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RESUMO

CHIERRITO, T.P.C. Sintese de potencial inibidor de acetilcolinesterase para tratamento
da Doen¢a de Alzheimer. 2016. 191f. Tese (Doutorado). Faculdade de Ciéncias

Farmacéuticas de Ribeirdo Preto — Universidade de Sdao Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

A doenga de Alzheimer (DA) ¢ a forma mais comum de deméncia, representando
cerca de 80% dos casos. A DA ¢ caracterizada por um processo de declinio progressivo e
irreversivel das fungdes cognitivas e da memoria, que se estende para a desorganizacdo do
comportamento. Atualmente, 46,8 milhdes de pessoas em todo o mundo foram diagnosticadas
com deméncia. Embora varios fatores tenham sido implicados na DA, sua etiologia ainda nao
¢ completamente conhecida. Do ponto de vista neuropatoldgico, é observado no cérebro de
individuos com DA atrofia cortical difusa, presenca de grande niimero de placas senis,
emaranhados neurofibrilares, processo inflamatério e perda neuronal. A progressdo dos
sintomas esta associada a mudangas estruturais nas sinapses colinérgicas em certas regides do
cérebro, que consequentemente, apresentam neurotransmissao colinérgica reduzida. Os varios
eventos patologicos interligados contribuem para o avango da doenga e direcionam diversas
pesquisas na busca por tratamentos multialvos com base no processo multifatorial de DA.
Assim o presente trabalho descreve a sintese de derivados hibridos dual binding site de
donepezila-tacrina (fairmacos inibidores de acetilcolinesterase), com potencial para agir em
dois alvos terapé€uticos pela (i) inibicdo da acetilcolinesterase em ambos os sitios ativo e
periférico, como demonstrado pelos estudos de modelagem molecular, e (ii) na agregagdo do
peptideo AP neurotdxico induzido pela acetilcolinesterase, na tentativa de interromper a
progressdo da doenga. A estratégia sintética envolveu a condensacdo da 5,6-dimetoxi-
indanona com a unidade 4-piperidinil carbaldeido, a qual forneceu o intermediério 5,6-
dimetoxindan-1-ona-4-piperidinil-metileno-1-[(4-cloroquinolin-2-il)metil], seguido de
redugdo da dupla ligagdo, gerada na reacdo de condensagdo anterior, e substituicdo do atomo
de cloro-quinolina por amino para obtencdo do produto final, ou manutencdo da fungao
olefina, seguido de substitui¢do do atomo de cloro-quinolina por azido ou amino, gerando
cinco hibridos estruturalmente correlacionados. Os hibridos foram testados em ensaio de
inibi¢do de acetilcolinesterase e butirilcolinesterase pelo método de Ellman, e o hibrido
insaturado, contendo a fun¢do amino-quinolina foi o mais ativo da série com ICsp na faixa de
nanomolar (0,014 pM). Futuramente, os intermedidrios da reacdo e produto final serdo
submetidos ao ensaio de inibicdo da agregagao do peptideo AP neurotdxico pelo método da
tioflavina T. Neste trabalho, também sao descritos os testes de predi¢ao in vitro para
permeacdo pela barreira hematoencefélica, bem como sua absor¢do intestinal, pelo método
PAMPA.

Palavras-chave: acetilcolinesterase, inibidor duplo, peptideo beta-amiloide, Doenca de

Alzheimer.
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ABSTRACT

CHIERRITO, T.P.C. Synthesis of potencial acetylcholinesterase inhibitor to Alzheimer
disease treatment. 2016. 191f. Thesis (Doctoral). Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de
Ribeirdo Preto — Universidade de Sdo Paulo, Ribeirdo Preto, 2016.

Alzheimer’s disease (AD) is the most commom form of dementia in almost 80% of the cases.
AD 1is a process that causes a progressive and irreversible decline of cognitive functions,
memory and includes disorganized behavior. Currently, 46.8 million people live with
dementia around the world. Although several factors have been implicated in AD, its etiology
is not fully understood. In the point of neuropathologic view, diffuse cortical atrophy,
presence of senile plaques, neurofibrillary tangles, inflammatory process and neuronal loss are
observed in the brain of the patients with AD. The progression of the disease symptoms is
associated with structural changes in cholinergic synapses in certain brain regions and
consequent impairment of cholinergic neurotransmission. The various interconnected
pathological events contribute for the progression of the disease and drive several studies in
the search for multitarget treatments based on the multifactorial process of AD. Therefore,
this work describes the synthesis of dual binding site tacrine-donepezil hybrids, with the
potential to act in two therapeutics targets by: (i) inhibition of the acetylcholinesterase in both
peripheral and active sites, as demonstrated in molecular modeling studies, and (ii) the peptide
AP neurotoxic aggregation induced by acetylcholinesterase, in an attempt to stop the
progression of the disease. The synthetic strategy was based on the condensation between 5,6-
dimethoxy-indanone and the 4-piperidinyl carbaldehyde core, which afforded the 5,6-
dimethoxy-indanone-4-piperidinyl-methylene-1-[(4-chloroquinolin-2-yl)methyl] intermediate,
followed by the reduction of the olefinic bond, formed in the previous condensation, and
substitution of the chloro-quinoline atom by amine group to give the final product, or keeping
the olefin function, followed by replacement of the chloro-quinoline atom by azide or amine
to produce five structural related hybrids. The hybrids were tested in acetylcholinesterase and
butyrylcholinesterase inhibition assays using Ellman method, and the unsaturated hybrid
containing the amino-quinoline function was the most active of the series with ICsy in a
nanomolar range (0,014 uM). The ability of the hybrids to inhibit protein AP neurotoxic
aggregation will be assessed by thioflavin T method. In addition, the blood brain and
intestinal barrier permeation by PAMPA methodology were also predicted.

