na neurotransmissao.
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Figura 3: Simulacéo do efeito de um antidepressivo ao longo do tempo.

Essas mudancas adaptativas na neurotransmissdo, conforme ilustrado na Figura 3,
iniciam com a introducdo do antidepressivo. Inicialmente ha& um aumento répido da
quantidade de neurotransmissor, porém, o efeito clinico é retardado, uma vez que é
preciso que ocorra a dessensibilizacdo do receptor envolvido. Conforme a
dessensibilizacdo ocorre, 0 paciente apresenta melhora no estado emocional. Essa relacédo
de tempo é que deu origem a hip6tese da mediacdo das mudancas adaptativas dos

receptores por meio dos medicamentos antidepressivos.’
2.2. A Tianeptina

O é&cido 7 - [3-cloro-6-metil-5,5-diox0-6,11-diidro-(c,f)-dibenzo-(1,2-tiazepina)-
11-il)amino] - heptandico ou de nome trivial Tianeptina 1a (Figura 4), € um composto
antidepressivo triciclico atipico, sintetizado pela primeira vez no Instituto Servier, na
Franca.® A estrutura da Tianeptina é caracterizada pelo nicleo 3-clorodibenzotiazepina e
uma cadeia lateral aminoheptandica. Pelo menos algumas de suas atividades bioldgicas'®
dependem da presenca da cadeia aminocarboxilica, do sistema triciclico com heteroatomo
doador de elétrons na posi¢do 5’ e uma substituicdo aromatica com um atomo aceptor de

elétrons na posigdo 3’.
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Figura 4: Estrutura quimica da Tianeptina e da forma comercial de sal sodico da

Tianeptina.

A Tianeptina é comercializada em sua forma racémica, porém estudos indicam
que o isdmero (-) é a forma ativa.!® Apesar disso, os estudos in vivo ndo apresentaram
efeitos nocivos com relacdo ao isdmero (+) e nem interferéncia deste sobre a forma (-),

que ¢ a forma ativa da Tianeptina.

A sintese de compostos incluindo o nucleo dioxodibenzo-(1,2-tiazepinico), como
a Tianeptina, envolve diversas etapas de preparacdo (Esquema 1). Outros derivados do
nacleo  dioxodibenzo-(1,2-tiazepinico)  também  demostraram  propriedades
farmacoldgicas relevantes, como atividade antiproliferativa contra células de cancer de
préstata humana e leucemia.® 2



Esquema 1: Sintese de compostos dioxodibenzo-(1,2-tiazepinicos).
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Reagentes e condi¢fes: a) BuLi, Et2O, EtoNH, 0°C, 45 min, 85%; b) piridina, 60°C, 1h,
80%; c) i. LDA, THF, -10°C, 45 min, ii. t.a., 20h, 25%; d) i. NaH, DMF, t.a., 3h, ii. R-I,
t.a., 20h, 36 — 39%; e) anilina, piridina, DMF, 65°C, 2h, 45%; f) i. NaH, DMF, t.a., 3h,
ii. CHsl, DMF, t.a., 16h, 89%); g) i. NaOH, MeOH/H-0, refluxo, 2h, ii. HCI concentrado,
0°C, 95%; h) i. SOCI2, CH2Cly, t.a., 16h, ii. AlCls, CHCIs, refluxo, 1h, 65%; i) NaBHa,
MeOH, t.a., 3 - 4h, 87-95%, j) SOCl,, CH2Cl, t.a., 3—4h, 90-100%; k) R’-NH2z, CH3NOz,
refluxo, 1 — 3h, 95%. Adaptado de LACONDE et al, 2005 e LEBEGUE et al, 2002.



Como pode ser observado no esquema acima, o nucleo dibenzotiazepinico 7 pode
ser obtido via dois diferentes conjuntos de reagdes. Para o caminho iniciado em a), no
qual a primeira etapa consiste na reacdo de amidacgdo do éster 2, a etapa chave constitui-
se em uma reacdo de acilacdo de Friedel-Crafts intramolecular entre os intermediarios 5
e 6 com rendimentos inferiores a 30%. Ja para a rota iniciada em €), no qual a primeira
etapa consiste na reagdo de substituicdo entre a anilina e o composto 10 levando a
formagdo da fenilsulfonamida 11, a obtengdo do ndcleo triciclico 14 também se d& via
acilacdo de Friedel-Crafts intramolecular, porém os rendimentos observados sdo bastante
superiores 57 — 62%, considerando ambas as etapas de preparacdo do cloreto de acido e

do fechamento do ciclo.

Além dos efeitos antidepressivos, a Tianeptina também apresenta atividade
neuroplastica e neuroprotetora. Em 2010, CHU e colaboradores observaram que a
Tianeptina estimulava o crescimento dos axonios e dendritos de células neurais de ratos
in vitro.1® Os autores também notaram que a Tianeptina produzia mudangas na expressio
de onze proteinas envolvidas no crescimento dos axénios e dendritos, no metabolismo de

substancias neurotréficas endogenas, na formacdo de sinapses entre outros.

Em 2013, um trabalho do nosso grupo de pesquisa deu origem a uma patente
internacional®!, na qual foram avaliadas as propriedades biologicas de derivados da
Tianeptina contendo substituicdes na posicao 11°, isto é, ligadas ao nitrogénio secundario
do sistema triciclico. Observou-se para estes compostos capacidade antitumoral, uma vez
que diminuiram a proliferacdo das células de tumor cerebral do tipo glioblastoma, além
de diminuirem a expressdo de BDNF (Brain Derived Neurotrophic Factor) um

importante biomarcador.

Apesar das diversas atividades bioldgicas benéficas da Tianeptina, pouco se sabia
sobre sua atuacdo no organismo, apenas que ele confrontava a tradicional hipdtese da
depressdo ser um transtorno do sistema monoaminérgico. Embora exista semelhanca
estrutural entre a Tianeptina e os antidepressivos triciclicos (Figura 5), seu mecanismo de
acdo é totalmente diferenciado, uma vez que a Tianeptina promove a recaptacdo da
serotonina. Além disso, a Tianeptina apresenta resultados mais rapidamente que outros
medicamentos contra alguns sintomas da depressdo, € efetiva em pacientes que sao
resistentes as terapias envolvendo ISRSs?? e apresenta um perfil melhor de efeitos

colaterais quando comparada aos ISRSs e os ADTs.®
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Figura 5: Semelhancas estruturais entre a Tianeptina e 0s ADTSs.

Recentemente, um estudo envolvendo uma nova proposta para mecanismo de
acao da Tianeptina foi publicado, sendo considerado um dos artigos top 10 da Nature do
ano de 2014.% Nesse estudo, foi investigada a interacdo da Tianeptina com diferentes
receptores do cérebro humano onde observou-se que, ao contrério do que foi apresentado
por estudo anteriores, que propunham a modulacdo do sistema aminérgico e
glutaminérgico®, a Tianeptina interage primeiramente com os receptores p-opidides e é
antagonista dos repectores 3-0piodides. Estes resultados apontam para o fato que a ativacdo
dos receptores p-opidides, ou ambos os receptores, levam ao evento molecular inicial
responsavel pela modulacdo causada pela Tianeptina no sistema glutaminérgico e por
iniciar varios dos efeitos causados por esse agente, incluindo a sua acdo antidepressiva e

ansiolitica.
2.3. Albuminas Séricas

As albuminas séricas constituem 60% das proteinas do plasma sanguineo. O nome
albumina deriva do latim albus em referéncia aos precipitados esbranquicados produzidos
pelas proteinas. Nos mamiferos, as albuminas séo sintetizadas no figado e possuem um

tempo de vida de cerca de 19 dias no organismo.?*

Entre as propriedades dessas proteinas, pode-se citar como a mais marcante de
todas, a capacidade de ligar-se reversivelmente a diversas substancias, tais como acidos
graxos, sais biliares, compostos aromaticos, cations metalicos, hormonios e farmacos
(Figura 6a). Além disso, um grande nimero de conformagdes estruturais dependente do
pH pode ser observado para as albuminas, tornando-as meio de transporte ainda mais

relevantes.?*
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A albumina sérica bovina (BSA, do inglés bovine serum albumin) é
estruturalmente anéloga a albumina sérica humana (HSA, do inglés human serum
albumin), com 76% da sequéncia de aminoacidos idéntica, sendo comumente usada em

estudos de interacdes envolvendo proteinas devido ao seu baixo custo e facil obtengdo.?>
29

A BSA possui massa molecular de 66 200 Da e uma Unica cadeia polipeptidica
contendo 583 aminoacidos. Sua estrutura secundaria ¢ composta de 67% de a-hélice,
aproximadamente 10% de dobramentos e 23% de cadeias estendidas sem nenhuma
estrutura do tipo folhas-B* (Figura 6b). Além de ser uma proteina transportadora, a BSA
também € conhecida por ser uma proteina fluorescente, isto é, possui fluorescéncia
intrinseca com maximo de emissdo entre 332 — 350 nm, quando excitada em Aex = 280
nm, devido principalmente aos residuos de triptofano (Trp) Trp-134 e Trp-212,

localizados no dominio I e subdominio 1A, respectivamente.3!

Figura 6: Representacdo da estrutura tridimensional da BSA: a) representacdo da
interacdo com acidos graxos e b) estrutura secundaria, vista frontal. Adaptado de: PDB
— Protein Data Bank.*?

A BSA vem sendo amplamente empregada para estudos envolvendo interagfes
com farmacos. Em 2015, Abdelhameed e Alanazi publicaram um estudo explorando as
interacdes entre a BSA e finasteride, um medicamento para retencao urinaria em homens
e outras doengas relacionadas & prdstata.?® No inicio desse ano, 0os mesmos autores

publicaram um novo artigo sobre as interacGes entre a BSA e o recém aprovado Afatinib,

11



um farmaco antitumoral.®® Também foram estudadas as interages de outros farmacos

com a BSA como o anti-inflamatério carprofen3 e do anti-psicético sulpiride.®

Sendo a BSA uma proteina carregadora, € de extrema importancia o conhecimento
da existéncia de intera¢cGes com farmacos, uma vez que estas interag@es influenciam na
farmacocinética e farmacodindmica da substancia. Para tanto, neste trabalho abordamos
a caracteristica da fluorescéncia intrinseca desta proteina, a fim de elucidar os

mecanismos de interacdo da mesma com a Tianeptina e com 0s novos ésteres obtidos.

2.4. Processos Fotofisicos

2.4.1. Absorcao de radiacdo regido do UV-Visivel

As radiagdes ultravioleta (UV) e visivel constituem um pequeno conjunto de
comprimentos de onda compreendido entre 190 a 800 nm do espectro eletromagnético.
Apesar da faixa estreita, essas radiacGes sdo de fundamental importancia para que
diversos fenémenos quimicos e fisicos possam ocorrer, como, por exemplo, a observacédo
de cor em diversas moléculas organicas. Ao interagir com a matéria, parte da luz
ultravioleta e visivel é absorvida e a energia proveniente dessa absorcao é suficiente para
que transicGes eletronicas possam acontecer, isto é, as moléculas agora podem passar de
um estado de mais baixa energia (estado fundamental) para um estado de maior energia

(estado excitado).3®

Esse processo conhecido como excitacdo € um processo quantizado. 1sso significa
que a energia absorvida é exatamente igual a diferenca de energia entre o estado
fundamental e o estado excitado (Figura 7 - a). Em geral, a transicéo eletrénica ocorre
entre o orbital molecular ocupado de mais alta energia (HOMO) para o orbital molecular
desocupado de mais baixa energia (LUMO), os quais podem ser do tipo o, © e n (Figura
7 -b).
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Figura 7: Niveis de energia e transi¢Ges eletronicas: a) Processo de mudanca de estado e
b) possiveis transi¢des eletrénicas em compostos organicos. Adaptado de: PAVIA et al.,
2008.

Quando moléculas sdo expostas a radiacdo UV ou visivel com energia
correspondente para que uma transicao eletrdnica possa ocorrer, uma parte da energia €
absorvida enquanto um elétron é promovido para um estado eletrénico de maior energia.
Denomina-se absorbancia (A) essa quantidade de luz absorvida pela molécula e a
probabilidade dessa transicdo eletrdnica ocorrer é medida pelo coeficiente de
absortividade molar () que é caracteristico de cada molécula. Essas duas grandezas sao

relacionadas pela lei de Lambert-Beer:%’
A = ebc 1)

onde b é o caminho éptico e ¢ € a concentracdo molar do analito. O grafico de ¢ versus
comprimento de onda € chamado de espectro de absorcdo. A partir do espectro de
absorcéo é possivel obter informacgdes como o comprimento de onda maximo de absor¢édo
(Amax) de um composto (Figura 8a). Contudo, o que se observa no espectro de absor¢édo
sdo bandas bastante largas contendo diferentes comprimentos de onda. 1sso acontece pois
além dos estados eletrdnicos, uma molécula possui diversos estados vibracionais e

rotacionais que se sobrepGem aos niveis eletrénicos (Figura 8b).
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Figura 8: a) Espectro de absorcéo e b) representacéo dos subniveis eletrénicos.
2.4.2. Emissao de Fluorescéncia

A temperatura ambiente, a maioria das moléculas encontra-se no estado
fundamental de energia. Quando uma molécula absorve energia e vai para o estado
excitado a tendéncia é que a energia absorvida seja liberada, para que a molécula volte ao
estado fundamental. Existem dois mecanismos principais para a liberagcdo da energia

absorvida: processos radiativos e processos ndo radiativos.®’

Os processos radiativos sdo aqueles que envolvem dissipacao de energia por meio
da emissdo de fotons, como a fluorescéncia e a fosforescéncia. J& 0s processos ndo
radiativos, ndo envolvem a liberacdo de fétons, mas por meio de outros mecanismos como
relaxacdo vibracional, conversdo interna e cruzamento intersistemas.®” Tanto os
processos radiativos como 0s ndo radiativos podem ser ilustrados pelo diagrama de
Jablonski (Figura 9).

; Relaxagdo
S T . Conversdo Interna v Vibracional
2 L]
1
1
: Cruzamento
intersistemas
S, y_ __ _ intersistemas "
] ¥ T,
Absorc¢do Fluorescéncia
Fosforescéncia
S

ESTADO FUNDAMENTAL

Figura 9: Diagrama de Jablonski.
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A fluorescéncia € um mecanismo de liberacdo de energia que envolve a emissao
de um foton proveniente do decaimento de um elétron do estado excitado de mais baixa
energia singleto (Si1) para o estado fundamental (So). Enquanto que a fosforescéncia
envolve a emissdo de um féton proveniente do decaimento de um elétron do estado
excitado tripleto (T1) para o estado fundamental. Pela regra de selecéo de spin, processos
de relaxacgéo entre dois estados de mesma multiplicidade s&o permitidos, enquanto que
processos de relaxacéo entre estado de multiplicidade diferente sdo proibidos.®® Dessa
forma, a fluorescéncia é um processo permitido, pois ocorre entre dois estados singleto e,
portanto, ocorre muito rapidamente (8 — 10 ns). Ja a fosforescéncia é um processo
proibido por ocorrer entre um estado tripleto e um estado singleto, e por consequéncia é
um processo lento (103 - 1 s1).38

2.4.3. Supressdo de fluorescéncia

A supressdo de fluorescéncia refere-se a qualquer processo que envolva a
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia de uma amostra em estudo. Esse fenémeno
tem sido amplamente estudado como uma fonte de informagdo sobre sistemas
bioquimicos, isto €, sistemas envolvendo proteinas, como o desenvolvimento de sondas
para membranas® 2% 39 e também para estudos evolvendo aplicacdes medicinais e

proteinas.?8: 2% 40

A supressao de fluorescéncia ocorre devido as interagdes intermoleculares entre
supressor e fluoréforo, as quais incluem transferéncia de energia, colisdes, rearranjos
moleculares, formacdo de complexo no estado fundamental ou reacGes no estado
excitado.® A supressdo colisional ocorre quando o fluor6foro no estado excitado é
desativado pela colisdo com outras moléculas presentes na solucdo. As moléculas ndo sao

alteradas quimicamente nesse processo.