Key words: acetylcholinesterase, dual binding site, amyloid peptide, Alzheimer disease.
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1. INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE ALZHEIMER

Descrita primeiramente pelo neuropatologista alemao Alois Alzheimer em 1906, como
“Eine eigenartige Erkrankung der Hirnrinde”- “Uma doenga peculiar dos neurdnios do cortex
cerebral”, a doenca de Alzheimer (DA) ¢ a forma mais comum de deméncia, representando
cerca de 80% dos casos. Caracterizada como um processo de declinio progressivo e
irreversivel das fun¢des cognitivas que se estende para desorganizacdo do comportamento e
sintomas psicoticos. Em geral, a DA de acometimento tardio, de incidéncia ao redor dos 60
anos de idade, ocorre de forma esporadica, enquanto a DA de acometimento precoce, de
incidéncia ao redor de 40 anos, mostra recorréncia familiar. O quadro ¢ insidioso e,
frequentemente, antecipado por comprometimento cognitivo leve, uma condi¢ao considerada,
por varios autores, como pré-deméncia (SMITH, 1999; COELHO et al, 2009;
ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2015).

Inicialmente, o paciente apresenta maior comprometimento da memoria recente e, com
a evolugdo do quadro clinico, ocorrem distirbios de memoria semantica, dificuldade de
nomeacdo e de elaboracdo da linguagem, déficits de atencgdo, prejuizos nas habilidades
visuoespaciais € nas fun¢des executivas. Estes déficits cognitivos prejudicam o paciente em
suas atividades didrias, na convivéncia familiar, bem como no desempenho social e
ocupacional, dependendo completamente de cuidadores com o avanco da doenga (COELHO
et al., 2009).

Segundo o World Alzheimer Report (2015), foi estimado 9,9 milhdes de novos casos
de deméncia em todo o mundo, ou seja, um novo caso a cada trés segundos. Atualmente 46,8
milhdes de pessoas vivem com a doenca, € de acordo com as projecoes esse numero dobrard a
cada 20 anos, e em 2050 serdo 131,5 milhdes de acometidos. O custo mundial gerado pela
deméncia em 2015 foi de cerca de 818 bilhdes de dolares.

No Brasil, ha cerca de 1,2 milhdo de casos e a prevaléncia de deméncia entre 60 e 65
anos de idade ¢ de 7%, sendo que, mais da metade desses casos apresentam a DA. A
Organizagdo Mundial da Satde estima que daqui a 20 anos, as doengas mentais e
neurologicas constituirdo a segunda causa de morte no mundo, principalmente pelo aumento
da expectativa de vida (PERRONI, 2007; ABRAZ, 2015).

Embora varios fatores tenham sido implicados na DA, sua etiologia nao ¢

completamente conhecida. Do ponto de vista neuropatoldgico, € observado no cérebro de
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individuos com DA atrofia cortical difusa, a presenca de grande numero de placas senis e
emaranhados neurofibrilares.

As placas senis sao encontradas nos espacos extracelulares, na regido de sinapse e sao
formadas devido a agregagao do peptideo B-amiloide (AB). Os emaranhados neurofibrilares
estao presentes intracelularmente e se formam devido a agregacao da proteina Tau, envolvida
com a estabilizacdo do citoesqueleto do neurdnio. Esses dois fatores culminam com
degeneracgdes granulo-vacuolares e perda neuronal (SILVA et al., 2014).

Transtornos da transmissdo da acetilcolina (ACh) e acetiltransferases ocorrem nos
individuos afetados por DA, a ACh ¢ um neurotransmissor envolvido no aprendizado e
memoria. A progressdo dos sintomas da doenca estd associada a mudangas estruturais nas
sinapses colinérgicas em certas regides do cérebro, como o cortex e o hipocampo, os quais
apresentam neurotransmissao colinérgica reduzida (SMITH, 1999; SILVA et al., 2006).

Adicionalmente, outros fatores etioldgicos para a DA vem sendo estudados como o
processo inflamatdrio, estresse oxidativo, heranga genética, e a apolipoproteina E (ApoE)
como fator de risco no desenvolvimento da doenga (SILVA et al., 2014).

Com varios eventos patoldgicos interligados que contribuem para o avango da doenga,
durante as ultimas décadas, ficou estabelecido por diversas pesquisas que a doenca de
Alzheimer ¢ um processo multifatorial (TELL & HILGEROTH, 2013).

Os tratamentos atuais da DA aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration)
sdo focados no aumento da transmissdo colinérgica no cérebro pela inibi¢do das
colinesterases, empregando os farmacos tacrina, donepezila, rivastigmina e galantamina
(Figura 1).

Tacrina (Cognex®) foi um dos primeiros farmacos introduzidos na terapéutica como
inibidor reversivel e nao seletivo de acetilcolinesterase (AChE), uma vez que apresentou
capacidade de também inibir a enzima butirilcolinesterase (BuChE). Mas, o uso de tacrina no
tratamento da doenga foi prejudicado devido a alta dose didria (120-160 mg) e ao
aparecimento de efeitos hepatotdxicos.

Por outro lado, donepezila (Aricept®) atua como inibidor reversivel e, ao contrario de
tacrina, ¢ seletivo junto a inibicdo de AChE e requer a utilizagdo didria de 5-10 mg. Os seus

efeitos adversos sdo de natureza, principalmente, gastrointestinal (REICHMAN et al., 2003).
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Figura 1. Estruturas dos farmacos donepezila, tacrina, rivastigmina, galantamina, e
memantina.

A galantamina (Razadyne®) alcaldide isolado da espécie Galanthus nivalis
(Amaryllidaceae), apresenta um mecanismo de inibicdo duplo no sistema colinérgico,
inibindo a AChE e modulando alostéricamente a atividade do receptor nicotinico (nAChR),
como agonista. A galantamina apresenta 53 vezes mais seletividade pela AChE humana
quando comparada a BuChE. A relacdo estrutura atividade revela que o grupo hidroxil da
galantamina contribui para sua interacdo na AChE (NG et al., 2015). Efeitos adversos incluem
nausea, vomito, perda de apetite ¢ aumento na frequéncia dos movimentos peristalticos
intestinais (ALZHEIMER’'S ASSOCIATION, 2015).

A Rivastigmina (Exelon®) quimicamente classificado como fenilcarbamato, ¢ outro
farmaco utilizado na terapéutica e tem a¢do inibitoria para ambas as colinesterases AChE e
BuChE. Apresenta efeitos adversos como os de galantamina.

Outra classe de farmaco aprovada pelo FDA atua bloqueando o receptor de N- metil-
D-aspartato (NMDAR). Na DA, o excesso de glutamato (um importante neurotransmissor
relacionado ao aprendizado e memoria) liberado em células danificadas, causa um alto influxo
de calcio para dentro dos neurdnios via ativagdo NMDAR, o que resulta em excitotoxicidade,
levando a morte neuronal. Memantina (Nameda®) (Figura 1), um agente neuroprotetor que
bloqueia NMDAR, foi aprovado em 2003 para o tratamento de Alzheimer de leve a
moderada. Memantina pode ser administrada sozinha ou em combinagdo com inibidores de
AChE como o farmaco donepezila (NG et al., 2015). Os principais efeitos colaterais sao dor
de cabeca, constipacdo, confusdo mental e tontura (ALZHEIMER’'S ASSOCIATION, 2015).

No entanto, a experiéncia clinica tem revelado que esses inibidores podem ser apenas

paliativos, pois ndo abordam a etiologia complexa da DA.
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1.2 PRINCIPAIS PROCESSOS PATOLOGICOS ENVOLVIDOS NA DOENCA DE
ALZHEIMER

1.2.1 Placas amiloides

Um dos processos patologicos mais descritos que estd envolvido na DA ¢ o da
“hipdtese da cascata amiloide”, relacionado ao peptideo AP. Muitos pesquisadores acreditam
que a produgao defeituosa, degradacao, e clearance do peptideo AP sdo as causas primarias
da DA.

Os eventos da cascata amiloide incluem a superprodugdo da proteina precursora do
amiloide (PPA), além do mau funcionamento das proteases de degradagdao-Ap. PPA ¢ uma
glicoproteina integral tipo 1 de membrana, com dominio N-terminal extracelular, um simples
dominio transmembrana e uma cauda citoplasmatica curta, encontrada preferencialmente nas
terminagdes nervosas. O desequilibrio entre a producdo e clearance no processamento da
PPA, resulta em excesso de peptideo AP, o qual estd relacionado com o desencadeamento
patoldgico, como a reducdo de sinapses, perda de neurdnios, prejuizo no uso da glicose e
danos oxidativos (PERNECZKY et al., 2014).

As trés enzimas que afetam o processamento da PPA sdo chamadas secretases (a-, B- ¢
y-secretases). A PPA pode ser clivada inicialmente em dois sitios, pela a-secretase (via nao
amiloidogénica) ou B-secretase (via amiloidogénica).

B-Secretase, também conhecida por BACE-1, ¢ uma aspartil protease transmembrana,
enzima de clivagem do sitio-3 da PPA, localizada nos terminais sinapticos. Estudos indicam
que esta B-clivagem € o passo limitante de processamento da PPA e produgdo do peptideo AP,
e sua relevancia na DA ¢ evidenciada pelo aumento na expressdo e atividade no tecido
cerebral de individuos com Alzheimer. A y-secretase € um atipico complexo aspartil protease
composto por proteinas individuais (presenilina nicastrina, APH-1, PEN-2, PS-1 e PS-2). Ha
um consenso de que PS-1 e PS-2 estdo intrinsecamente relacionadas com o processamento
amiloidogénico de PPA, ao formar a subunidade catalitica da enzima (PERNECZKY et al.,
2014; SILVA et al., 2014).

Na via ndo amiloidogénica, a a-secretase cliva a PPA gerando o fragmento C-terminal
(C83) e o fragmento sPPAaq, posteriormente o fragmento C83 ¢ clivado pela y-secretase
liberando os fragmentos ndo toxicos p3 e C59. No processamento amiloidogénico, a B-
secretase apds clivar a PPA libera o fragmento sPPAPB, e ha formacdo do fragmento C-

terminal (C99) o qual € clivado pela y-secretase resultando no peptido AB4o42 € um fragmento



intracelular C59. O fragmento AB40 ¢ o mais frequente, no entanto, o0 AB42 ¢ o que apresenta

maior propensdo de agregac¢do, sendo o mais encontrado nas placas amiloides (Figura 2).
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Figura 2. A PPA ¢ alternativamente clivada por ambas, (A) o secretase, resultando em
fragmentos ndo amiloidogénicos ou (B) pela B-secretase, liberando o fragmento neurotéxico
AP pela adicional clivagem por y secretase.

Fonte Adaptado de: SILVA et al., Alzheimer’s disease, enzyme targets and drug Discovery struggles:
From natural products to drug prototypes, Ageing Research Reviews, p.116-145, copyright (2014),
com a permissao de Elsevier.

Uma vez formado os peptideos AP, em um processo patoldgico inicia-se o processo de
agregacdo, dando origem aos agregados chamados oligdbmeros. Em continuidade a esses
agregados sdo formadas as fibrilas, que consequentemente levam aos entrelagados de fibrilas
formando as chamadas folhas-beta. No estagio final, as folhas-beta se agregam dando origem
as placas amiloides (Figura 3) (ALZHEIMER’'S ASSOCIATION, 2015).

Atualmente, os oligdmeros sdo considerados a forma mais prejudicial e téxica do
peptideo AP, ao invés das placas amiloides. Os pequenos agregados bloqueiam a sinalizacao
entre as células nas sinapses, e ainda podem ativar as células do sistema imune que ativam o
processo inflamatorio local. A toxicidade celular associada com a agregacao de fibrilas proveé
uma explicagdo para a perda neuronal encontrada nos pacientes (LUO et al., 2011; ).

As razdes para a toxicidade diferencial entre oligdmeros de AP e as fibrilas podem
ser explicadas pelo arranjo estrutural. Nos oligdmeros a superficie hidrofobica estd exposta
em folhas B enquanto nas fibrilas estdo encobertas internamente nas pilhas de fibrilas. Os

oligdbmeros sao menores em tamanho e, por esta razdo, podem difundir-se facilmente nos
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tecidos quando comparados as longas fibrilas, além disso, os oligdmeros sdao altamente

instaveis e desordenados ao contrario das fibrilas (VERMA et al., 2015).

oligbmeros

Protofibrilas |

b

erior o \euron
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Figura 3. Clivagem da proteina integral de membrana PPA pelas secretases, formacdo do

peptideo AP, oligdmeros, fibrilas e a placa amiloide no espago interneural.
Adaptado Fonte: www.nia.nih.gov/alzheimer

1.2.2 Emaranhados neurofibrilares

A proteina Tau pertence a familia de proteinas associadas aos microtibulos (MAP, do
inglés microtubule-associated proteins), cuja associagdo ¢ fundamental na polimerizagao,
estabilizacao e modulagdo dos microtibulos (NAINI & SOUSSI-YANICOSTAS, 2015).