A supressdo da fluorescéncia por colisdes pode ocorrer por meio de dois
mecanismos, dindmico ou estatico. No mecanismo dinamico a supressao da fluorescéncia
é causada pela difusdo do supressor, enquanto que no mecanismo estatico, ocorre a
formagéo de um complexo no estado fundamental. Ambos os mecanismos dependem da
temperatura, contudo no mecanismo dinamico ao aumentar a temperatura, as constantes

de supressdo aumentam, enquanto que no mecanismo estatico, o inverso é observado,
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devido a reducio da estabilidade dos complexos formados.?” 2 A supressio colisional é

descrita pela equacdo de Stern-Volmer:
Fo/F =1+ Kg[Q] = K;70[Q] +1 2)

onde Fo é a intensidade de fluorescéncia na auséncia do supressor, F é a intensidade de
fluorescéncia, Ksv é a constante de supressdo de Stern-Volmer, K, é a constante de
supressao bimolecular, 7o é 0 tempo de vida do fluor6foro e Q € a concentracdo do

supressor.®
2.4.4. Fluorescéncia sincronizada

Os estudos envolvendo a espectroscopia de fluorescéncia sincronizada foram
introduzidos na literatura na década de 70, por Lloyd e Evett*! e desde entdo vem sendo
cada vez mais empregados para a caracterizacdo das propriedades fluorescentes de
amostras complexas, onde um ou mais fluoréforos estdo presentes. A técnica consiste na
aquisicdo da excitacdo e emissdo simultanea enquanto a diferenca de comprimento de

onda (AL) entre Aex € Aem € Mantida constante.?®

O uso da fluorescéncia sincronizada para a analise da fluorescéncia dos residuos
de aminoécidos tirosina (Tyr) e triptofano (Trp), foi realizado pela primeira vez por
Miller, no final da década de 70. Nesse estudo foi avaliada uma mistura dos dois
aminoacidos e observou-se que a pequenos valores de AL (AA = 15 nm) a fluorescéncia
era caracteristica da tirosina, quanto que para valores maiores de AA (AL = 60 nm) o

espectro de fluorescéncia era similar ao do triptofano (Figura 10).4?

a) b)
g O NH,
HN 2
hey =280 nm; A, = 348 nm Aoy =274 nm; A, =303 nm

Figura 10: Estrutura dos aminos acidos e seus comprimentos de onda de

emissdo: triptofano a) e tirosina b).
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A fluorescéncia sincronizada € utilizada frequentemente para caracterizar a
interacdo entre supressores e proteinas, uma vez que esse tipo de estudo permite a analise
do microambiente em que se encontra o fluor6foro. Na literatura, encontram-se diversos
trabalhos utilizando a fluorescéncia sincronizada em estudos envolvendo BSA e

diferentes supressores de fluorescéncia.? 2843

Essas mudancas no microambiente em que se encontra o fluoréforo séo
identificadas por deslocamentos batocréomicos ou hipsocrdomicos do maximo de emissao,
como foi o observado por Li e colaboradores em seu estudo envolvendo as interacdes
entre a BSA e uma base Valen-Shiff. Os autores observaram um deslocamento das bandas
do residuo de triptofano o que os levou a concluir que mudangas conformacionais da

proteina ocorriam proximo ao aminoacido.®

Conclusdes semelhantes também foram obtidas por Zhao e colaboradores ao
utilizar a espectroscopia de fluorescéncia sincronizada para avaliar as interacGes da BSA
com dois complexos de cobre. A presenca dos complexos levou a um deslocamento
batocromico do maximo de fluorescéncia do triptofano, indicando modificaces

conformacionais na proteina.*®
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivos Gerais:

Sintetizar uma serie de analogos estruturais da Tianeptina atraves das reacdes de
funcionalizacdo (Figura 11) e avaliar a interacdo desses novos compostos com a proteina

albumina do soro bovino utilizando espectroscopia de fluorescéncia.

Lo
O
R \/\/V\H/O\R"
0]
R'=Me; R"=H.
R' = H, R" = 'CHz(CHz)ch?” -CHz(CH2)4CH3, -

CHz(CH2)6CH3’ -CH2CH:CHCH3’ - CHz(CHz)OH, -
CH,(CH,),,OH, - CH,(CH,),COOEt

\ T
N_
I/N

Figura 11: Derivados da Tianeptina a serem estudados nesse trabalho.

3.2. Objetivos Especificos:

a) Sintetizar o derivado N-metil substituido da Tianeptina,;

b) Sintetizar os ésteres da Tianeptina;

c) Caracterizacdo dos novos compostos por meio das técnicas de Ressonancia
Magnética Nuclear de *H e de 3C, infravermelho e ultravioleta.

d) Avaliar as interacGes dos compostos sintetizados com a proteina albumina do soro

bovino em diferentes temperaturas por espectroscopia de fluorescéncia.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

Diante dos resultados promissores envolvendo o derivado N-alquilado
apresentados por Campo e colaboradores, buscou-se sintetizar novos compostos
derivados da Tianeptina.?! Inicialmente, buscou-se a sintese do derivado contendo uma
metila ligada ao nitrogénio secundario, a fim de avaliar a influéncia da substitui¢do nessa
posicdo. Em seguida buscou-se a sintese dos ésteres da Tianeptina, onde procurou-se
variar o tamanho da cadeia alquilica inserida com o objetivo de estudar as interacfes
hidrofobicas com a proteina BSA. Além disto, para avaliar as interagdes hidrofilicas com
a proteina foram sintetizados dois derivados ésteres contendo cadeias carbbnicas de
tamanhos diferentes e com hidroxila terminais. Ainda para avaliar as interagoes
hidrofilicas, também foi sintetizado um derivado contendo duas funges éster.

A avaliacdo de interacdes hidrofobicas e hidrofilicas com proteinas constitui uma
pratica comum da quimica medicinal, e permite a identificacdo de interagdes com
moléculas bioldgicas importantes. Desse modo, nesse trabalho busca-se justamente
identificar interacdes da Tianeptina e dos ésteres sintetizados com a proteina carregadora
BSA.

4.1. Extracdo e purificacdo da Tianeptina comercial

Apos a obtencdo da Tianeptina e purificacdo por cromatografia em coluna, foram
realizadas as andlises infravermelho e RMN de H e 3C. Néo foi possivel a obtencdo do
ponto de fusdo, uma vez que o sélido obtido degradava-se antes de fundir. No espectro
de Infravermelho (Figura 12) podem ser observadas as bandas correspondentes as
vibragBes de: a) em 3260 cm™ estiramento do grupo N-H; b) estiramentos C-H de
aromaticos em 3070 cm™; c) estiramentos C-H de alcanos provenientes da cadeia
aminoheptandica em 2930 e 2850 cm™*; d) em 1680 cm™* estiramento assimétrico do grupo
carboxilato; e) estiramento de C=C do sistema aromatico em 1585 cm™; f) em 1480 cm™
estiramento simétrico do grupo carboxilato; g) estiramentos assimétrico e simétrico do
grupo SOz em 1335 e 1160 cm™* respectivamente e h) estiramento da ligagdo C-Cl em
575 cm™. O espectro de infravermelho obtido mostrou-se de acordo com o apresentado

na literatura e indica que a Tianeptina encontra-se na forma de um zwitterion.**
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Figura 12: Espectro de infravermelho em KBr da Tianeptina.

A atribuicgdo dos sinais, tanto no RMN de *H como no 3C — APT, foi feita com
base na literatura.*® No RMN de *H do sal sodico da Tianeptina (Figura 13) podem-se
observar 0s seguintes sinais: entre 1,21 e 1,34 ppm um multipleto correspondente aos
quatro hidrogénios H3 e H4; entre 1,40 e 1,61 ppm um multipleto correspondente aos
quatro hidrogénios H2 e H5; em 2,24 ppm um tripleto (3Jne-Hs = 15 Hz) correspondente
aos dois hidrogénios H6; entre 2,37 e 2,53 ppm um multipleto correspondente aos dois
hidrogénios H1. E interessante destacar a ndo equivaléncia dos hidrogénios H1. Platzer e
colaboradores também observaram esse fenbmeno ao aumentar a concentracdo das
amostras ou para qualquer concentracdo quando a analise era feita empregando CDCls.
Em 3,32 ppm um singleto referente aos trés hidrogénios da metila ligada ao nitrogénio do
sistema triciclico e em 5,17 ppm outro singleto referente ao H11’ do sistema triciclico. A
presenca do hidrogénio HI11’ em uma regido intermediaria do espectro indica que se trata
de um préton relativamente acido, fato importante a ser considerado na escolha de
metodologias empregando meios fortemente bésicos. A regido dos aromaticos pode ser
dividida em quatro grupos, o primeiro, um multipleto entre 7,30 e 7,34 correspondendo
ao H9’, o segundo, um multipleto entre 7,35 — 7,45 ppm correspondendo aos hidrogénios
H1’, H8 e H10’, o terceiro, um multipleto entre 7,46 — 7,49 correspondendo aos
hidrogénios H2’ ¢ H7’ e por fim um multipleto em 7,96 ppm correspondendo ao
hidrogénio H4’. No caso do multipleto em 7,96 ppm esperava-se um dubleto devido ao
acoplamento em meta entre os hidrogénios H2’ ¢ H4’, contudo, isso ndo foi observado,
possivelmente devido a algum efeito de concentracdo ou solvente, como no caso dos
hidrogénios H1.
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Figura 13: Espectro de RMN de H (300 MHz, CDCls-d) da Tianeptina.
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Figura 14: Espectro de RMN de 3C - APT (CDClIs-d, 75 MHz) da Tianeptina: a)
ampliacdo da regido dos aromaticos e carbonila e b) ampliacdo da regido dos alifaticos.
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4.2. Sintese e caracterizacdo espectroscopica dos derivados da Tianeptina
4.2.1. Sintese do composto [3-cloro-6-metil-5,5-dioxo-6,11-diidro-(c,f)-dibenzo-
(1,2-tiazepina)-11-il)(metil)amino]-7 &cido heptandico (2)

A abordagem inicial para a obtencdo dos derivados da Tianeptina foi planejada
com base na substituicdo do grupo aminohexanoico, tendo como ponto de partida a
patente de Campo e colaboradores.?! Para tanto, o derivado N-metilado 2 foi obtido com
rendimento de 19% seguindo a metodologia descrita no Esquema 2. O restante do

material de partida sofreu dupla alquilacéo ou néo reagiu, conforme observado via CCD.

Esquema 2: Sintese do derivado N-metilado:

\Nfi’o \Nfiéo
1a © 2 ©

No espectro de infravermelho do derivado 2 (Figura 15) podem ser observadas
mudancas nas bandas com relacéo a Tianeptina, como a auséncia da banda de estiramento
da ligagdo N-H de amina secundaria em 3350 cm™. As demais bandas também podem ser
observadas: a) em 3070 cm™ estiramento de C-H de aromaticos; b) em 2930 e 2850
estiramento de C-H de alcanos; ¢) em 1715 cm™ estiramento do grupo C=0; d) em 1580
cm? estiramento de C=C de aromaticos; e) em 1335 e 1160 cm™ estiramento assimétrico

e simétrico, respectivamente do grupo SO; e f) em 570 cm™ estiramento da ligacdo C-ClI.
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Figura 15: Espectro de infravermelho em KBr do derivado 2.
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A atribuicdo dos sinais no RMN de *H do composto 2 (Figura 16) foi feita
comparando-se 0 espectro obtido com o espectro da Tianeptina. Com relacdo aos
hidrogénios aromaéticos, ndo se observaram mudancas na distribuicdo dos sinais no
espectro, porém, em 7,94 ppm tem-se um dubleto (*Jus-m2 = 5,6 Hz) referente ao
acoplamento em meta entre o hidrogénio H4’ ¢ o H2’ que no caso da Tianeptina ndo
estava nitido. Os demais hidrogénios aromaticos também sairam na faixa de 7,26 a 7,48
ppm e exibiram a mesma distribui¢éo observada para a Tianeptina conforme apresentado
na Figura 16. As diferencas com relacdo ao espectro da Tianeptina apresentado e que
caracterizam a formacdo do produto 2 sdo o singleto em 4,26 ppm referente ao hidrogénio
11°, que aparece mais blindado devido a presenca do grupo metila ligado ao nitrogénio,
a inversdo na posic¢do dos sinais dos hidrogénios H1 e H6, um singleto em 2,02 ppm

referente ao novo grupo metila.

HI’, H2’, H7, H8’, H9", H10°

l—lﬁ

S0 748 740
Chemical Shift (ppm)

b)

CH;

Hs8

H11? He H3, H4

N S ¥4 S -

Chemical Shift (ppm)

Figura 16: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls-d) do derivado 2: a)

ampliacdo da regido dos aromaticos e b) ampliagdo da regido dos alifaticos.

23



Com o intuito de aumentar o nimero de carbonos da cadeia alquilica, tentou-se a
sintese do derivado N-(n-butil) utilizando iodobutano como agente alquilante conforme
0 Esquema 3. Contudo, ap6s o tratamento da reacdo e purificacdo do produto por
cromatografia em coluna, observou-se via RMN de H que ndo ocorreu a formacao do
derivado N-(n-butil), mas sim a formacdo do respectivo éster da Tianeptina, muito
provavelmente devido ao alto impedimento estérico na posicdo em que pretendia-se
realizar a alquilacdo. A formac&o do éster foi identificada pelo ndo deslocamento do sinal
de 5,01 ppm para 4,26 ppm referente ao hidrogénio 11°, como no caso do derivado 2 e

pelo surgimento de um tripleto em torno de 4 ppm, regido tipica de prétons de ésteres.

Esquema 3: Sintese do derivado N-(n-butil) da Tianeptina.

\N —(\)é//o

CI CH;(CH,),CH,I, NaHCO3 CI
HN\/\/\/\H/OH MeCN, 65°C, 24h \/\/\/\H/OH

1a o nao observado 0

Sendo a sintese de ésteres da Tianeptina um dos objetivos deste trabalho, e, ndo
havendo a disponibilidade no laboratério dos respectivos alcoois, optou-se pela
continuidade do uso da mesma metodologia de N-metilacdo para a obtencdo dos ésteres.
Além disso, essa metodologia utiliza reagentes brandos e nao faz uso de temperaturas
elevadas que poderiam levar a degradacdo da Tianeptina. Dessa forma, a obtencdo dos

ésteres seguiu a metodologia descrita no Esquema 4.

Esquema 4: Sintese dos ésteres tianeptinicos.

\ O \\O

O O Cl 1. Base O Cl
+ RX
2. MeCN, 65°C

HNM\/\/\H/OH 6-24h WWOR

O o)
la X=1,BrorCl 3a-g
a: R = CH,(CH,),CHs e: R = CH,(CH,),0H
b:R = CHz(CH2)4CH3 f:R= CH2(CH2)100H
c:R= CH2(CH2)50H3 g:R= CHz(CH2)4COOEt

d: R = CH,CH=CHCHs
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Apesar de pouco usual, a sintese de ésteres em meio basico € uma metodologia
conhecida na literatura.*®-*® Também chamada de substituicdo eletrofilica no oxigénio, a
reacdo envolve inicialmente a formagao do sal do acido carboxilico e em seguida ocorre
a substituicdo eletrofilica, onde o eletrdfilo é o haleto de alquila e o nucleofilo é o anion
carboxilato, dando origem ao éster e a formacdo de um sal (Figura 17). Nesse trabalho,
entretanto, ndo foram utilizadas aminas como base nas reagGes, 0 que possivelmente
influenciou para que os rendimentos obtidos ndo fossem superiores a 30%. A estrutura
dos ésteres obtidos foi comprovada por RMN de 'H e 13C, bem como espectroscopia no

infravermelho.

Figura 17: Reacdo de substituicdo eletrofilica no oxigénio.

Como colocado anteriormente, a sintese dos ésteres contendo diferentes tamanhos
de cadeia alquilica visa o estudo das interacdes hidrofébicas com a proteina BSA, uma
vez que as principais regides para a ligacdo de moléculas sdo localizadas em regides
hidrofdbicas nos subdominios 1A e 111A, os quais s&o denominados sitios ligantes I e 11.3
De maneira analoga, foi realizada a sintese de ésteres contendo grupos polares na cadeia

alquilica, a fim de estudar a influéncia das interacGes hidrofilicas com a proteina.

4.2.2. Sintese do [3-cloro-6-metil-5,5-dioxo-6,11-diidro-(c,f)-dibenzo-(1,2-
tiazepina)-11-il)-amino]-7-heptanoato de butila (3a)

A sintese do éster 3a foi realizada empregando Tianeptina, iodo-butano como
agente alquilante, Na2CO3z como base, em acetonitrila a 65°C durante 24 horas. A reacdo
mostrou-se bastante limpa, uma vez que so foi observado a formacao de um Gnico produto
na CCD. Apos a purificacdo por cromatografia em coluna utilizando hexano e acetato de

etila como eluentes, obteve-se um 6leo amarelo claro, com rendimento de 26%.

No espectro de infravermelho do éster 3a (Figura 18) podem ser observadas as
seguintes bandas: a) em 3350 cm estiramento da ligagdo N-H de amina secundaria; b)
em 3080 cm* estiramento de C-H aromaticos; c¢) em 2930 e 2860 cm™ estiramento de C-
H de alcanos; d) em 1730 cm™ estiramento do grupo C=0; e) em 1595 cm™* estiramento
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de C=C do sistema aromatico; f) em 1470 cm estiramento do grupo COOC de ésteres;
g) em 1335 e 1150 cm* estiramentos assimétrico e simétrico, respectivamente, do grupo
SO, e h) em 580 cm™ estiramento da ligagdo C-Cl. A formac&o do éster ficou evidenciada
pelo aparecimento da banda da carbonila em 1730 cm™, que no caso da Tianeptina ndo é
tdo intensa e nem téo definida, e também pela auséncia da banda de estiramento do grupo
OH do acido carboxilico.

80

60 —

40

Transmitancia (%)

d)

T T T T T T T T T T v T %
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm ’1)

Figura 18: Espectro de infravermelho em KBr de 3a.

No espectro de RMN de 'H de 3a (Figura 19) a formacéo do éster também ficou
evidenciada pela presencga de um tripleto (3Jns-Ho = 22,5 Hz) em 4,06 ppm, regido tipica
de prétons de ésteres, correspondendo aos dois hidrogénios H8. E interessante ressaltar
que no caso do composto 3a foi possivel observar o sinal referente aos dois hidrogénios
H1 como um tripleto bastante definido em 2,45 ppm (3Jn1-H2 = 23,5 Hz). Os demais sinais

do espectro sdo caracteristicos da Tianeptina.

26



CH;

HI, 02, HT,
HS$’, HY’, H10° He

HI11” H1

He6

Hi1

H3. H4,
H9. H10

H2, H5

N

4,
Chemical Shift (ppm)

T T T T T T T T T T
L3 40 35 3.0 25

Figura 19: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls-d) do éster 3a.

4.2.3. Sintese do [3-cloro-6-metil-5,5-dioxo-6,11-diidro-(c,f)-dibenzo-(1,2-

tiazepina)-11-il)-amino]-7-heptanoato de hexila (3b)

O derivado 3b foi sintetizado de forma analoga ao éster 3a, nesse caso utilizando

iodo-hexano como agente alquilante. Do mesmo modo, foi observado a formagéo de um

unico produto na CCD e ap6s a remogdo do solvente o produto bruto foi purificado por

cromatografia em coluna utilizando hexano e acetato de etila como eluentes. Ao final

obteve-se um 6leo amarelo claro com rendimento de 18%.

No espectro de infravermelho do éster 3b (Figura 20) podem ser observadas as

seguintes bandas: a) em 3350 cm™ estiramento da ligagdo N-H de amina secundaria; b)

em 3070 cm™ estiramento de C-H de aromaticos; ¢) em 2930 e 2860 cm™ estiramento de

C-H de alcanos; d) em 1730 cm™ estiramento do grupo C=0; €) em 1560 cm™ estiramento

C=C do sistema aromatico; f) em 1470 cm™ estiramento do grupo COOC de ésteres; g)

em 1350 e 1150 cm estiramento assimétrico e simétrico, respectivamente, do grupo SO

e h) em 583 cm™* estiramento da ligagdo C-Cl.
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Figura 20: Espectro de infravermelho em KBr do éster 3b.

No espectro de RMN de H de 3b (Figura 21) a formacéo do éster fica evidenciada
pela presenca de um tripleto em 4,04 ppm (3Jus-Ho = 16,6 Hz), regido caracteristica de
prétons de ésteres, referentes aos dois hidrogénios H8. Também é possivel observar o
sinal referente aos trés hidrogénios H13 na forma de um tripleto em 0,89 ppm (3JH13-H12
= 14,1 Hz). Os demais sinais referentes a cadeia alquilica inserida aparecem sobrepostos
aos sinais dos hidrogénios alifaticos da Tianeptina, promovendo um aumento nos valores

integrais de acordo com o esperado para 0 nimero de prétons da cadeia (Figura 12A). O

restante dos sinais do espectro sdo caracteristicos da Tianeptina.
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Figura 21: Espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCl3-d) de 3b.



O RMN de 8C — APT néo apresentou todos 0s vinte e sete sinais esperados para
o0 derivado 3b, mesmo com tempo de aquisicéo superior a dez horas. Contudo, como pode
ser observado no espectro em anexo (Figura 13A), isso pode estar relacionado a baixa
concentracdo da amostra ou a inadequacao do tempo de relaxacdo desses carbonos com
0 tempo de aquisi¢do, uma vez que outros sinais de carbonos quaternarios também se
mostraram bastante fracos. Os sinais alifaticos mostraram-se de acordo com o esperado

para o derivado 3b.

4.2.4. Sintese do [3-cloro-6-metil-5,5-dioxo-6,11-diidro-(c,f)-dibenzo-(1,2-
tiazepina)-11-il)-amino]-7-heptanoato de octila (3c)

O éster 3c foi obtido de maneira analoga aos anteriores, utilizando iodo-octano
como agente alquilante e Na2CO3 como base. Também foi testada a sintese utilizando
bromo-octano, contudo ndo se observou a formagédo do produto na CCD, mesmo para
tempos bastante superiores de reacao (48 e 72 horas). A purificacdo do produto bruto foi
feita apds a remocao do solvente da reacdo utilizando cromatografia em coluna e hexano
e acetato de etila como eluentes na proporcéo inicial de 90:10 e depois aumentando-se a
polaridade até 40:60. Ao final obteve-se um éleo amarelo claro com 28% de rendimento.

No espectro de infravermelho do éster 3c (Figura 22) podem ser observadas as
seguintes bandas: a) em 3340 cm™ estiramento da ligagdo N-H de amina secundaria; b)
em 3065 cm estiramento de C-H de aromaticos; ¢) em 2930 e 2850 cm™* estiramento de
C-H de alcanos; d) em 1730 cm™ estiramento do grupo C=0; e) em 1595 cm™* estiramento
de C=C de aromaticos; f) em 1470 cm™ estiramento do grupo COOC de ésteres; g) em
1335 e 1150 cm estiramentos assimétrico e simétrico, respectivamente, do grupo SO e
h) em 580 cm™ estiramento da ligagdo C-Cl.
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Figura 22: Espectro de infravermelho em KBr do éster 3c.

No RMN de 'H de 3c (Figura 23) podem ser observados os sinais referentes a
formacdo do éster, como o tripleto em 4,04 ppm (3Jus-He = 22,5 Hz), regido tipica de
prétons de ésteres, referente aos dois hidrogénios H8. Também pode ser observado um
tripleto em 0,88 ppm (3JH1s-H14 = 21,5 Hz) referente aos trés hidrogénios H15. Os demais
sinais referentes aos hidrogénios da cadeia alquilica inserida aparecem sobrepostos aos
sinais dos hidrogénios alifaticos da Tianeptina, promovendo um aumento nos valores
integrais de acordo com o esperado para o numero de prétons da cadeia (Figura 15A). O
restante dos sinais do espectro sdo caracteristicos da Tianeptina.
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Figura 23: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls-d) de 3c.

4.2.5. Sintese do [3-cloro-6-metil-5,5-dioxo-6,11-diidro-(c,f)-dibenzo-(1,2-
tiazepina)-11-il)-amino]-7-heptanoato de (E)-but-2-en-1-ila (3d)

O éster 3d foi sintetizado conforme mostrado no Esquema 4, empregando cloreto
de but-2-en-1-ila contendo uma mistura dos isdmeros cis e trans, na proporcao 1:6, como
agente alquilante, KoCO3 como base, em acetonitrila a 65°C durante seis horas. A
purificacdo do produto bruto foi feita ap6s a remoc¢édo do solvente da reacdo utilizando
cromatografia em coluna e hexano e acetato de etila como eluentes. Ao final obteve-se
um 6leo amarelo claro com 29% de rendimento. Também foi testada a sintese do éster 3d
utilizando Na,CO3z como base, contudo o rendimento mostrou-se bastante inferior (4%
apos purificacdo por cromatografia em coluna).

No espectro de infravermelho do éster 3d (Figura 24) podem ser observadas as
seguintes bandas: a) em 3340 cm! estiramento da ligagdo N-H de amina secundaria; b)
em 3070 cm! estiramento de C-H de aromaticos; ¢) em 3020 cm™ estiramento de C-H
de alcenos; d) em 2930 e 2840cm™ estiramento de C-H de alcanos; €) em 1730 cm™
estiramento do grupo C=0; f) em 1560 cm™ estiramento de C=C de aromaéticos; g) em
1480 cm™ estiramento do grupo COOC de ésteres; h) em 1330 e 1150 cm™ estiramentos
assimétrico e simétrico, respectivamente, do grupo SO e i) em 585 cm™ estiramento da

ligacdo C-Cl.
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Figura 24: Espectro de infravermelho em KBr do éster 3d.

Do mesmo modo que no espectro do material de partida o eletréfilo cloreto de 2-
buten-1-ila (Figura 17A), a distribuicdo dos sinais no RMN de *H do éster 3d (Figura 25)
apresentou dois sinais referentes ao H8, ambos dubletos com 3Jug.n9 = 13,7 Hz em 4,62 e
4,48 ppm. Ambos os sinais se encontram mais desblindados que os prétons dos demais
ésteres sintetizados devido a presenca da ligacdo dupla entre C9 e C10. Também ¢é
possivel observar os dois sinais referentes aos hidrogénios H9 e H10 como dois
multipletos entre 5,51 — 5,61 ppm e 5,73 — 5,82 ppm respectivamente. O sinal
correspondente aos trés hidrogénios H11 aparece como um dubleto 1,72 ppm ((Ju11-H10 =

12,7 Hz). Os demais sinais do espectro sdo caracteristicos da Tianeptina.
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Figura 25: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDClz-d) do éster 3d: a) ampliacdo

da regido dos aromaticos e protons metilénicos e b) ampliacdo da regido dos alifaticos.

4.2.6. Sintese do composto [3-cloro-6-metil-5,5-dioxo-6,11-diidro-(c,f)dibenzo-
(1,2-tiazepina)-11-il)-amino] -7-heptanoato de 3-hidroxipropila (3e)

O éster 3e foi sintetizado utilizando 3-bromo-1-propanol como agente alquilante
e Na2COs como base, em acetonitrila a 65°C até que ndo se observassem mais mudangas
na CCD. A purificacdo do produto bruto foi feita apos a remogéo do solvente da reacédo

utilizando cromatografia em coluna e hexano e acetato de etila como eluentes, na

33



proporcéo inicial de 80:20 e depois aumentando-se gradualmente a polaridade até 40:60.

Ao final obteve-se um 6leo amarelo claro com 21% de rendimento.

No espectro de infravermelho do éster 3e (Figura 26) podem ser observadas as
seguintes bandas: a) entre 3560 e 3300 cm™ estiramento da hidroxila de alcool; b) em
3340 cm estiramento da ligacdo N-H de amina secundaria; ¢) em 3070 cm™* estiramento
de C-H de aromaéticos; d) em 2930 e 2850 cm™ estiramento de C-H de alcanos; €) em
1730 cm™* estiramento do grupo C=0; f) em 1595 cm* estiramento de C=C de aromaticos;
g) em 1475 cm™ estiramento do grupo COOC de ésteres; h) em 1325 e 1150 cm™
estiramentos assimétrico e simétrico, respectivamente, do grupo SO e i) em 1060 cm™
estiramento da ligagdo C-O e j) em 590 cm™ estiramento da ligagdo C-ClI.
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Figura 26: Espectro de infravermelho em KBr do éster 3e.

No RMN de H de 3e (Figura 27) podem ser observados os sinais referentes a
formacdo do éster, como o tripleto em 4,22 ppm (3Jus-He = 20,6 Hz), regido tipica de
prétons de ésteres, referente aos dois hidrogénios H8. Em 3,67 ppm € possivel observar

outro tripleto (J = 20,6 Hz) referente aos dois hidrogénios H10 vizinhos a hidroxila.
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Figura 27: Espectro de RMN de tH (300 MHz, CDCls-d) do éster 3e.

O sinal correspondente aos dois hidrogénios H9 é observado em 1,85 ppm, o qual
em primeira analise parece ser um quintupleto coerente com a regra n + 1. Contudo, ao
calcular a constante de acoplamento foram encontrados dois valores de J: 3JHg-Hg = 19,6
Hz e 3Jhg-H10 = 21,5 Hz, indicando a existéncia de um acoplamento mais complexo, no
caso um tripleto de tripleto (Figura 28). Como ambas as constantes de acoplamento séo
bastante proximas, o que se observa é uma sobreposicao dos picos centrais, dando a forma

resultante de um quintupleto, conforme a arvore de acoplamento abaixo.

H9

HS8

<<
j H10

*Jao.ns = 19,6 Hz
*Juo-m10 = 21,5 Hz

T e
£ 1.90 185 1.80 17
Chemical Shift (ppm)

Figura 28: Acoplamento complexo entre os hidrogénios H8, H9 e H10.
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4.2.7. Sintese do [3-cloro-6-metil-5,5-dioxo-6,11-diidro-(c,f)-dibenzo-(1,2-
tiazepina)-11-il)(11-hidroxiundecil)amino]-7-heptanoato de 11-hidroxi-
undecila (3f)

O éster 3f foi sintetizado de maneira analoga ao derivado 3e, utilizando 11-bromo-
1-hidroxiundecanol como agente alquilante. A reagdo mostrou-se bastante limpa uma vez
que somente foi observado a formacgédo de um produto na CCD, no entanto mesmo apés
24 horas de reacdo ainda havia Tianeptina que ndo havia reagido. Apo6s a remoc¢édo do
solvente, o produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna utilizando hexano
e acetato de etila como eluentes na proporcéo inicial de 90:10 e depois aumentando-se
gradualmente a polaridade até 40:60. Ao final obteve-se um 6leo amarelo com 27% de
rendimento.