Os microtubulos, formados pela proteina tubulina (a e B tubulina), juntamente com os
neurofilamentos e microfilamentos, sdo os maiores constituintes do citoesqueleto neural, os
quais fazem parte da sustentacdo estrutural celular e ainda realizam o transporte axonal de
organelas, de nutrientes, de vesiculas com neurotransmissores, € outros sinalizadores
celulares, para manutenc¢do da viabilidade celular (NAINI & SOUSSI-YANICOSTAS, 2015).
A proteina Tau pode se encontrada na forma soluvel ou insoluvel, sendo que a forma
insoluvel ocorre quando a proteina esta hiperfosforilada e se agrega formando filamentos
helicoidais pareados (FHP), principal constituinte encontrado nos emaranhados

neurofibrilares (Figura 4). A degeneracdo neurofibrilar associada a hiperfosforilagdo anormal
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da proteina Tau ndo ocorre apenas em cérebros com a DA, mas ¢ também observado em
outras doencas neurodegenerativas, denominadas taupatias, como a deméncia fronto-temporal
com Parkinson, degeneracgao corticobasal, deméncia pugilistica, dentre outras (PAULA et al.,

2009; IQBAL et al., 2010).

Proteina Tau Agregados soluveis
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Figura 4. Processo de formagdo dos emaranhados neurofibrilares, a partir da
hiperfosforilacdo da proteina Tau, desligamento e despolimerizagdo do microtubulo.

Fonte: Adaptado com a permissdo de Macmillan Publishers LTd: Nat. Rev. Neurosci. GOTZ &
ITTNER, Animal models of Alzheimer’s disease and frontotemporal dementia, v.9, p.532-544,
copyright (2008).

Quando a proteina Tau encontra-se no estado de hiperfosforilagdao, ha impedimento da
ligagdo com a tubulina, culminando na instabilizacdo da estrutura dos microtubulos e,
consequentemente, do citoesqueleto celular. A hiperfosforilagdo da proteina Tau pode ser o
resultado ou a combinacdo do aumento da atividade das tauquinases ou da subsensibilizagdao
das suas fosfatases, de modo que a hiperfosforilagcdo da Tau € considerada o ponto de partida
para a perda funcional e o colapso da estrutura microtubular (PAULA et al., 2009).

Consequentemente os emaranhados neurofibrilares destroem o transporte vital na
célula neural realizado pelo citoesqueleto, além de destruir também a arquitetura celular, uma
vez que os microtibulos ndo conseguem se manter ordenados e se desintegram. Desta forma,
como os nutrientes € outros suplementos essenciais ndo podem mais se mover através das

células, ocorre morte neuronal (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2015).



1.2.3 Déficit colinérgico

O sistema colinérgico ¢ o primeiro sistema de neurotransmissores responsaveis pela
disfun¢do cognitiva e da memoria no envelhecimento normal e na DA. Assim a estratégia de
aumentar os niveis de acetilcolina na fenda sinaptica, a chamada hipdtese hipocolinérgica,
levou ao desenvolvimento de farmacos capazes de inibir a hidrolise da acetilcolina
(MARTORANA et al., 2010; WEINREB et al., 2015). Atualmente a hipétese hipocolinérgica
¢ reforcada pelo uso desses inibidores aprovados pelo FDA (donepezila, rivastigmina e
galantamina), que demonstram melhorar os aspectos de cogni¢cdo e memoria dos pacientes
com DA.

Os principais componentes envolvidos na transmissdo colinérgica sdo: (1) o
neurotransmissor acetilcolina (ACh); (2) acetilcolinesterase (AChE); (3); acetiltransferase
(AChT), enzima que sintetiza a ACh e (4) receptores de ACh, especificadamente o receptor
nicotinico (nAChR) e receptor muscarinico (mAChR). Pesquisas anteriores sobre
envelhecimento e DA, baseados na administragdo de farmacos anticolinérgicos e pro-
colinérgicos, e inducdo de lesdes em certas regides do cérebro de modelos animais,
evidenciaram o grande envolvimento do sistema colinérgico no declinio cognitivo relacionado
a idade. A partir desses estudos, novas pesquisas vém estabelecendo uma forte relagdo entre
prejuizo cognitivo e o sistema colinérgico do prosencéfalo basal (BAXTER & CHIBA, 1999;
PAUL et al., 2015).

Outros estudos mostraram que camundongos transgénicos que superexpressam o0s
genes da proteina presenilina (PS) (relacionada com a por¢ao catalitica da y-secretase) e PPA,
apresentam distrofia colinérgica e redu¢do na atividade da enzima AChT no cértex e no
hipocampo, implicando na diminui¢do da funcdo colinérgica. No entanto, ndo houveram
mudancas significativas nos neurdnios colinérgicos do prosencéfalo basal dos animais

transgénicos (PEREZ et al., 2007; ZABORSZKYY et al., 2012).

1.2.4 Processo neuroinflamatorio

Além dos mecanismos fisiopatologicos mencionados acima como, déficit colinérgico,
deposito de peptideo AP e hiperfosforilagdo da Tau, atualmente had também evidéncias do

desencadeamento de processo inflamatorio no tecido neuronal dos pacientes com DA. A
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neuroinflamacao em varios estagios da doenga, bem como a ativagdo do sistema imune e de
algumas células na estimulacdo da via inflamatdria no sistema nervoso central (SNC), ja foi
reportada (AKIYAMA et al., 2000; HENEKA & O’BANION, 2007; GIUNTA et al., 2008;
ROCHA-GONZALEZ et al., 2008).

O processo inflamatdrio na patogénese da DA ¢ caracterizado pela producao anormal
pelas células da glia, de citocinas pré-inflamatorias, quimiocinas, ativacdo do sistema
complemento, bem como a formagdo de espécies reativas de oxigé€nio e nitrogénio, que
podem interromper a sinapse, levando a perda de memoria, culminando com a morte neuronal
associada aos ultimos estdgios da DA. Além disso, evidéncias de andlise post-mortem
confirmam a presenca de microglia ativada e astrocitos reativos em torno dos depositos de
amiloide. Assim, também ¢ interessante o uso de estratégias terapéuticas que possam
direcionar o controle da ativa¢do da microglia, astrocitos e do excesso na produgdo de fatores
pro-inflamatérios e pro-oxidantes no controle do processo de neurodegeneracao

(AGOSTINHO et al., 2010; CHOI et al., 2013).