No espectro de infravermelho do éster 3f (Figura 29) podem ser observadas as
seguintes bandas: a) entre 3560 e 3280 cm™ estiramento da ligagdo O-H de alcool; b) em
3350 cm! estiramento da ligacdo N-H de amina secundaria; ¢) em 3065 cm™ estiramento
de C-H de aromaticos; d) em 2930 e 2850 cm™ estiramento de C-H de alcanos; €) em
1730 cm™* estiramento do grupo C=0; f) em 1590 cm* estiramento de C=C de aromaticos;
g) em 1470 cm? estiramento do grupo COOC de ésteres; h) em 1325 e 1150 cm™*
estiramentos assimétrico e simétrico, respectivamente, do grupo SO e i) em 1065 cm™

estiramento da ligacdo C-O e j) em 585 cm™ estiramento da ligagdo C-Cl.
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Figura 29: Espectro de infravermelho em KBr do éster 3f.
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No espectro de RMN de *H de 3f (Figura 30) a formacéo do éster fica evidenciada
pela presenca de um tripleto em 4,04 ppm (3Jns-He = 22,5 Hz), regido caracteristica de
prétons de ésteres, referentes aos dois hidrogénios H8. Também foi possivel observar o
sinal referente aos dois hidrogénios H18 na forma de um tripleto em 3,63 ppm (3JH18-H17
= 22,0 Hz). Os demais sinais referentes a cadeia alquilica inserida aparecem sobrepostos
aos sinais dos hidrogénios alifaticos da Tianeptina, promovendo um aumento nos valores
integrais de acordo com o esperado para o nimero de prétons da cadeia (Figura 25A). O

restante dos sinais do espectro sdo caracteristicos da Tianeptina.
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Figura 30: RMN de 'H (300 MHz, CDClz-d) do derivado 3f.

O RMN de 3C — APT do derivado 3f (Figura 25A) apresenta 0s seguintes sinais
em ppm: 173,9 (C=0); 140,2, 138,6, 138.,5, 136,8 e 134,2 (C4’a, C6’a, C10’a, Cl1’a e
C3%); 132,2, 131,2, 130,0, 129,3, 128,4, 128,1 ¢ 127,9 (C2°, C1°, C10°, C8’, C9*, C7’ e
C4%); 66,1 (C11°); 64,4 (C8); 63,0 (C18); 48,1 (C1); 38,7 (CHz); 34,2 (C6); 32,8 (C9);
29,9 (C2); 29,4 (C4); 26,9 (C3) e 24,8 (C5). Os demais sinais restantes correspondem aos
carbonos da cadeia alquilica inserida (C10 a C17), contudo ndo foi possivel estabelecer a
correspondéncia dos sinais devido a proximidade dos deslocamentos quimicos desses
carbonos. Além disso, ocorre a sobreposi¢ao dos sinais uma vez que sao esperados nove

sinais distintos e no espectro sao observados apenas oito sinais.
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4.2.8. Sintese do [3-cloro-6-metil-5,5-dioxo-6,11-diidro-(c,f)-dibenzo-(1,2-

tiazepina-11-il) amino]-7-heptanoato-(6-hexanoato de etila) (3g)

A obtencdo do éster 3g mostrou-se mais desafiadora que a dos demais derivados,
uma vez que para uma série de condicdes reacionais ndo foi observado a formacéo do
produto por CCD (Tabela 1). O éster 3g foi sintetizado utilizando o acido-6-bromo-
hexandico derivatizado, isto é, na forma de éster etilico. Para isso, 300 mg do acido-6-
bromo-hexandico foram dissolvidos em 10 ml de etanol, aos quais em seguida foram
adicionados 0,15 ml de acido sulfarico concentrado como catalizador e a reacdo foi
deixada sob refluxo durante uma hora. A reacgdo foi acompanhada por CCD utilizando
como revelador vanilina. O produto bruto foi caracterizado por RMN de *H (Figura 27A)
e tendo a reacdo sido completa, o produto foi utilizado sem purificacdo prévia para a
sintese do éster 3g.

A necessidade da derivatizagdo do acido-6-bromo-hexandico surgiu devido a ndo
formacdo do éster tianeptinico desejado em nenhuma das condicGes apresentadas na
Tabela 1. Mesmo utilizando quantidades superiores a dois equivalentes de base, ndo eram
observadas modifica¢fes na CCD. Desse modo, optou-se pela protecdo do acido na forma

de um éster e s6 entdo foi observado a formacéo do produto
Tabela 1: Metodologias empregadas para obtencao do éster 3g.

Tempo Rendime

Entrada Eletrofilo Base Solvente h) nto (%)
1 Acido-6-bromo-hexandico ~ Na,COs MeCN 30 n.r.2
2 Acido-6-bromo-hexandico K2CO3 MeCN 26 n.ré
3 Acido-6-bromo-hexandico  NaHCO; ~ MeCN 48 n.r.2
4 Acido-6-bromo-hexanico  NaHCOs;  Acetona 24 n.r.
5 6-bromo-hexanoato de etila ~ Na,COs MeCN 48 10%°¢

a=65°C; b =55°C, ¢ = produto isolado por cromatografia em coluna; n.r. = ndo reagiu.

No espectro de infravermelho do éster 3g (Figura 31) podem ser observadas as
seguintes bandas: a) em 3330 cm! estiramento da ligagdo N-H de amina secundaria; b)
em 3070 cm™! estiramento de C-H de aromaéticos; ¢) em 2930 e 2860 cm™ estiramento de

C-H de alcanos; d) em 1730 cm™ estiramento do grupo C=0; €) em 1585 cm™ estiramento
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de C=C de aromaticos; f) em 1470 cm™ estiramento do grupo COOC de ésteres; g) em
1335 e 1150 cm estiramentos assimétrico e simétrico, respectivamente, do grupo SO e
h) em 580 cm™ estiramento da ligagdo C-Cl.
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Figura 31: Espectro de infravermelho em KBr do éster 3g.

No espectro de RMN de *H de 3g (Figura 32) a formacéo do éster fica evidenciada
pela presenca de um tripleto em 4,05 ppm (3JHs-H9 = 13,2 Hz), regido caracteristica de
prétons de ésteres, referentes aos dois hidrogénios H8. Um segundo sinal nessa regido em
4,12 ppm corresponde aos dois hidrogénios H14, os quais aparecem na forma de um
quarteto (3Jn14-H15 = 14,3 Hz) devido ao acoplamento com os trés hidrogénios H15. Em
2,26 ppm tem-se um tripleto (3Jn12-H11 = 15,2Hz) referente aos dois hidrogénios H12.
Entre 1,55 e 1,69 ppm tem-se a sobreposicdo de dois multipletos referentes aos
hidrogénios dois hidrogénios H2 da Tianeptina e também aos quatro hidrogénios H9 e
H1l. Entre 1,44 e 1,52 tem-se um multipleto referente aos dois hidrogénios H5 da
Tianeptina. Entre 1,35 e 1,41 ppm tem-se um multipleto referente aos dois hidrogénios
H10 e entre 1,27 e 1,33 ppm tem-se um multipleto referente aos quatro hidrogénios H3 e
H4. Por fim, em 1,25 ppm tem-se um ultimo tripleto (3Jnis-H14 = 14,2 Hz) referente aos

trés hidrogénios H15.
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Figura 32: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls-d) do derivado 3g.

A seguir e apresentado um quadro resumo, Tabela 2, com os derivados

tianeptinicos sintetizados e o rendimentos obtidos para cada composto.

Tabela 2: Quadro resumo da sintese dos derivados da tianeptina

Molécula Estrutura Rendimento (%)

N-metil 2 19

3a O 26
3b M, 18
3 Qs 28
3d O 29
3 (T ™" on 21
f (T Mg on 27
3g (T AGO0E 10

@ = Tianeptina; a = produto isolado por cromatografia em coluna.

N

4.3. Estudo das interacdes entre a BSA, a Tianeptina e os ésteres por Espectroscopia

de Fluorescéncia e UV-vis.

As espectroscopias de absorcdo no UV-vis e de fluorescéncia tornaram-se

ferramentas importantes no estudo envolvendo aplicagdes biologicas®*3. Além da alta
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sensibilidade, é possivel obter informacGes sobre o tipo de interacdes de forma rapida e
direta por meio da supressdo de fluorescéncia da proteina. Nesse trabalho essas
ferramentas foram utilizadas para a investigacdo de interacGes entre 0s novos ésteres
tianeptinicos e a proteina BSA, onde buscou-se identificar interagdes hidrofobicas e
hidrofilicas com a proteina de acordo com as cadeias alquilicas inseridas.

Com base nos resultados obtidos foram propostos 0os mecanismos de interacéo

com a proteina, identificados sitios ativos e mudangas na conformacgédo da BSA.

4.3.1. Espectroscopia de absorcao na regido do UV-vis

N&o foram observadas mudancas no perfil dos espectros de absor¢do no UV-vis
dos ésteres da Tianeptina (Figura 33) e nem do comprimento de onda do maximo de
absorgdo (Amax), 0 qual situou-se em torno de 280 nm. Além disso, foram calculados o0s
valores de absortividade molar (g) para cada um dos derivados e para a Tianeptina (Tabela

2).

0,8
07 — Tianeptina
] ——3a
0,6 —3b
. ]
g 05 3c
< ] —3d
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a2 1 — 3f
< 013 T . 3g
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Figura 33: Espectros de absor¢do no UV-vis da Tianeptina e dos ésteres 3a-g em
CHCls (Q = 10* M).
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Tabela 3: Dados obtidos a partir do espectro de absor¢do no UV-vis.

Composto M (nm) A2 (nm) gt (Mtem?) e (Mlcem?)
Tianeptina 240 271 5000 1300

3a 240 272 4100 1100

3b 241 272 7700 2400

3C 240 273 5200 1500

3d 240 272 4200 1300

3e 240 271 5000 1500

3f 241 272 5800 1800

39 241 273 6800 2200

As transicoes eletronicas que podem ocorrer em compostos organicos dependem
da estrutura molecular. Compostos aromaticos ou altamente insaturados realizam
principalmente transi¢des do tipo -  *, as quais sdo transi¢des permitidas por simetria e
relacionadas a altas intensidades de absorcdo, cujos valores de absortividade molar
variam de 10° a 10° M. cm™. Além disto, compostos contendo grupos carbonilicos como
ésteres, cetonas ou acidos carboxilicos realizam transi¢cdes do tipo n- © *, sendo estas
transi¢cOes proibidas por simetria. Os valores de ¢ para estas transi¢es sdo na ordem de
102 M. cm™. O valor obtido da Tianeptina para a absortividade molar é coerente com
transigdes do tipo - m * 0 qual indica a existéncia de um sistema n deslocalizado. Para
os derivados foram observados valores bastante semelhantes, uma vez que as

modificacGes realizadas ndo envolveram o nlcleo dibenzotiazepinico.®’

Também se mediu a absorcdo no UV-vis da BSA em PBS nas concentracfes de 5
e 15 uM. O comprimento de onda maximo de absorc¢do foi de 280 nm, enquanto que o
comprimento de onda do méximo de absorcéo foi na faixa de 216 a 230 nm (Figura 34).
Além disso, pode ser observado um deslocamento do maximo de absorcdo para o

vermelho para a solu¢do mais concentrada de proteina.
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Figura 34: Medidas de absor¢do no UV-vis da BSA em tampéo fosfato.
4.3.2. Espectroscopia de emissdo de fluorescéncia

A espectroscopia de emisséo de fluorescéncia foi utilizada neste trabalho como
ferramenta para o estudo das interacdes entre a BSA e 0s ésteres de interesse, uma vez
que fluorescéncia intrinseca desta proteina esta sujeita a apresentar alteracfes em funcéo
da presenca de moléculas organicas que possam vir a interagir com os residuos de
aminoacido triptofano e tirosina. Tanto a Tianeptina como seus ésteres ndo apresentaram
fluorescéncia significativa na faixa de comprimento de onda da BSA (300 — 450 nm),
conforme a Figura 31A. Dessa forma, foi utilizada a fluorescéncia intrinseca da BSA para
a avaliacdo da existéncia de interagdes entre a proteina e as moléculas estudadas. Para
isso, 0 comprimento de onda de excitacdo utilizado foi 0 do méximo de absor¢do no UV-

vis da BSA (Lexc = 280 nm) e a fluorescéncia observada na faixa de 300 — 450 nm.

Primeiramente fez-se o estudo por fluorescéncia da BSA na presenca de
Tianeptina em diferentes concentraces. Foram preparadas oito solugbes em tampéo
contendo de 0 a 100 uM do farmaco na presenca de BSA conforme descrito no

procedimento experimental.

Os resultados mostram que a medida que a concentracdo de la aumenta, a
intensidade de fluorescéncia da BSA diminui de forma linear, evidenciando a existéncia
de interacOes entre a proteina e a Tianeptina (Figura 35). Esse comportamento também

foi observado para as temperaturas de 30°C (Figura 36) e 40°C (Figura 37) estudas.
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Também € interessante observar que o aumento da temperatura das solugdes
promoveu uma diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da solugdo contendo somente
a BSA em tampdo fosfato (F = 721,36 a 20°C, F = 684,27 a 30°C e F = 589,71 a 40°C).
Essa diminuicdo da intensidade da fluorescéncia ocorre devido ao aumento da energia
cinética das moléculas, o que, por consequéncia, gera um aumento das desativacOes do
estado excitado por colisdes com outras moléculas da solugdo (vide Figura 9, Diagrama
de Jablonski).
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Figura 35: a) Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA com o aumento da
concentragdo de Tianeptina em tampdo fosfato (Aexe = 280 nm). b) Variagdo da
intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentracdo de Tianeptina na
temperatura de 20°C (R = 0,989).
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Figura 36: a) Espectros de emisséo de fluorescéncia da BSA com o aumento da
concentracdo de Tianeptina em tampdo fosfato (Aexce = 280 nm). b) Variagdo da
intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentracdo de Tianeptina na
temperatura de 30°C (R =0,994).
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Figura 37: a) Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA com o aumento da
concentracdo de Tianeptina em tampdo fosfato (Aexce = 280 nm). b) Variacdo da
intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentracdo de Tianeptina na
temperatura de 40°C (R =0,996).

Apo0s os experimentos envolvendo a Tianeptina e a BSA, passou-se as analises
com os ésteres 3a-g sintetizados. Contudo, ao contrario da Tianeptina, que foi bastante
solivel nas concentracGes estudadas, alguns derivados apresentaram um precipitado
branco em concentragbes mais elevadas, o que pode ocasionar em erro devido ao

espalhamento da luz na cubeta que contém a solugéo turva. Desse modo, para alguns
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derivados foi necessario utilizar solu¢cdes mais diluidas e com intervalos menores de
concentracdo para que se mantivesse um nimero de pontos adequado para a realiza¢do

dos célculos posteriores.

Para o éster 3a, ndo foi observada a formacé&o de precipitado na faixa concentragdo
estudada, permanecendo os mesmos valores de concentracdo que foram usados para a
Tianeptina, exceto para a solu¢do contendo 100 uM, para a qual observou-se turbidez da
solucdo. Os resultados mostram que para as temperaturas de 20°C (Figura 38) e 30°C
(Figura 39) ocorreu a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da BSA de forma linear
com o aumento da concentracéo, indicando a existéncia de interacfes entre molécula e
proteina. Porém, para a temperatura de 40°C (Figura 40) a diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia da proteina mostrou-se bastante aleatdria com o aumento da concentracao.
Possivelmente devido ao aumento do nimero de conformacfes possiveis para o éster,
ocasionadas pelo aumento da temperatura do sistema. Como a Unica diferenca entre a
Tianeptina e o éster 3a reside na cadeia alquilica adicional, pode-se inferir que esta
modificacdo resultou em uma estrutura mais susceptivel a desativar fluorescéncia por

movimentos rotacionais e vibracionais antes de interagir com a proteina.
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Figura 38: a) Espectros de emisséo de fluorescéncia da BSA com o aumento da
concentragdo de 3a em tampao fosfato (Aexe = 280 nm). b) Variacdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentracéo de 3a na temperatura de 20°C (R = 0,992).
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Figura 39: a) Espectros de emisséo de fluorescéncia da BSA com o aumento da

concentragdo de 3a em tampdo fosfato (Aexc = 280 nm). b) Variagdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentracdo de 3a na temperatura de 30°C (R =0,941).