1.2.5 Genética

Os genes relacionados a DA estdo classificados em duas categorias, os genes
determinantes e os de risco.

Individuos precocemente acometidos pela DA, antes dos 60 anos por exemplo, aos 30
ou 40 anos, mostraram recorréncia familiar caracterizada por mutagdes nos genes da PPA,
presenilina-1 e 2 (PS-1 e PS-2), esses casos sdo chamados de “doenga de Alzheimer
autossomica dominate (ADAD)” ou “doenca de Alzheimer familiar”. Variagdes de Alzheimer
determinantes foram encontradas somente em poucas centenas de familias no mundo todo. Os
casos de Alzheimer familiar correspondem a menos de 5 % dos casos (ALZHEIMER'S
ASSOCIATION, 2015).

Mutagdes nos genes (PPA, PS-1 e PS-2), sdo relevantes na DA porque todos eles
afetam o processamento da PPA e a produ¢do de AP. Mutagdes do gene da PPA no
cromossomo 21 também aumentam os niveis totais de produ¢dao de AB. Mutagdes do gene PS-
1 (no cromossomo 14) e em menor propor¢do no gene PS-2 (no cromossomo 1) resultam em
aumento na produgdo de AB42. Um aspecto importante sobre o peptideo AP na etiologia da
doenca ¢ que na Sindrome de Down (SD, trissomia do cromossomo 21) a copia extra do
cromossomo 21 provoca um aumento da expressao de PPA e, por conseguinte aumento nos
niveis de AP, o que acarreta uma elevacdo no depdsito de placas amiloides em alguns

individuos com SD (FINDEIS, 2007).
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A apolipoproteina E (apoE) participa do transporte e metabolismo de lipidios,
particularmente do colesterol e esta presente em varios 6rgdos como figado e cérebro. No
sistema nervoso ¢ produzido pelas células da glia, astrocitos e macrofagos. Estudos recentes
demonstraram como fator de risco a presenga do alelo €4 do gene apoE, o qual apresentou
relacdo com a DA em vérios estudos independentes, correspondendo entre 20 a 25% dos
casos de Alzheimer. O gene da apoE existe em trés alelos poliférmicos €2, €3 e €4, e
apresentam uma frequéncia de 8,4%, 77,9% e 13,7%, respectivamente, entretanto, em
pacientes com DA a frequéncia do alelo &4 esta aumentada consideravelmente para cerca de

40% (LIU et al., 2013; NG et al., 2015).

1.3 ALVOS TERAPEUTICOS EXPLORADOS PARA TRATAMENTO DA DOENCA
DE ALZHEIMER

Nos ultimos anos os avangos nas pesquisas levaram ao reconhecimento de varios alvos

e vias relacionadas a DA, sendo os principais descritos nesta secao.

1.3.1 Peptideo Af

Como a B-secretase (BACE-1) ¢ uma enzima que inicia a producao de AP, ela passou
a ser um alvo terapéutico chave para DA. A delecdo genética de BACE-1 em camundongos
promoveu a reducdo da producdo de AP em consequéncia da reducdo do processamento de
PPA, indicando que a inibicdo de BACE-1 deva ser eficaz no tratamento da DA. Entretanto,
camundongos nulos para BACE-1, exibiram multiplos fendtipos neuroldgicos, sugerindo que
farmacos inibidores de BACE-1 devam ocasionar efeitos colaterais relacionados a
hipomielizacdo, defeitos de orientagdo dos axdnios, déficits de memoria, anormalidades na
neurogenesis € neurodegeneracao (VASSAR, 2014).

Apesar dos desafios no descobrimento de farmacos inibidores de BACE-1, desde sua
descoberta ha 15 anos, a introducdo recente de varios desses inibidores em triagens clinicas
tem redirecionado a atenc¢do para essa abordagem terapéutica na DA. Atualmente, o composto
da Merck MK-8931 (Figura 5) estd descrito como o inibidor que estd em estagio mais
avangado, em fase 2/3, enquanto os inibidores desenvolvidos pela AstraZeneca, Eisai e Pfizer,
por exemplo, estdo em fase 1 e 2. Estes compostos demonstraram ser potentes uma vez que
promovem a reducdo de aproximadamente 90% de AP no fluido cérebro-espinhal.

Adicionalmente, essas substancias foram bem toleradas em sua maioria (VASSAR, 2014).
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MK 8931

Figura S. Inibidor de BACE-1 MK 8931 em fase clinica II/III.

O maior desafio para o desenvolvimento de inibidores da BACE-1 na clinica ¢ a
relacdo nivel de inibi¢do suficiente desta enzima versus estagio da doenca, visando otimizar a
eficacia do tratamento. Argumentos hipotéticos baseados na mutagdo do tipo BACE1+/— em
camundongos sugeriram que a inibi¢do de aproximadamente 50% da BACE-1 alcangaria uma
reducdo de cerca de 20% de AP, que poderia prevenir a DA, caso comece antes dos depositos
significativos de placas amiloides. E esperado que a janela terapéutica para a dose adequada
de inibidor BACE-1 seja estabelecida para que haja a reducdo nos niveis cerebrais de AP, e
ainda mantenha a atividade de BACE-1 para controlar o surgimento dos efeitos colaterais
(VASSAR, 2014).

Dentre as estratégias anti-amiloide, a imunoterapia vem sendo estudada e considerada
como a mais promissora para o tratamento da DA. Em particular, a imunoterapia contra A
possibilita o desenvolvimento de anticorpos cujo alvo sdo porgdes altamente especificas do
peptideo. Recentes avancos na engenharia de proteinas, bem como a produgdo de proteinas
recombinates, tornaram viaveis as producgdes de anticorpos especificos para uso terapéutico
(LANNFELT et al., 2014).

Apesar da modulagdo imunolégica afetar o processamento de AP secundariamente, o
foco da maior parte das pesquisas atualmente esta baseado na estratégia para imunidade ativa
e passiva direcionada para a toxicidade e clearance de AP. O tempo para o aparecimento €
distribuicdo dos oligdmeros e até mesmo das placas amiloides no cérebro ndo correspondem
aos dos sintomas clinicos da DA, sendo que o processo de agregacdo do peptideo AP pode
comegar até 20 anos antes da perda cognitiva. Por isso, a remog¢ao das placas pode ndo ser um
alvo adequado para o tratamento dos sintomas da DA, embora ainda pudesse ser um alvo
vidvel para a prevengdo. Como dito anteriormente, os agregados soluveis de AP, como os
oligdmeros e protofibrilas, sdo altamente toxicos para o cérebro e sdo os alvos ldgicos para a
imunoterapia AP. Entretanto, estes agregados A soluveis tendem a ter curta duracao e baixa

abundancia sendo, portanto, mais dificeis de caracterizar e direcionar como alvo quando
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comparados aos mondmeros ¢ fibrilas. Um melhor entendimento sobre esses agregados
intermedidrios AP soltveis que contribuem para a patogénese da DA pode ajudar no
desenvolvimento de imunoterapias anti-amiloide (LANNFELT et al., 2014).

Viérias estratégias de imunoterapias estdo atualmente sendo testadas em triagens
clinicas, como ¢ o caso do Aducanumab e Gantenerumab (CLINICAL TRIALS;
ALZFORUM, 2015; ALZHEIMER ASSOCIATION (Clinical trials), 2015).

Os resultados mais promissores foram do Aducanumab, antigo BIIB037, desenvolvido
pela empresa Biogen em Cambridge, Massachusetts. Um anticorpo monoclonal recombinante
humano, de alta afinidade contra AP, capaz de reconhecer os aminoacidos (3 ao 6) N-terminal
do peptideo AP, o qual entrou em fase clinica em agosto de 2015. Este anticorpo mostrou
beneficios dose dependente em remover AP e melhorar a cognig¢do. Os estudos revelam que
foi possivel reduzir as formas de agrega¢do de AP, incluindo oligbmeros soltuveis e fibrilas
insoluveis depositadas na placa amiloide em seis regides do cérebro: frontal, parietal, temporo
lateral, sensorimotor e cingulado anterior e posterior. Acredita-se que o mecanismo pelo qual
os anticorpos removam o peptideo AP do cérebro seja via mediacao celular por fagocitose ou
dissolucdo direta do peptideo. Os estudos estdo previstos para serem executados até 2022, em
150 centros na América do Norte, Europa, Australia e Asia (ALZFORUM, 2015; CLINICAL
TRIALS).

1.3.2 Proteina Tau

As pesquisas para tratamento dos emaranhados neurofibrilares focam principalmente o
desenvolvimento de agentes capazes de inibirem e/ou reverterem a formagdo dos FHP e
também o desenvolvimento de inibidores de quinases, responsaveis pela hiperfosforilagao da
Tau.

Um dos mais avangados estudos relacionados a inibi¢do da agregacdo da Tau, estd
sendo realizado pela TauRx®. Esta empresa, dirigida pelo Prof. Dr. Claude Wischik
(Professor da Universidade de Aberdeen, e o pioneiro na pesquisa sobre a proteina Tau) vem
estudando o azul de metileno (Rember®) (Figura 6) e tem demonstrado em ensaios clinicos
de fase II que este farmaco atua na prevencdo e na dissolucdo dos emaranhados. Novos
estudos para melhorar a absor¢do, biodisponibilidade e tolerabilidade do Rember® deu
origem a um novo prototipo, o TRx0237, o qual se encontra em ensaios de fase IIL

(LANSDALL, 2014).
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Outra abordagem terapéutica relevante a fim de evitar a formagao dos agregados FHP ¢ o
desenvolvimentos de inibidores das tauquinases, responsaveis pelo processo de fosforilacdo da
proteina Tau. As principais quinases responsaveis pelo processo de fosforilagdo da Tau sdo:
glicogénio sintase quinase 3-beta (glycogen synthase kinase 3 beta, GSK-3[3), caseina quinase
1 (casein kinase 1, CK-1) e quinase dependente de ciclina 5 (CdkS5), sendo a primeira
amplamente estudada (LANSDALL, 2014).

A GSK-3f ¢ uma das isoformas mais abundantes da GSK-3, possui 47 kDa
(WOODGETT, 1990) e é composta por 420 aminoacidos. Esta enzima ¢ uma proteina serina-
treonina quinase que, em resposta a eventos de sinalizagao celular, modifica as fun¢des de uma
variedade de proteinas por fosforilagdo de serinas ou treoninas.

Estudos recentes demonstram que o aumento da atividade da GSK-3 promove varios
eventos, como a fosforilagdo da proteina Tau em sitios especificos, e também facilita a
transformagao da PPA, resultando no aumento da produgdo de AP e, consequentemente,
favorecendo a formacao das placas amiloides (PHIEL et al., 2003; LATHER et al., 2008).

A caseina quinase 1 (CK1), faz parte de uma grande familia de proteinas monoméricas
de serina/treonina, encontradas em diversas partes da célula, incluindo nucleo, citoplasma,
citoesqueleto, vesiculas e membrana plasmatica (VIELHABER & VIRSHUP, 2001). De forma
semelhante a GSK-3, CK1 desempenha um importante fator na hiperfosforilacdo da Tau, e sua
inibicao evita a formagdo dos emaranhados neurofibrilares € também diminui a formagao das
placas senis, pela reducdo da formagdo de Af (KURET et al., 1997). Dados recentes indicam
que varias isoformas de CK1 (a, B, €) foram encontradas em filamentos e em lesdes granulo
vacuolares em cérebros com DA (VIELHABER & VIRSHUP, 2001; KURET et al., 1997)

A vantagem desta abordagem envolvendo GSK-3 e CKI1, como um novo alvo
terapéutico frente as demais, ¢ que os compostos usuais utilizados para diminuir a producao de
AP também bloqueiam a quebra de outras proteinas, causando graves efeitos colaterais.
Contudo, estudos conduzidos por Flajolet e colaboradores (2007) identificaram que as
enzimas-chave envolvidas na producdo de AP (BACE-1 e y-secretase) sao alvos dessas duas
quinases, GSK-3f3 e CK1, e sua inibi¢ao diminui a formacao de AP sem interferir nos demais
processos enzimaticos.