(=
~

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)

T
300

T
320

T T T T
340 360 380 400

Comprimento de Onda (nm)

T
420

440

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)

b)

600 ~

n

=3

=
I

560 —

n
&
=)

Concentracdo (uM)

Figura 40: a) Espectros de emisséo de fluorescéncia da BSA com o aumento da

concentragdo de 3a em tampdo fosfato (Aexc = 280 nm). b) Variagdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentracdo de 3a na temperatura de 40°C (R = 0,809).

Para o derivado 3b foi necesséria a utilizacdo de solu¢des mais diluidas para as

medidas devido a formag&o significativa de precipitado acima de 50 pM. Apesar da menor

diferenga de concentracdo entre as solugdes, foi possivel observar em todas as

temperaturas a diminui¢do da intensidade de fluorescéncia da BSA com o aumento da

concentracdo do éster 3b (Figuras 41 - 43). Alem da existéncia de interacGes entre o éster

e a proteina, também foi possivel observar um leve deslocamento hipsocrémico, isto é,
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deslocamento para menores comprimentos de onda, do maximo de emissdao de

fluorescéncia.

Outro fato importante a ser destacado foi a sobreposicéo das quatro ultimas curvas

referentes as solugBes contendo 35, 40, 45 ¢ 50 uM do derivado 3b em todas as

temperaturas avaliadas. 1sso mostra que ocorre uma saturacdo dos sitios ligantes da

proteina para concentra¢des superiores a 35 uM, ndo havendo mais mudangas na

intensidade de fluorescéncia da proteina.
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Figura 41: a) Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA com o aumento da

concentragdo de 3b em tampao fosfato (hexc = 280 nm). b) Variacdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentragéo de 3b na temperatura de 20°C (R = 0,990).
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Figura 42: a) Espectros de emisséo de fluorescéncia da BSA com o aumento da

concentragdo de 3b em tampao fosfato (Aexc = 280 nm). b) Variagdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentracao de 3b na temperatura de 30°C (R =0,961).
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Figura 43: a) Espectros de emisséo de fluorescéncia da BSA com o aumento da

concentragdo de 3b em tampao fosfato (Aexc = 280 nm). b) Variagdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentracao de 3b na temperatura de 40°C (R = 0,898).

A sobreposicdo das curvas para as concentracdes de 35 a 50 uM, além de indicar

uma saturacdo do sitio de ligagdo, indica que ndo ha mais diminuicdo da intensidade de

fluorescéncia da proteina independente de concentracao do éster. Ou seja, ha um segundo

residuo de triptofano que ndo tem sua fluorescéncia suprimida pelo éster 3b. Esse segundo

residuo muito provavelmente trata-se do Trp-134, o qual esta situado em uma regido mais

externa da proteina e, portanto, mais hidrofilica.

49



Desse modo, pode-se dizer que o sitio de interacdo da BSA com o éster 3b
encontra-se proximo ao residuo Trp-212. Como pode ser observado na Figura 44, este
residuo € muito mais interno na proteina, localizado em uma regido bastante hidrofébica,

0 que ndo soO permite, mas também facilita as interacdes com o éster.

Trp-134

Figura 44: Representacao estrutural da BSA.
Adaptado de: ALANAZI, ABDELHAMEED, 2016.

Para o éster 3c também foi necessario diminuir a concentracdo das solucdes
devido a formacdo de precipitado na solucdo aquosa tamponada. Porém, ao contrario do
observado para os ésteres 3a-b, o éster 3c (Figura 45 - 47) ndo promoveu a diminuicéo
da intensidade de fluorescéncia da BSA em nenhuma das temperaturas avaliadas. Ao
contrario, a adi¢do de 5uM do éster 3c foi suficiente para aumentar cerca de 10% a
intensidade de fluorescéncia da BSA, evidenciando a existéncia de interagcdes entre a
proteina e o éster 3c diferentes das observadas para os derivados 3a-b.

Comparando os resultados obtidos para os ésteres 3b e 3c pode-se concluir que,
além das interagGes com a proteina serem de naturezas diferentes, ha um tamanho limite
da cadeia alquilica para interacdo com o sitio hidrofébico da BSA, uma vez que o éster
3b promoveu diminuigdo da intensidade de fluorescéncia em todas as temperaturas

enquanto que o éster 3¢ promoveu 0 aumento da mesma.
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Figura 45: a) Espectros de emisséo de fluorescéncia da BSA com o aumento da
concentragdo de 3¢ em tampao fosfato (Aexc = 280 nm). b) Variacdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentracdo de 3c na temperatura de 20°C.
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Figura 46: a) Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA com o aumento da
concentragdo de 3c em tampdo fosfato (Aexc = 280 nm). b) Variagdo da intensidade de
fluorescéncia com o aumento da concentracdo de 3c na temperatura de 30°C.

51



8
—

o
—

o
=
=3

1

[ ]

[

-
=
=}
1
L]

400 4

o
=
S

I

[]

300

3804
200

100 3604

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)
Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)

o

T T T T T T T T 540 T T T T T T
300 320 340 360 380 400 420 440 0 10 20 30 40 50

Comprimento de Onda (nm) Concentracio (uM)

Figura 47: a) Espectros de emisséo de fluorescéncia da BSA com o aumento da
concentragdo de 3c em tampao fosfato (Aexe = 280 nm). b) Variagdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentracdo de 3c na temperatura de 40°C.

Para o derivado 3d ndo houve a formacéo de precipitado na solugdo aquosa do
tampéo, permitindo que as mesmas concentracOes utilizadas para a Tianeptina pudessem
ser utilizadas nas medidas. Somente na concentragdo de 100 uM do derivado 3d foi
observado um leve turvamento da solugcdo. Os resultados mostram que para as
temperaturas de 20°C (Figura 48), 30°C (Figura 49) e 40°C (Figura 50) ocorreu a
diminuigéo da intensidade de fluorescéncia da BSA de forma linear com o aumento da

concentracdo, indicando a existéncia de intera¢fes entre molécula e proteina.
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Figura 48: a) Espectros de emisséo de fluorescéncia da BSA com o aumento da

concentragdo de 3d em tampao fosfato (Aexc = 280 nm). b) Variagdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentracao de 3d na temperatura de 20°C (R = 0,948).
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Figura 49: a) Espectros de emisséo de fluorescéncia da BSA com o aumento da

concentragdo de 3d em tampao fosfato (Aexc = 280 nm). b) Variagdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentracdo de 3d na temperatura de 30°C (R = 0,953).

E interessante observar que os ésteres 3d e 3a também possuem o mesmo nimero

de carbonos ligados na fungéo éster e que a 20 e 30°C apresentaram um comportamento

semelhante quando em contato com a BSA. Contudo, a presenca da ligagéo dupla em 3d
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restringe o nimero de conformac®es possiveis e a 40°C a diminuicdo da fluorescéncia da

BSA permanece constante, contrariamente ao éster 3a.
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Figura 50: a) Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA com o aumento da
concentragdo de 3d em tampao fosfato (hexc = 280 nm). b) Variacdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentragdo de 3d na temperatura de 40°C (R = 0,956).

O éster 3e também ndo apresentou a formacdo de precipitado na solu¢do aquosa
do tampéo, de forma que foram utilizadas as mesmas concentracfes para a Tianeptina.
Os resultados também mostram que ocorreu uma diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia da BSA de forma linear com o aumento da concentracdo do derivado 3e,
evidenciando a existéncia de interacbes entre molécula e proteina para as trés

temperaturas estudadas (Figura 51 - 53).

A presenca da hidroxila na posicao terminal possibilita diferentes interacdes com
a BSA, uma vez que a adi¢do de 10 uM do éster 3e diminuiu cerca de 5% a intensidade
de fluorescéncia da proteina a 20°C, enquanto que para o éster 3a este valor cai para 3%

na mesma temperatura.
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Figura 51: a) Espectros de emisséo de fluorescéncia da BSA com o aumento da

concentragdo de 3e em tampao fosfato (Aexc = 280 nm). b) Variacdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentracdo de 3e na temperatura de 20°C (R = 0,930).
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Figura 52: a) Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA com o aumento da

concentracdo de 3e em tampao fosfato (Aexc = 280 nm). b) Variacdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentragdo de 3e na temperatura de 30°C (R = 0,976).
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Figura 53: a) Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA com o aumento da
concentragdo de 3e em tampao fosfato (Aexc = 280 nm). b) Variagdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentragdo de 3e na temperatura de 40°C (R = 0,962).

O éster 3f, assim como o éster 3c, também permitiu que fosse realizada uma
avaliacdo do tamanho da cadeia alquilica para a interacdo com a proteina. Apesar da
presenca da hidroxila, o derivado 3f apresentou interagdes com a BSA semelhantes as
observadas no caso do éster 3c, uma vez que ndo ocorreu diminuigdo da intensidade de
fluorescéncia da proteina na presenca do composto (Figura 54 - 56). Para todas as
temperaturas estudadas a variacdo da intensidade de fluorescéncia com o aumento da
concentracdo mostrou-se bastante aleatéria. Comparando os resultados obtidos para o
derivado 3e e 3f, foi possivel verificar que hd um efeito do tamanho da cadeia alquilica e
que este contribuiu de maneira significativa para que o éster 3f ndo atingisse o sitio de
interacdo com o triptofano e, portanto, ndo promovesse diminuicdo da intensidade de

fluorescéncia da proteina.
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Figura 54: a) Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA com o aumento da

concentragdo de 3f em tampao fosfato (Aexe = 280 nm). b) Varia¢do da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentracdo de 3f na temperatura de 20°C.
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Figura 55: a) Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA com o aumento da

concentragdo de 3f em tampao fosfato (Aexc = 280 nm). b) Variacdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentracdo de 3f na temperatura de 30°C.
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Figura 56: a) Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA com o aumento da
concentragdo de 3f em tampao fosfato (Aexe = 280 nm). b) Varia¢do da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentracdo de 3f na temperatura de 40°C.

Por fim, estudou-se a intera¢do do derivado 3g, contendo dois grupos ésteres na
cadeia alquilica. As medidas mostraram uma diminuicdo linear da intensidade de
fluorescéncia da BSA com o aumento da concentra¢do do derivado 3g na temperatura de
20°C (Figura 57). A 30°C (Figura 58) ha inicialmente um ligeiro aumento intensidade de
fluorescéncia, mas com o aumento da concentracdo ocorre a diminuicao linear da mesma.
Ja a 40°C (Figura 59) essa linearidade ndo foi mais observada, sendo bastante aleatéria a

diminuig&o da intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentragéo.

E interessante observar que apesar do comprimento total da cadeia ser semelhante
ao comprimento da cadeia do éster 3c, 0 éster 3g ocasionou a diminuicdo da intensidade
de fluorescéncia da BSA de forma linear a 20°C. Isso indica uma influéncia da segunda
funcdo éster presente no derivado 3g quando comparado ao éster 3c, a qual pode
apresentar interacGes do tipo dipolo-dipolo ou interacdes de hidrogénio com a proteina,
além de ter um carater hidrofilico mais acentuado, proporcionando diferentes interagdes
com a BSA.
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Figura 57: a) Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA com o aumento da

concentragdo de 3g em tampao fosfato (exc = 280 nm). b) Variacdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentragéo de 3g na temperatura de 20°C (R =0,951).
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Figura 58: a) Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA com o aumento da

concentragdo de 3g em tampéo fosfato (Aexc = 280 nm). b) Variacdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentragdo de 3g na temperatura de 30°C (R =0,706).
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Figura 59: a) Espectros de emissao de fluorescéncia da BSA com o aumento da
concentragdo de 3g em tampéo fosfato (Aexc = 280 nm). b) Variacdo da intensidade de

fluorescéncia com o aumento da concentracdo de 3g na temperatura de 40°C.

4.3.2.1. Avaliacdo do mecanismo de supressao

A supressao da fluorescéncia refere-se a qualquer processo que envolva a
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia de uma amostra em estudo. Os derivados 3a,
3b, 3d, 3e e 3g podem ser considerados substancias supressoras de fluorescéncia, uma
vez que diminuiram a intensidade de fluorescéncia da BSA. Contudo, para entender de
que forma ocorreu essa supressdo, isto é, qual o mecanismo envolvido, foi utilizada a

equacao de Stern-Volmer (Equacéo 2).

A constante de Stern-Volmer foi obtida por meio da equacéo da reta, ou seja, da
regressdo linear correspondente aos dados da concentracdo versus intensidade de
fluorescéncia obtidos para cada amostra em uma determinada temperatura (linha em cinza
na Figura 60). Na equacdo, a variavel que acompanha o valor de x corresponde a constante
de supressdo (Ksv). Os célculos mostram que para a Tianeptina ocorre 0 aumento da
constante de supressdo com o aumento da temperatura (Tabela 4), indicando um
mecanismo de supressdo dindmico. Enquanto que para os derivados 3b, 3d e 3e ndo foi
possivel estabelecer um mecanismo de supressdo, devido a proximidade dos valores de

Ksv obtidos e também a variagéo aleatdria destes com o aumento da temperatura.
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Figura 60: Gréafico da concentracdo versus intensidade de fluorescéncia da BSA

na presenca de Tianeptina a 20°C (R =0,992).

Todavia, ao analisar as constantes de supresséo (Kq) (Tabela 4), cujo valor foi

obtido segundo a equacao abaixo:
— Ksv
Kg= 2 ®)

onde 7o tempo de meia vida do triptofano na auséncia do supressor, no caso zo = 102 52,
é possivel observar que seu valor excede o valor maximo para a constante de supressao
bimolecular de 1x10'° Ms em solugio aquosa.®® Esse valor de referéncia foi obtido
para 0 oxigénio molecular em solucdo agquosa, um supressor bastante eficiente para
diversos fluoroforos. Contudo, a maioria dos supressores de fluorescéncia sdo maiores
que o oxigénio, fazendo com que valores menores para as constantes de supressao

envolvendo difusdo sejam esperados, pois moléculas maiores tem menores coeficientes

de difusao.

Desse modo, fica evidente que para a interacdo da Tianeptina com a BSA, apesar
das constantes aumentarem com a temperatura, ndo se trata de um mecanismo dinamico,
mas sim de um mecanismo de supressdo estatico. Em outras palavras, a diminui¢do da
intensidade da fluorescéncia da BSA ocorre via a formagdo de um complexo no estado

fundamental com a Tianeptina.
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Tabela 4: Equacéo de Stern-Volmer e constantes de supressdo de fluorescéncia da

BSA na presenca de Tianeptina e seus ésteres.

Molécula

20
Tianeptina 30

40

20
3a 30

40

20
3b 30

40

20
3d 30

40

20
3e 30

40

n.c.: ndo calculavel.

Temp. (°C)

Regressdo Linear

Fo/F = 0,97 + 5,99x103[Q]
Fo/F= 0,98 + 7,04x103[Q]

Fo/F= 0,93 + 8,49x10° [Q]

Fo/F = 1,01 + 1,86x10%[Q]
FolF = 1,00 + 1,30x10°[Q]

n.c.

FolF = 0,83 + 2,35x10* [Q]
FolF = 0,82 + 2,18x10°[Q]

FolF = 0,85 + 1,99x10* [Q]

Fo/F= 1,03 + 2,66x103[Q]
Fo/F= 1,01 + 2,44x10[Q]

Fo/F= 0,99 + 2,88x103[Q]

FolF = 1,01 + 3,93x10%[Q]
FolF = 1,00 + 3,54x10°[Q]

FolF = 0,99 + 3,65x10° [Q]

0,992
0,991

0,969

0,995

0,998

0,983
0,987

0,947

0,976
0,962

0,964

0,990
0,989

0,978

Ksv
(M1)
5,99x103
7,04x103

8,49x10°

1,86x103

1,30x10°

2,35x10*
4,28x10*

1,99x10*

2,66x10°
2,44x10°

2,88x10°

3,93x10°
3,54x10°

3,65x10°

Kq
(MLs)
5,99x101!
7,04x101

8,49x101

1,86x10%!

1,30x10%

2,35x10%?
4,28x10%?

1,99x10*2

2,66x10%
2,44x10%

2,88x10%

3,93x101*
3,54x1011

3,65x101*

Para o derivado 3a ndo foi possivel avaliar o mecanismo de supressdo de

fluorescéncia, uma vez que nao foi possivel a linearizacdo dos dados a 40°C. Ja para o

derivado 3g néo foi possivel avaliar o tipo de mecanismo de supressédo de fluorescéncia,

uma vez que somente para a temperatura de 20°C houve diminui¢éo da intensidade de

fluorescéncia em todas as concentragdes estudadas.
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4.4. Estudo das interacGes entre supressor e proteina

A partir dos dados de supressdo de fluorescéncia da BSA obtidos, foi possivel
calcular a relacdo quantitativa entre a intensidade de fluorescéncia e a concentracao do
supressor, desde que se assuma que existam sitios de interagdo similares e independentes
na biomolécula.*® Se considerarmos a interagdo entre uma proteina e um supressor

conforme a reacédo abaixo:
nQ+P > (Qn+P) 4)

onde n é o numero de mols, Q é o supressor de fluorescéncia, P é a proteina com o
fluoroforo e Qn + P é 0 complexo formado pelo supressor e proteina, a equagdo que

descreve a constante de ligacdo Kg entre proteina e supressor é dada por:

[Qn+P]
Kg =—=—— 5
B [pller” ®)
A relagdo entre a intensidade de fluorescéncia e a quantidade de proteina é feita
assumindo-se que [P)/[Po] é igual a F/Fe*. Desse modo, ap6s algumas substituicdes e

operacdes matematicas chega-se a seguinte equacao:

Fy—F
F

log( ) = logKg +nlog Q (6)

onde n é o numero de sitios de intera¢do. A obtencdo dos valores de Kg e n se da por meio

da regressédo linear dos dados obtidos do logaritmo de (Fo = F)/F versus o logaritmo da

concentracdo da molécula em estudo, no caso os esteres tianeptinicos (Figura 61).
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Figura 61: Gréfico do logaritmo da concentracdo versus o logaritmo de

(Fo — F)/F da BSA na presenca de Tianeptina a 30°C:

As equacdes obtidas, bem como os valores de Kg e n nas diferentes temperaturas
estudadas estao apresentados na Tabela 5. Os resultados mostraram-se bastante diferentes
para cada molécula estudada. De modo geral pode-se observar que tanto maiores 0s
valores de Kg, maior a capacidade de interacdo dos ésteres com a proteina BSA. Para a
Tianeptina, observou-se um aumento das constantes de ligagdo com a temperatura e
apenas a existéncia de um sitio de ligacdo entre a proteina e o farmaco. Além disso, pode-
se observar que as interacGes entre a Tianeptina e a BSA sdo bastante fracas, uma vez que

Kg < 10° L.mol? 273

Para o derivado 3a ndo foi possivel o calculo de Kg e n para a temperatura de
40°C, pois ndo houve linearidade na diminuicao da intensidade de fluorescéncia da BSA
com o0 aumento da concentracao do éster. Para as temperaturas de 20°C e 30°C os valores
de Kg mostraram-se bastante baixos, indicando fraca interacdo do derivado com a

proteina e 0 nimero de sitios ligantes foi igual a um.

Para o derivado 3b tanto as constantes de ligacdo como também o ndmero de sitios
de interagdo n diminuiram com o aumento da temperatura, o que indica uma diminui¢do
da estabilidade do complexo formado. E interessante ressaltar que para o derivado 3b

foram observados dois sitios de interacdo independentes a 20°C enquanto que para a
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Tianeptina foi observado apenas um na mesma temperatura. Além disso, chamam a
atencdo os valores das constantes de ligacdo bastante superiores do que os observados
para a Tianeptina, indicando a existéncia de interacdes entre proteina o éster 3b bem mais
fortes. Os valores tanto de Kg quanto de n contribuem para a hipotese levantada
anteriormente, sobre a existéncia de um tamanho limite para a cadeia alquilica do éster
para interacdo com a BSA, uma vez que para o éster 3b foram observados os maiores
valores de Kg.

Tabela 5: Constantes de ligacdo e nimero de sitios de ligacdo dos derivados em

diferentes temperaturas.

Temp. Ks
Molécula Regressao Linear R n
(°C) (L/mol)

20 log(Fo — F)/F = 3,98 + 1,05 log[Q] 0,998 9,59x103 1,05
Tianeptina 30 log(Fo — F)/F = 3,64 + 0,96 log[Q] 0,969 4,39x103 0,96
40 log(Fo— F)/F = 4,91 + 1,25 log[Q] 0,993 8,07x10* 1,25
20 log(Fo — F)/F = 2,43 + 0,80 log[Q] 0,994 269,77 0,80
3a 30 log(Fo — F)/F = 2,94 + 0,96 log[Q] 0,997 881,05 0,96

40 n.c. - - -
20 log(F, — F)/F = 8,49 + 1,94 log[Q] 0,964 3,09x108 1,94
3b 30 log(F, - F)/F = 6,89 + 1,59 log[Q] 0,971 7,76x106 1,59
40 log(F,— F)/F =5,19 + 1,22 log[Q] 0,913 1,55x10° 1,22
20 log(Fo — F)/F = 2,41 + 0,73 log[Q] 0,988 254,68 0,73
3d 30 log(Fo — F)/F = 2,26 + 0,72 log[Q] 0,968 180,30 0,72
40 log(Fo — F)/F = 5,32 + 1,46l0g[Q] 0,947 2,10x105 1,46
20 log(Fo — F)/F = 3,04 + 0,86 log[Q] 0,987 1,08 x10° 0,86
3e 30 log(Fo — F)/F = 3,91 + 1,08 log[Q] 0,979 8,18x10° 1,08
40 log(Fo — F)/F = 4,56 + 1,25 log[Q] 0,928 3,62x10* 1,25

n.c.: ndo calculavel.
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Outra informac&o importante que pode ser obtida da interacdo do éster 3b com a
proteina BSA vem do nimero de sitios de interacdo independentes. Como pode ser
observado na Tabela 4, hd uma diminui¢do do nimero desses sitios com 0 aumento da
temperatura, indicando nao s6 um enfraquecimento do complexo BSA-éster, mas também
indicando que o processo de interacdo com a proteina € reversivel e que, portanto, tratam-

se de interacOes ndo covalentes entre o éster e BSA.

Ja para o éster 3d a variagdo de Kg com o aumento da temperatura mostrou-se
bastante aleatoria. Além disso, os valores de Kg a 20°C e 30°C mostraram-se bastante
baixos, possivelmente devido a interacBes fracas com a proteina. Igualmente baixos
foram os valores correspondentes aos sitios de interacdo para essas temperaturas.

Somente a 40°C o numero de sitios foi superior a unidade.

Por fim, para o éster 3e, assim como para a Tianeptina, foi observado um aumento
de Kg com a temperatura, indicando um aumento da capacidade de interacdo com a
temperatura. O mesmo foi observado para o nimero de sitios, que a 40°C mostrou-se
superior a um, indicando que um novo sitio de interagdo com a proteina passava a ser

ocupado.
4.4.1. Fluorescéncia Sincronizada

A fluorescéncia sincronizada permite a analise de amostras que contenham mais
de um fluoréforo. Desse modo, a fluorescéncia sincronizada mostra somente o espectro
referente ao residuo de tirosina da BSA quando AL = 15 nm e somente o espectro referente

ao residuo de triptofano quando AA = 60 nm.

Os resultados mostram que para a Tianeptina ndo ha um deslocamento evidente
do maximo nos picos. Contudo, observa-se que a diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia dos residuos de triptofano (Figura 62b) mais intensa do que para os residuos
de tirosina (Figura 62a), o que indica que o sitio de interacdo entre Tianeptina e BSA deve

situar-se mais proximo dos residuos de triptofano.
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Figura 62: Efeito da Tianeptina no espectro de fluorescéncia sincronizada da BSA.

a) tirosina e b) triptofano.

Para o éster 3a no espectro de fluorescéncia sincronizada da tirosina (Figura 63a)
pode ser observado a presenca de sinais tdo intensos quanto a fluorescéncia da tirosina.
Esses picos correspondem a formacao de precipitados do derivado 3a na solugdo aquosa.
Contudo, como colocado anteriormente, fora observado a presenca de precipitados
somente na solugdo contendo 100 uM do éster, mas sendo a fluorescéncia uma técnica
bastante sensivel, fica evidente que ocorreu a precipitacdo também em concentracfes
mais diluidas. Desse modo, o espectro de fluorescéncia sincronizada da tirosina nao pode

ser utilizado para a averiguar interacdes do derivado 3a com este residuo de amino acido.

Por outro lado, o espectro de fluorescéncia sincronizada do triptofano (Figura 63b)
apresenta intensidades de fluorescéncia muito superiores do que o espectro da tirosina,
sendo que a presenca de precipitado ndo interferente para a averiguacdo das interacoes
entre proteina e derivado. O espectro mostra que ndo ha um deslocamento evidente do
maximo, indicando que o sitio de interacdo do derivado com a proteina ndo se situa

préximo aos residuos de triptofano.

67



180 -

160

140

120

100

80

60

40

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)

204

B T T T T T T
260 280 300 320 340 360 380 400

Comprimento de Onda (nm)

T
420

T
440

=
—

Intensidade de Fluorescéncia (u.a.)

900 -

800

700

600

5004

400

3004

200 A

100

—— 10uM
20uM

60uM
——— 100uM

T T T T T T
340 360 380 400 420 440

Comprimento de Onda (nm)

Figura 63: Efeito do éster 3a no espectro de fluorescéncia sincronizada da BSA.

a) tirosina e b) triptofano.

Para o éster 3b no espectro de fluorescéncia sincronizada da tirosina (Figura 64a)

pode ser observado que ha um aumento da intensidade de fluorescéncia do derivado em

todas as concentragdes. Esse aumento da intensidade de fluorescéncia da tirosina pode

estar relacionado a mudancas na conformacdo da proteina devido a interagdo com o éster

3b.Também entre 354 e 380 nm sdo observados sinais pouco intensos referentes a

presenca de precipitados em solucao.
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Figura 64: Efeito do éster 3b no espectro de fluorescéncia sincronizada da BSA.

a) tirosina e b) triptofano.

No espectro de fluorescéncia sincronizada do triptofano (Figura 64b) ndo é

possivel observar um deslocamento evidente do maximo do pico. Contudo, a diminuigdo

da intensidade de fluorescéncia do triptofano com o aumento da concentragéo do éster 3b
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¢ bastante intensa, sendo que para 35 uM do derivado a intensidade da fluorescéncia ¢
reduzida pela metade. Essa reducéo intensa indica que o sitio de interacdo da proteina e
0 éster 3b deve situar-se bastante proximo dos residuos de triptofano.

Também foram obtidos os espectros de fluorescéncia sincronizada das solucdes
contendo o éster 3c na presenca de BSA. No espectro de fluorescéncia sincronizada da
tirosina (Figura 65a) pode-se observar um aumento da intensidade de fluorescéncia do
aminoacido em todas as concentracfes do éster 3c, possivelmente devido a existéncia de
interacdes hidrofdbicas entre a BSA e o0 éster em regides proximas a este residuo de
aminodcido. E interessante observar que quantidades diferentes do éster ndo promoveram
diferencas no aumento da intensidade de fluorescéncia indicando que n&o hé ligacdo com
a proteina, mas algum outro tipo de interacdo. No espectro de fluorescéncia sincronizada
do triptofano (Figura 65b) observa-se apenas um ligeiro aumento da intensidade de

fluorescéncia do aminoacido.
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Figura 65: Efeito do éster 3c no espectro de fluorescéncia sincronizada da BSA.

a) tirosina e b) triptofano.

Para o éster 3d novamente sdo observados sinais bastante intensos no espectro de
fluorescéncia sincronizada da tirosina (Figura 66a), principalmente acima de 40 uM,
referentes a presenca de precipitados na solucdo aquosa. Dessa forma, assim como para
o derivado 3a, ndo é possivel utilizar esse espectro para a obtengéo de informacdes acerca

do microambiente envolvendo esse residuo de amino acido.
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No espectro de fluorescéncia sincronizada do triptofano (Figura 66b) foi
observado uma diminuigéo da intensidade da fluorescéncia dos picos com o0 aumento da
concentracdo do éster 3d, mas sem um deslocamento evidente dos méaximos. Além disso,

a diminuicdo da intensidade de fluorescéncia néo foi tdo acentuada como no caso do éster
3b.
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Figura 66: Efeito do éster 3d no espectro de fluorescéncia sincronizada da BSA.
a) tirosina e b) triptofano.

Para o éster 3e, tanto no espectro de fluorescéncia sincronizada da tirosina (Figura
67 a) quanto no espectro do triptofano (Figura 67b), é possivel observar a diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia com o aumento da concentra¢do. Contudo, ndo ha um

deslocamento evidente do m&ximo em nenhum dos dois espectros.

E interessante ressaltar que apenas para o derivado 3e houve diminuicdo da
intensidade de fluorescéncia da tirosina, isso indica que o sitio em que o derivado interage
com a BSA pode estar proximo de ambos os fluoréforos nesse caso. Outra hip6tese que
pode ser levantada ¢ a influéncia do grupo hidroxila terminal que este derivado possui, 0
que poderia induzir mudangas conformacionais na proteina levando a diminuicdo da

intensidade de fluorescéncia de ambos os derivados.
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Figura 67: Efeito do éster 3e no espectro de fluorescéncia sincronizada da BSA.
a) tirosina e b) triptofano.

Para avaliar exatamente o que ocorre nesse caso e também para os demais ésteres,
seriam necessarios estudos envolvendo o rendimento quantico.?’ Por meio desse tipo de
analise seria possivel avaliar a distancia entre o fluor6foro e o sitio ligante na BSA.
Contudo, no laboratorio nao ha disposi¢ao das lampadas necessarias (Aem = 280 nm) para

a realizacao da analise.

Para os ésteres 3f e 3g, Figuras 32A e 33A dos anexos, nao foram observadas
mudancas significativas com o aumento da concentracdo dos derivados tianeptinicos nos
espectros de fluorescéncia sincronizada da BSA, indicando que as interacGes existentes
entre esses ésteres e a proteina ndo se encontram em regides proximas aos residuos de

tirosina ou triptofano.
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5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O derivado N-metilado 2 da Tianeptina foi sintetizado e caracterizado
espectroscopicamente, contudo os baixos rendimentos obtidos sdo coerentes com o alto
impedimento estérico da posi¢do na qual a substituicdo foi realizada. Os ésteres 3a-f da
Tianeptina foram sintetizados por meio de uma rota de sintese alternativa envolvendo
uma Unica etapa e rendimentos intermediarios. O éster 3g foi sintetizado em duas etapas:
a primeira envolvendo a derivatizagdo do eletrofilo e a segunda envolvendo a

esterificacdo. Todos os derivados foram caracterizados espectroscopicamente.

Realizou-se o estudo fotofisico dos ésteres tianeptinicos através de medidas de
absorcéo na regido do UV-vis e espectroscopia de fluorescéncia. Os valores obtidos para
os coeficientes de extingdo molar se mostraram bastante semelhantes aos do precursor

Tianeptina, sendo coerentes com as transigdes do tipo m-m*.