Tideglusib (NP-12), desenvolvido pela Noscira, ¢ um derivado de tiadiazolidinas e

atua como inibidor irreversivel ATP-nao competitivo de GSK-3f3 (Figura 6).
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Figura 6. Estrutura do azul de metileno (Rember®), inibidor de agregacdo da Tau, e do
tideglusib (NP12), inibidor de GSK-3p.

Tideglusib apresentou, nos ensaios pré-clinicos, uma significante neuroprote¢ao
envolvendo neurdnios do hipocampo, depois de dano excitotoxico. A administracdo de
tideglusib em camundongos PPAsw transgénicos reduziu os niveis de Tau hiperfosforilada e
depositos de AP. Esses ensaios encorajaram a entrada em fase clinica de tideglusib,
alcangando a fase IIb para o tratamento da DA e também de uma rara taupatia conhecida
como paralisia supranuclear progressiva (PSP). Nessa fase, tideglusib foi bem tolerado pelos
pacientes que apresentavam a DA em grau leve a moderado, conduzindo a alteragdes
positivas na cogni¢do, mas sem significancia estatistica devido ao pequeno grupo amostral. A
eficacia clinica de tideglusib em pacientes com DA deve ser assistida em um niimero maior de
pacientes para que os resultados sejam estatisticamente significativos (LANSDALL, 2014;

SILVA et al., 2014).

1.3.3 Neuroinflamacdo

Atualmente, células do sistema imune nato, e também microglias sdo os primeiros
alvos para modulagdo da neuroinflamacdo. As triagens clinicas prospectivas falharam em
demonstrar efeitos positivos do uso dos tradicionais anti-inflamatorios nao esteroidais
(NSAIDS) e também dos inibidores seletivos de ciclo-oxigenase 2 (COX 2) no tratamento ou
prevencdo da DA. Entretanto, em uma grande triagem de prevencdo, os participantes
demonstraram melhora na cogni¢do por um periodo de tempo prolongado apos terminar o
tratamento com NSAIDS. Assim a eficicia dos anti-inflamatorios no tratamento pré-
sintomatico de individuos ¢ atualmente inconclusiva. Isto demonstra a importancia da
avaliacdo rigorosa em relacdo ao momento do uso, antes ou apds o inicio dos sintomas e

alteragdes dos biomarcadores, além da duragdo do tratamento com anti-inflamatério na DA

(HEPPNER et al., 2015).
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1.3.4 Colinesterases

Acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE) s3o glicoproteinas
homologas, que apresentam mais de 50% de homologia. AChE ¢ principalmente expressa
pelos neurdnios, enquanto a BuChE est4 associada as células gliais. No cortex de pacientes
com DA, a atividade da AChE reduz progressivamente dos estagios moderado a severo da
doenga e passa a ter apenas de 10 a 15% do valores normais, enquanto a atividade da BuChE
estéd inalterada ou as vezes aumentada atingindo até 120%. Alguns estudos demonstram que a
BuChE desenvolve um papel de suporte compensatorio nesse processo, como nos estudos em
camundongos nulizigotos para AChE que demonstraram que a BuChE recupera a fungao
colinesterasica na auséncia de AChE (GIACOBINI, 2004; BRUS et al., 2014).

A enzima acetilcolinesterase no sistema nervoso periférico ¢ responsavel pelo controle
nos impulsos nervosos, dos batimentos cardiacos, pela contragdo de musculos lisos, dilatagao
de vasos sanguineos, € no sistema nervoso central modula o controle motor, a memoria e
cognicdo. Nas sinapses colinérgicas de vertebrados regula a neurotransmissdo através da
rapida e eficiente hidrolise da ACh em colina e acetato, com capacidade em catalisar até
6x10° moléculas de ACh por molécula de enzima a cada minuto (PETRONILHO et al., 2011).

A AChE ¢ uma molécula de aproximadamente 320.000 Da, consistindo em duas
cadeias polipeptidicas, na qual cada uma se apresenta em dobro (a2, f2). Apresenta trés
regides importantes na extensao catalitica: o sitio catalitico (CAS, do inglés catalytic anionic
site), o sitio periférico (PAS, do inglés peripheral anionic site) e uma fenda hidrofobica que
une o PAS ao CAS. O CAS ¢ dividido em dois subsitios, um esterasico, responsavel pela
hidrolise do grupo éster do substrato ACh, envolvendo os residuos da triade catalitica (Ser
200 (203), His (440) 447 e Glu (327) 334) [numero referente a Torpeto californica ¢ dado
primeiro, seguido pelo referente da espécie humanal, e outro relacionado a interagdo com a
regido de colina, rico em aminoacidos hidrofobicos, como o Trp 84 (86) (JOHNSON &
MOORE 2006; DVIR et al., 2010).

O PAS, localizado na entrada da fenda catalitica, distante cerca de 14A do CAS,
contém o Trp 279 (286) como o residuo responsavel pela funcdo de adesdo na AChE. Este
sitio esta envolvido com a modulacdo alostérica da catalise no CAS e ¢ alvo de varios agentes
anticolinesterasicos. Esta também implicado em varias fungdes ndo classicas da enzima,
como, em particular, o deposito de peptideo AP, adesdo celular, e crescimento em expansao
dos dendrimeros (MUNOZ- TORRERO & CAMPS, 2006; SILVA et al., 2006; JHONSON &
MOORE, 2006; CHEUNG et al., 2012).
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BuChE, também conhecida como pseudocolinesterase, ¢ sintetizada no figado,
encontrada no plasma sanguineo e catalisa a hidrolise de ésteres de colina, incluindo a
butirilcolina, succinilcolina e acetilcolina. E estruturalmente e funcionalmente relacionada
com a AChE, ambas apresentam um residuo de serina essencial para a atividade catalitica.
AChE e BuChE pertencem a familia de proteinas de enovelamento-o/p uma vez que contém a
folha-B central circundada por o-hélice. Esta enzima demonstrou catalisar a hidrolise de
outros ésteres como a cocaina, o acido acetilsalicilico e heroina. Além disso, a BuChE ¢
importante na protecdo do organismo diante de anticolinesterasicos, como fisostigmina e
organofosforados (DARVESH et al., 2003).