Foi realizado um estudo das interacdes entre a Tianeptina e seus ésteres com a
BSA, proteina andloga a HSA. O estudo foi feito utilizando a fluorescéncia intrinseca da
proteina, uma vez que os derivados ndo apresentaram fluorescéncia apreciavel na faixa
estudada (300 — 450 nm). A Tianeptina e os ésteres 3a, 3b, 3d e 3e apresentaram
diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da proteina em todas as temperaturas
estudadas indicando a existéncia de interagdes envolvendo pelo menos um sitio ligante
com a proteina, enquanto que o derivado 3g diminuiu a intensidade de fluorescéncia da
BSA apenas a 20°C. Os derivados 3c e 3f promoveram um aumento, cerca de 10% e 7%
respectivamente, da intensidade de fluorescéncia da BSA evidenciando a existéncia de

interacOes diferentes das apresentadas pelos demais ésteres com a proteina.

O mecanismo de supressdo de fluorescéncia da BSA foi estudado utilizando a
equacdo de Stern-Volmer onde verificou-se a ocorréncia do mecanismo estatico, tanto
para a Tianeptina como para os ésteres 3b, 3d e 3e. Tambem foram avaliados as
constantes de ligacdo e o numero de sitios ligantes com a proteina. A Tianeptina e 0s
ésteres 3a, 3d e 3e apresentaram valores de constantes de ligacdo intermediarios e
aleatorios e apenas um sitio de interacdo com a proteina. J& o derivado 3b apresentou
valores de Kg bastante superiores aos demais derivados, além de ocupar dois sitios de

ligacdo na proteina a 20°C.
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A diminuicdo da intensidade de fluorescéncia da BSA causada pelo éster 3b
contendo seis carbonos na funcao éster e o efeito oposto, isto €, 0 aumento da intensidade
de fluorescéncia causado pelo éster 3c, indicam a existéncia de um tamanho maximo de
cadeia alquilica para interacdo com a proteina. Além disso, a presenca de hidroxila
terminal, no caso do éster 3e, ndo contribuiu para interacdes hidrofilicas com a proteina.
Desse modo, pode-se concluir que as interacbes com a proteina predominantemente

foram hidrofdébicas.

Por fim, foram obtidos os espectros de fluorescéncia sincronizada da tirosina (AA
=15 nm) e do triptofano (AL = 60 nm). A Tianeptina e 0s ésteres 3a, 3d e 3e apresentaram
reducdo da intensidade de fluorescéncia do triptofano, indicando a proximidade a este
residuo de amino &cido. Enquanto que o éster 3b apresentou reducdo da intensidade de
fluorescéncia do triptofano e aumento da intensidade de fluorescéncia da tirosina. O éster
3c promoveu aumento da intensidade de fluorescéncia somente do residuo de tirosina,
enquanto os derivados 3f e 3g ndo produziram mudangas significativas nos espectros de
ambos o0s aminoacidos. Estudos complementares, como rendimento quantico de
fluorescéncia, irdo contribuir para um estudo mais detalhado da interacdo desses ésteres,

bem como da Tianeptina com a BSA.

A avaliacdo da existéncia de interacBes existentes entre macromoléculas
bioldgicas e candidatos a farmacos constitui uma das fases mais importantes do processo
de desenvolvimento de novos medicamentos. Assim, o estudo das interaces dos ésteres
com a BSA constitui uma etapa relevante para estudos posteriores de farmacodinédmica e

farmacocinética desses candidatos a farmacos para o tratamento da depressao.

Como proxima etapa a ser futuramente desenvolvida esta o estudo da viabilidade
celular e também a avaliacdo dos niveis de BDNF, os quais permitem estimar a influéncia
dos ésteres tianeptinicos sintetizados nesse trabalho para o tratamento de distarbios

neurais ou neuroprotecao.
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6. PARTE EXPERIMENTAL

6.1. Materiais e métodos

Os comprimidos de Stablon® foram fornecidos pelo professor Rafael Roesler do
Instituto de Ciéncias Bésicas da Salude, ICBS-UFRGS e utilizados para a obtencdo do
principio ativo Tianeptina. Foram utilizados como reagentes eletrofilicos os seguintes
compostos: iodo-metano, iodo-octano, bromo-octano, iodo-hexano, iodo-butano, 3-
bromo-1-propanol, 11-bromo-1-undecanol, &cido-6-bromo-hexandico e cis,trans-1-
cloro-2-buteno. Também foram utilizados os seguintes sais: Na;COs, K2CO3, NaHCO3,
NaCl, KH2PO4 e NazPOa.

Os solventes utilizados foram tetrahidrofurano (THF), acetona, diclorometano
(DCM), acetonitrila (MeCN), dimetilsulféxido (DMSO), dimetilformamida (DMF),
cloroférmio (CHCIz), metanol (MeOH) e etanol (EtOH), todos de pureza analitica e
utilizados sem purificacdo prévia. A cromatografia em coluna foi realizada em silica gel
60 (70-230 mesh). O acompanhamento das reacdes foi feito por cromatografia em camada
delgada (CCD) e foram realizadas utilizando placas de aluminio com 0,2 mm de silica
gel 60 F-254 produzida pela Merck.

Todas as analises foram realizadas no Instituto de Quimica da Universidade
Federal do Rio Grande do Sul. Os espectros de RMN de *H e 3C (APT) foram obtidos
em espectrometros Varian VNMRS de 400 MHz e no Varian Inova de 300 MHz,
utilizando CHClI3-d como solvente das amostras. A nomenclatura dos compostos foi dada
baseando-se no programa ChemDraw Ultra 12.0 da Cambridge Soft. Os dados dos
espectros de RMN foram descritos da seguinte forma: deslocamento quimico, relatado
em & (ppm) relativo ao tetrametilsilano (padrdo interno), multiplicidade (s = singleto, sl
=singleto largo, d = dubleto, t = tripleto, tt = tripleto de tripleto, g = quarteto, qt = quinteto
e m = multipleto), constante de acoplamento (J) expressa em Hertz (Hz) e nimero de
hidrogénios deduzido da integral relativa. Os espectros de Infravermelho foram obtidos
em espectrometro Varian 640-IR, em filme liquido sobre cristal de KBr. Os espectros de
absorcdo de UV-visivel foram obtidos em um espectrofotdmetro Shimadzu UV-2450PC.
Os espectros de emissao de fluorescéncia foram obtidos no espectrofluorimetro Shimadzu
RF-5301PC.
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Para a realizagcdo das medidas de absorcdo na regido do UV-vis e de emissédo de
fluorescéncia, foram preparadas duas solucgdes de trabalho. A primeira, uma solucéo
tampado fosfato ou PBS (pH = 7,4), a qual serviu de solvente para ndo sé para a preparagao
das soluces a serem medidas, mas também para a preparacdo da segunda solugédo
trabalho, uma solucdo concentrada de BSA (15 uM). As demais solu¢des mée contendo
Tianeptina ou os derivados sintetizados foram preparadas utilizando dimetilformamida

ou cloroférmio com concentragéo de 6 x 107 M.

As medidas de absor¢do na regido do UV-vis foram realizadas a 20°C utilizando
as solucGes mée dos derivados em cloroformio. Ja as medidas de emissdo de fluorescéncia
foram realizadas em meio aquoso, utilizando o tamp&o fosfato como solvente. A
concentragdo de BSA foi mantida fixa (5 uM) enquanto aumentava-se gradativamente a
concentracdo dos derivados. As medidas de emissdo de fluorescéncia foram realizadas a
20°C, 30°C e 40°C e as medidas de fluorescéncia sincronizada foram realizadas apenas a
20°C, todas em cubetas de quartzo de 1 cm de caminho 6ptico.

As soluces contendo proteina e as moléculas estudadas foram preparadas
imediatamente antes das medidas e deixadas atingir o equilibrio durante uma hora. Para
as temperaturas de 30°C e 40°C aguardou-se meia hora até que a temperatura das solucdes

e também da cubeta atingissem o equilibrio em banho maria.

6.2. Obtencdo do &cido - [3-cloro-6-metil-5,5-diox0-6,11-diidro-(c,f)-dibenzo-(1,2-

tiazepina)-11-il)amino]-7 heptanoico (1a)

A Tianeptina utilizada neste trabalho foi extraida diretamente dos comprimidos
macerados. A extracdo foi realizada utilizando THF, agitacdo e aquecimento a 50°C
durante 20 minutos. Em seguida, a mistura foi filtrada em funil de Blichner e o solvente
removido no rotaevaporador até sobrar uma pasta viscosa de cor amarelada. Essa pasta

contendo Tianeptina e excipientes foi purificada por cromatografia em coluna utilizando
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como eluente a mistura CHCIl3:MeOH:NH4OH na proporgéo inicial de 93:6,5:0,5 e depois
modificada gradualmente até 85:14,5:0,5. Apo6s a remogdo do solvente das fragGes, foi
obtido um sélido branco grumoso. Rendimento da coluna 50 - 82%. IV (KBr, cm™): 3260;
3070; 2930; 2850; 1680; 1585; 1480; 1335; 1160 e 575. RMN de *H (CDCls-d, 300MHz,
TMS): 8 (ppm) = 1,21 - 1,34 (m, 4H); 1,40 - 1,61 (m, 4H); 2,24 (t, 2H, J = 15 Hz); 2,37
— 2,53 (m, 2H); 3,32 (s, 3H); 5,17 (s, 1H); 6,57 — 6,59 (sl, 1H, NH); 7,30 — 7,34 (m, 1H);
7,35 — 7,45 (m, 3H); 7,46 - 7,49 (m, 2H); 7,96 (m, 1H). RMN de C (APT) (CDCls-d,
75MHz, TMS): & (ppm) = 178,9 (C=0); 140,4, 139,3, 136,1, 135,3 ¢ 135,0 (C4’a, C6’a,
Cl10’a, Cl11’a e C3’); 132,8, 132,6, 131,4, 130,1, 128,7, 128,2 ¢ 127,9 (C2’, C1’, C10°,
C8’, C9’, C7’ e C4’); 66,3 (C11°); 47,7 (C1); 39,1 (CH3); 34,9 (C6); 29,4 (C2); 29,2
(C4); 27,1 (C3) e 25,2 (C5). Amax (CHCI3) = 271 nm, £ = 1300 Mt.cm™.

6.3. Procedimento para a preparacdo do é&cido [3-cloro-6-metil-5,5-diox0-6,11-

diidro-(c,f)-dibenzo-(1,2-tiazepina)-11-il)(metil)amino]-7 heptandico (2)

Em um baldo foram colocados uma barra magnética, 100 mg de Tianeptina (0,23
mmol) os quais foram dissolvidos em 5 ml de acetonitrila. Em seguida, foram adicionados
2 equivalentes de Mel e 2 equivalentes de Na2COs. O baldo reacional foi fechado com um
septo de borracha e deixado sob agita¢do durante 24 horas, até que ndo se observassem
mais mudancas na CCD. Ap0s, o solvente foi removido e o produto bruto purificado por
cromatografia em coluna, utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila como
eluentes na proporcdo inicial de 80:20 e aumentou-se a polaridade gradualmente até
40:60. Cera amarela. Rendimento, 19%. IV (KBr, cm™): 3070; 2930; 2850; 1715; 1580;
1335; 1160 e 570. RMN de H (CDCls-d, 400 MHz, TMS): & (ppm) = 1,08 — 1,29 (m,
4H); 1,33 - 1,47 (m, 2H); 1,51 — 1,60 (m, 2H); 2,02 (s, 3H); 2,08 — 2,26 (m, 2H); 2,30 (t,
2H, J = 18,9 Hz); 3,51 (s, 3H); 4,26 (s, 1H); 7,26 — 7,33 (m, 1H); 7,35 — 7,41 (m, 3H);
7,43 7,48 (m, 2H) e 7,94 (d, 1H, J = 5,6 Hz). RMN de 3C (CDClz-d, 100 MHz, TMS):
8 (ppm) = 179,1 (C=0); 142,8, 140,7, 137,7, 135,4 ¢ 135,0 (C4’a, C6’a, C10’a, C11’a e
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C3%); 133,4, 131,2, 130,7, 130,4, 130,0, 128,7 e 128,5 (C2’, C1°, C10°, C8’, C9”, CT" e
C4%); 76,4 (C8): 55,4 (C1); 40,5 (C11°); 39,5 (CHs); 33,8 (C6); 28,8 (C2): 26,9 (C4); 26,4
(C3) e 24,5 (C5).

6.4. Procedimento geral para a preparacdo dos ésteres tianeptinicos (3a - f)

A uma solucéo de Tianeptina 211,46 mg (0,5 mmol) em MeCN (10 ml) foram
adicionados 0,93 equivalentes do eletréfilo com um pipetador automatico. Em seguida,
sob agitacao vigorosa foram adicionados 0,95 equivalentes de base (K2COs para a sintese
do éster 3d e Na,COgz para os demais ésteres). O baldo reacional foi acoplado com um
condensador simples e a reacdo foi aquecida a 65°C até que ndo se observassem mais
mudancas na CCD. Apds a reacdo o solvente foi removido em rotaevaporador e o produto
bruto foi purificado por cromatografia em coluna utilizando silica gel como fase
estacionaria e como fase movel foi utilizado um gradiente de hexano e acetato de etila,

iniciando em 90:10 ou 80:20 e aumentou-se a polaridade gradualmente até 40:60.

6.4.1. [3-cloro-6-metil-5,5-dioxo0-6,11-diidro-(c,f)-dibenzo-(1,2-tiazepina)-11-
il)-amino]-7-heptanoato de butila (3a)

Oleo amarelo claro. Rendimento, 26%. 1V (KBr, cm™): 3350; 3080; 2930; 2860;
1730; 1595; 1470; 1335; 1150 e 580. RMN de *H (CDCls-d, 300 MHz, TMS): 8 (ppm) =
0,92 (t, 3H, J = 24,4 Hz); 1,19 — 1,66 (m, 12H); 1,89 (sl, NH); 2,27 (t, 2H, J = 25,4 Hz);
2,45 (t, 2H, J = 23,5 Hz); 3,37 (s, 3H); 4,06 (t, 2H, J = 22,5 Hz); 5,00 (s, 1H); 7,28 — 7,35
(m, 1H); 7,36 — 7,43 (m, 3H); 7,44 — 7,50 (m, 2H) e 7,96 (d, 1H, J = 5,8 Hz). RMN de
13C (CDCls-d, 75 MHz, TMS): 6 (ppm) = 173,9 (C=0); 140,3, 138,7, 138,5, 136,9 ¢ 134,2
(C4’a,C6’a, C10’a,Cl1’ae C3’); 132,2, 131,2, 130,0, 129,3, 128,4, 128,1 ¢ 127,9 (C2’,
Cl’, C10°, C8, C9°, C7’ e C4’); 66,1 (C11°); 64,1 (C8); 48,1 (C1); 38,7 (CH3); 34,2
(C6); 30,7 (C9); 29,9 (C2); 28,9 (C4); 26,9 (C3); 24,8 (C5); 19,1 (C10) e 13,7 (C11).
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Amax (CHCI3) =272 nm, e = 1100 Mt.cm™.

6.4.2. [3-cloro-6-metil-5,5-dioxo-6,11-diidro-(c,f)-dibenzo-(1,2-tiazepina)-11-

il)-amino]-7-heptanoato de hexila (3b)

e
N-ST

Oleo amarelo claro. Rendimento, 18%. IV (KBr, cm™): 3350; 3070; 2930; 2860;
1730; 1560; 1470; 1350; 1150 e 583. RMN de H (CDCls-d, 400 MHz, TMS): & (ppm) =
0,89 (t, 3H, J = 14,1 Hz): 1,23 — 1,39 (m, 10H); 1,43 — 1,54 (m, 2H); 1,54 — 1,66 (m, 4H):
2,27 (t, 2H, J = 18,6 Hz); 2,40 — 2,55 (m, 2H); 3,35 (s, 3H): 4,04 (t, 2H, J = 16,6 Hz):
5,00 (s, 1H): 7,27 — 7,34 (m, 1H); 7,35 7,41 (m, 3H): 7,42 — 7,52 (m, 2H) e 7,97 (d, 1H,
J = 4,9 Hz). RMN de C (CDCls-d, 100 MHz, TMS): & (ppm) = 173,9 (C=0); 140,2
(C4’a); 138,7 (C6’a); 134,5 (C3’a); 132,3, 131,6, 130,4, 129,5, 128,4, 128,1, 127.8, (C2’,
C1’,C10°,C8”,C9’,C7’ e C47); 66,2 (C11°); 64,4 (C8): 47,9 (C1); 38,8 (CH=); 34,2 (C6):
31,4 (C9); 28,9 (C2); 28,6 (C4); 26,8 (C10): 25,6 (C11); 24,8 (C3); 22,5 (C5) e 14,0
(C13).

Amax (CHCl3) = 271 nm, £ = 2400 Mt.cm™.

6.4.3. [3-cloro-6-metil-5,5-dioxo0-6,11-diidro-(c,f)-dibenzo-(1,2-tiazepina)-11-

il)-amino]-7-heptanoato de octila (3c)

15
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Oleo amarelo claro. Rendimento, 28%. IR (KBr, cm™): 3340; 3065; 2930; 2850;
1730; 1595; 1470; 1335; 1150 e 580. RMN de *H (CDCls-d, 300 MHz, TMS): 8 (ppm) =
0,88 (t, 3H, J = 21,5 Hz); 1,19 — 1,40 (m, 14H); 1,41 — 1,72 (m, 6H); 1,95 (s, NH); 2,27
(t, 2H, J = 25,4 Hz); 2,46 (t, 2H, J = 23,5 Hz); 3,37 (s, 3H); 4,04 (t, 2H, J = 22,5 Hz);
5,00 (s, 1H); 7,27 — 7,33 (m, 1H); 7,34 — 7,42 (m, 3H); 7,43 - 7,49 (m, 2H) e 7,95 (d, 1H,
J = 7,8 Hz). RMN de C (CDClz-d, 75MHz, TMS): & (ppm) = 173,9 (C=0); 140,3,
138,7,138,5, 136,9 ¢ 134,2 (C4’a, C6’a, C10’a, C11’ae C3’); 132,2; 131,2, 130,0, 129,3,
128,4, 128,1 ¢ 127,9 (C2°,C1°,C10°,C8’, C9’, C7’ e C4’); 66, 1 (C11’); 64,5 (C8); 48,1
(C1); 38,7 (CHs); 34,2 (C6); 31,8 (C9); 29,9 (C10); 29,2 (C2); 29,0 (C4); 28,9 (C11);
28,6 (C12); 26,9 (C3); 25,9 (C13); 24,8 (C5); 22,6 (C14) e 14,1 (C15).

Amax (CHCI3) = 273 nm, £ = 1500 Mt.cm™.

6.4.4. [3-cloro-6-metil-5,5-dioxo0-6,11-diidro-(c,f)-dibenzo-(1,2-tiazepina)-11-
il)-amino]-7-heptanoato de (E)-but-2-en-1-ila (3d)

Oleo amarelo claro. Rendimento, 29%. IV (KBr, cm™): 3340; 3070; 3020; 2930;
2840; 1730; 1560; 1480; 1330; 1150 e 585. RMN de *H (CDClz-d, 500 MHz, TMS):
(ppm) = 1,24 - 1,34 (m, 4H); 1,43 — 1,53 (m, 2H); 1,54 — 1,64 (m, 2H); 1,72 (d, 2H, J =
12,7 Hz); 2,01 (sl, NH); 2,28 (t, 2H, J = 14,7 Hz); 2,45 (t, 2H, J = 14,1 Hz); 3,37 (s, 3H);
4,48 - 4,62 (d, 2H, J = 13,7 Hz); 5,00 (s, 1H); 5,51 — 5,61 (m, 1H); 5,73 — 5,82 (m, 1H);
7,27 —17,32 (m, 1H); 7,33 — 7,41 (m, 3H); 7,42 — 7,48 (m, 2H) e 7,95 (d, 1H, J = 3,9 Hz).
RMN de 3C (CDClz-d, 125 MHz, TMS): 6 (ppm) = 173,5 (C=0); 140,3, 138,7, 138,5,
136,9 ¢ 134,2 (C4’a, C6’a, C10’a, C11’ae C3’); 132,1, 131,3, 130,0; 129,3, 128.4, 128,1
e 127,9 (C2’,C1°,C10°,C8’,C9’, C7’ e C4’); 125,1 (C9); 124,3 (C10), 66,1 (C11°); 65,0
(C8); 48,1 (C1); 38,7 (CHa); 34,2 (C6); 29,9 (C2); 28,9 (C4); 26,9 (C3); 24,8 (C5) e 17,8
(C11).

Amax (CHCI3) = 272 nm, & = 1300 M*.cm™,
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6.4.5. [3-cloro-6-metil-5,5-dioxo-6,11-diidro-(c,f)dibenzo-(1,2-tiazepina)-11-

il)-amino] -7-heptanoato de 3-hidroxipropila (3e)

Oleo amarelo claro. Rendimento, 21%. IV (KBr, cm™): 3560 — 3300; 3340; 3070;
2930; 2850; 1730; 1595; 1475; 1325; 1150; 1060 e 590. RMN de *H (CDClIz-d, 300 MHz,
TMS): & (ppm) = 1,24 — 1,36 (m, 4H); 1,41 — 1,53 (m, 2H); 1,53 — 1,66 (m, 2H); 1,85 (i,
2H, J = 19,6 e 21,5 Hz); 2,01(sl, NH); 2,28 (t, 2H, J = 24,4); 2,46 (t, 2H, J = 24,4 Hz);
3,36 (s, 3H); 3,67 (t, 2H, J = 20,6 Hz); 4,22 (t, 2H, J = 20,6 Hz); 5,00 (s, 1H); 7,27 - 7,34
(m, 1H); 7,35 — 7,42(m, 3H); 7,42 — 7,50 (m, 2H) e 7,95 (d, 1H, J = 7,8 Hz). RMN de 13C
(APT) (CDClIs-d, 75MHz, TMS): & (ppm) = 174,1 (C=0); 140,3, 138,5, 138,4, 136,8 ¢
134,2 (C4’a, C6’a, C10’a,Cl11’ae C3°); 132,2, 131,2, 130,1, 129,3, 128,4, 128,1 ¢ 127,9
(C2’, C1°, C10°, C8’, C9’, C7’ e C4%); 66,2 (C11°); 61,2 (C8); 59,1 (C10); 48,0 (C1);
38,7 (CHa); 34,2 (C6); 31,7 (C9); 29,8 (C2); 28,9 (C4); 26,9 (C3) e 24,8 (C5).

Amax (CHCI3) =271 nm, £ = 1500 Mt.cm™.

6.4.6. [3-cloro-6-metil-5,5-dioxo0-6,11-diidro-(c,f)-dibenzo-(1,2-tiazepina)-11-
il)(11-hidroxiundecil)amino]-7-heptanoato de 11-hidroxi-undecila (3f)

Oleo amarelo claro. Rendimento, 27%. IV (KBr, cm™): 3560 — 3280; 3350; 3065;
2930; 2850; 1730; 1590; 1470; 1325; 1150; 1065 e 585. RMN de *H (CDCls-d, 300 MHz,
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TMS): 6 (ppm) = 1,20 — 1,40 (m, 20H); 1,41 — 1,66 (m, 6H); 1,72 (sl, NH); 2,27 (t, 2H, J
=249 Hz); 2,45 (t, 2H, J = 23,3 Hz); 3,37 (s, 3H); 3,63 (t, 2H, J = 22,0 Hz); 4,04 (t, 2H,
J=22,5Hz); 5,00 (s, 1H); 7,27 — 7,35 (m, 1H); 7,36 — 7,42 (m, 3H); 7,43 — 7,50 (m, 2H)
e 7,96 (d, 1H, J = 6,8 Hz). RMN de 3C (APT) (CDClz-d, 75MHz, TMS): & (ppm) =
173,9; 140,2; 138,6; 138,5; 136,8; 134,2; 132,2; 131,2; 130,0; 129,3; 128,4; 128,1; 127,9;
66,1; 64,4; 63,0; 48,1; 38,7; 34,2; 32,8; 29,9; 29,5; 29,4, 29,3; 29,2; 29,0; 28,6, 26,9; 25,9;
25,7 e 24,8.

Amax (CHCI3) = 272 nm, £ = 1800 Mt.cm™.

6.5. Procedimento geral para a preparacdo do éster [3-cloro-6-metil-5,5-diox0-6,11-
diidro-(c,f)-dibenzo-(1,2-tiazepina)-11-il)amino]-7-heptanoato-(6-hexanoato de
etila) (39)

Em um baldo com uma barra magnética e um condensador simples, foram
dissolvidos 300 mg do &cido-6-bromo-hexanéico em 10 ml de etanol. A esta solucéo
foram adicionados 0,15 ml de H2SO4 concentrado como catalisador da reacéo. A reacéao
foi deixada sob refluxo (78°C) e foi acompanhada via CCD. Ap6s uma hora observou-se
o consumo total do material de partida e foi realizada uma extracao liquido-liquido. O
bruto foi diluido 40 ml de acetato de etila, em seguida a fase organica foi lavada com 3 x
20 ml de agua deionizada e 10 ml de uma solu¢do 10% de Na>COs. As fracdes foram
secas utilizando Na2SO4 e o solvente removido em rotaevaporador, 88% de rendimento.
O dleo obtido foi caracterizado por RMN de *H (CDClz-d, 300 MHz, TMS): 8 (ppm) =
1,27 (t, 3H, J = 23,9 Hz); 1,43 — 1,54 (m, 2H); 1,67 (tt, 2H, J = 23,4 e 26,4 Hz); 1,89 (qt,
2H, J = 23,7 Hz); 2,33 (t, 2H, J = 24,4 Hz); 3,42 (t, 2H, J = 22,5 Hz) e 4,14 (q, 2H, J =
23,8 Hz).

A uma solucéo de Tianeptina 211,46 mg (0,5 mmol) em MeCN (10 ml) foram

adicionados 1,1 equivalentes do &cido derivatizado. Em seguida, sob agitacdo vigorosa
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foram adicionados 1,5 equivalentes de Na>COs. O baldo reacional foi acoplado com um
condensador simples e a reacdo foi aquecida a 65°C até que ndo se observassem mais
mudancas na CCD. Ap6s 48 horas de reagdo o solvente foi removido em rotaevaporador
e o produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna utilizando silica gel como
fase estacionaria e uma mistura de hexano e acetato de etila como fase movel em um
gradiente iniciado por uma mistura 80:20 dos solventes e aumentou-se a polaridade até
40:60. Oleo amarelo claro, 10% de rendimento. 1V (KBr, cm™): 3330; 3070; 2930; 2860;
1730; 1585; 1470; 1335; 1150 e 580. RMN de tH (CDCls-d, 500 MHz, TMS): 8 (ppm) =
1,25 (t, 3H, J = 14,2 Hz); 1,27 — 1,33 (m, 4H); 1,35 - 1,41 (m, 2H); 1,44 — 1,52 (m, 2H);
1,55 — 1,69 (m, 6H); 1,91 (sl, NH); 2,26 (t, 2H, J = 15,2 Hz); 2,30 (t, 2H, J = 15,2 Hz);
2,46 (t, 2H, J = 14,7 Hz); 3,37 (s, 3H); 4,05 (t, 2H, J = 13,2 Hz); 4,12 (q, 2H, J = 14,3
Hz); 5,00 (s, 1H); 7,27 — 7,32 (m, 1H); 7,34 — 7,41 (m, 3H); 7,42 — 7,49 (m, 2H) e 7,96
(d, 1H, J = 4,9 Hz). RMN de BC (APT) (CDClz-d, 125MHz, TMS): & (ppm) = 173,8
(C=0); 173,6 (C=0); 140,3, 138,6, 138,5, 136,8 e 134,2 (C4’a, C6’a, C10’a, Cl1’a ¢
C3%); 132,2, 131,2, 130,1, 129,3, 128,4, 128,1 ¢ 127,9 (C2’, C1’, C10°, C8’,C9’,C7’ ¢
C4%); 66,1 (C11°); 64,1 (C14); 60,3 (C8); 48,1 (C1); 38,7 (CHs); 34,2 (C6); 34,1(C12);
29,9 (C9); 29,0 (C2); 28,3 (C4); 26,9 (C3); 25,5 (C11); 24,8 (C5); 24,6 (C10) e 14,2
(C15).

Jmax (CHCl3) = 273 nm, & = 2200 M-L.cm™.,
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Figura 1A: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls-d) da Tianeptina comercial bruta.
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Figura 2A: Espectro de Infravermelho da Tianeptina purificada.
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Figura 3A: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls-d) da Tianeptina apds purificacao.
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Figura 4A: Espectro de RMN de 3C - APT (75 MHz, CDCl3-d) da Tianeptina apos purificacéo.
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Figura 5A: Espectro de Infravermelho de 2 puro.
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Figura 7A: Espectro de RMN de 13C - APT (100 MHz, CDClz-d) de 2.
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Figura 8A: Espectro de Infravermelho do éster 3a puro.
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Figura 10A: Espectro de RMN de 3C - APT (75 MHz, CDClz-d) do éster 3a.

Al0



Transmitancia (%)

100 -~
90:
80:
70-
60:
s0-

40

30

T T T T T T T T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000

Numero de Onda (cm'l)
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Figura 12A: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDClIs-d) do éster 3b.
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Figura 13A: Espectro de RMN de 3C - APT (100 MHz, CDClIs-d) do éster 3b.
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Figura 14A: Espectro de Infravermelho do éster 3c puro.
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Figura 15A: Espectro de RMN de H (300 MHz, CDClz-d) do éster 3c.

Al5



w. O
N-S~

“m

HN\/\/\/\[rO\/\/\/\/

I A ey Bt i e Mw-—du Wimmmhiriovinonsetim

192 184 176 168 160 152 144 136 128 120 12 104 96 88 80 72 64 S6 48 40 32 24 16 8 0
Chemical Shift (ppm)

Figura 16A: Espectro de RMN de 3C (75 MHz, CDClIs-d) do éster 3c.
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Figura 17A: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls-d) da mistura de isdmeros cis e trans do 1-cloro-2-buteno.
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Figura 18A: Espectro de Infravermelho do éster 3d puro.
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Figura 19A: Espectro de RMN de 'H (500 MHz, CDCls-d) do éster 3d.
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Figura 20A: Espectro de RMN de 3C - APT (125 MHz, CDClIs-d) do éster 3d.
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Figura 21A: Espectro de Infravermelho do éster 3e puro.
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Figura 22A: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDClIs-d) do éster 3e.
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Figura 23A: Espectro de RMN de 3C - APT (75 MHz, CDClIs-d) do éster 3e.
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Figura 24A: Espectro de Infravermelho do éster 3f puro.
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Figura 25A: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDClz-d) do éster 3f.
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Figura 26A: Espectro de RMN de 13C - APT (75 MHz, CDClIz-d) do éster 3f.
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Figura 27A: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl3-d) do 6-bromo-hexanoato de etila.
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Figura 28A: Espectro de Infravermelho do éster 3g puro.
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Figura 29A: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDClIs-d) do éster 3g.
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Figura 30A: Espectro de RMN de 13C (125 MHz, CDCl3-d) do éster 3g.
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Figura 31A: Espectro de emissao de fluorescéncia da Tianeptina e derivados 3a-g (Aex
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Figura 32A: Efeito do éster 3f no espectro de fluorescéncia sincronizada da BSA. a)

tirosina e b) triptofano.
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Figura 33A: Efeito do éster 3g no espectro de fluorescéncia sincronizada da BSA. a)

tirosina e b) triptofano.
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