A butirilcolinesterase humana (ABuChE) contém uma triade catalitica, composta pela
Ser226, histidina 466 ¢ acido glutamico 353, e assim como na AChE ¢ também encontrada na
extremidade de um cavidade de 20 A de profundidade, a qual est4 alinhada por seis residuos
de aminoacidos. Além da triade catalitica, o sitio ativo contém o chamado “sitio anidnico”,
que pode se ligar ao nitrogénio quaternario do substrato. O sitio anidnico compreende o
aminoacido triptofano 82 (DARVESH et al., 2003).

Consequentemente, ¢ esperado que a inibi¢do da BuChE possa beneficiar pacientes
com DA da mesma forma que os inibidores de AChE (DARVESH et al., 2003; ZAWADZKA
etal., 2013; BRUS et al., 2014).

1.3.4.1 Relagdo entre AChE e proteina Af

Recentemente, algumas evidéncias indicam que a formagdo, agregacdo e
neurotoxicidade do peptideo AP pode estar sob controle colinérgico e que os classicos efeitos
dos inibidores de AChE podem interferir no processo de geracdo dos componentes nao-
amiloidogénicos dos precursores de proteina amiloide. Ativagdo de receptores muscarinicos
M,, em decorréncia da inibi¢do da AChE e subsequente ativa¢ao da via da proteina quinase C
(PKC) podem estimular a secre¢do da proteina amiloide soliivel neurotrofica e neuroprotetora
(aPPAs), com consequente reducdo na liberacdo de APB. Este fato sugere que inibidores de
AChE podem prevenir a formacdo das placas amiloides e promover o processamento normal
da PPA (MUNOZ-TORRERO & CAMPS, 2006).

Outros estudos revelam que a enzima AChE também apresenta fungdes nao
colinérgicas, a AChE foi encontrada associada aos depositos de AP no inicio da formacao das
placas. De fato, ambos os depositos pré-amiloides difusos, bem como placas senis compactas
contém a enzima. Além disso, a AChE forma complexos in vitro enzima-A} muito estaveis e

permanecem fortemente ligados mesmo apos lavagens com solugdes salinas concentradas e
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detergentes. Estes resultados indicam que a AChE pode participar do processo de formacao de
placas, fornecendo um nucleo heterogéneo durante a formagdo e crescimento das fibrilas
amiloides (INESTROSA & MUNOZ, 1999).

Assim, a AChE pode se ligar a um conféormero ndo amiloidogénico de AP, induzir
uma transicdo conformacional para uma forma amiloidogénica e, consequentemente, para
fibrilas amiloides, formando complexos estaveis de AB-AChE. Estes complexos estaveis de
AB-AChE sao capazes de modificar as propriedades bioquimicas da enzima e causar aumento
na neurotoxicidade das fibrilas de AP (Figura 7). O local de ligagdo na AChE ¢ o PAS, o
responsavel pela fungdo de adesdo na enzima. Como consequéncia, os inibidores de AChE
(AChEIls) capazes de interagir com esse sitio periférico da enzima poderiam exibir um
interessante efeito neuroprotetor resultante da sua habilidade de bloquear a interacdo entre
AChE com A, o que pode representar uma nova forma para retardar o processo degenerativo
na doenga de Alzheimer (ALONSO et al., 2005; MUNOZ-TORRERO & CAMPS, 2006;
CAMPS et al., 2010).

Fibrila
In amiloide

ll

Peptideo AP
0

Complexo
AChE-fibrila amiloide
'—-o - a = - l . ’
N

AChE Nuclea;ao
via PAS

Elongaqao

Figura 7. Formacao do complexo AB-AChE, induzida via sitio periférico da enzima atuando
como um ponto de nucleacao e elongacao das fibrilas.
Adaptado Fonte: CARVAJAL & INESTROSA, 2011.

1.3.4.2 Inibidores do sitio periférico

Considerando os aspectos ndo colinérgicos da AChE, sua relagdo com as principais

evidéncias da doenga e o envolvimento do sitio periférico da enzima em todas essas fungdes,
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o mesmo foi considerado um alvo atrativo para o desenho de novos farmacos anti-Alzheimer.
Inibidores do sitio periférico ou dos dois sitios de AChE (através de modulacao alostérica via
sitio periférico, ou bloqueio ao sitio ativo) podem simultaneamente aliviar o déficit de
memoria nos pacientes com Alzheimer, e o mais importante, evitar a agregacao do peptideo
AB. O desenvolvimento desses inibidores representa um novo caminho para retardar o
processo neurodegenerativo (CASTRO & MARTINEZ, 2001).

O primeiro composto descrito com alta capacidade de bloquear a intera¢do entre o
peptideo AP e a AChE foi o propidio (Figura 8), um inibidor descrito como capaz de
interagir exclusivamente com o sitio periférico. Sua baixa capacidade em inibir a AChE, e sua
natureza dicationica fez descartar seu uso na farmacoterapia anti-Alzheimer (CANTADOR,
2012).

|
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Figura 8. Estrutura do propidio, capaz de bloquear a interagdo entre peptideo AP e a AChE.

Além do propidio, alguns compostos heterociclicos foram desenhados como inibidores
de AChE capazes de interagir com o PAS. Como ¢ o caso da 4,4’- bipiridina (I),
fenilcarbamato dissubstituido (II) e indenoquinolilamina (IIT). O mecanismo de inibicao nos
trés casos foi determinado por estudos cinéticos. Assim, os compostos foram caracterizados
como inibidores dirigidos ao sitio periférico anionico (Figura 9). Huprina x (IV), um hibrido
que combina a subestrutura carbociclica da huperzina A com 4-aminoquinolina, subestrutura
da tacrina, tem uma das mais altas afinidades pela AChE ja descritas. O seu modo de ligagdo
na enzima foi verificado em estudos de competicdo com o inibidor de sitio periférico
propidio, € o edrophonium que promove inibi¢cdo no sitio ativo. Resultados indicaram que a
huprina x (IV) interage no sitio de acilag@o no sitio ativo da enzima, mas interfere levemente
com a ligacdo dos ligantes do sitio periférico (SIMEON-RUDOLF et al., 1999; LIN et al.,
1999; RAMPA et al., 2000; CAMPS et al., 2000; CASTRO & MARTINEZ, 2001).
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Figura 9. Inibidores do sitio periférico de AChE.

1.3.4.3 Inibidores duplos de AChE (dual binding site)

Virias classes de inibidores duplos de AChE, denominados dual binding site, tém sido
desenvolvidos pela hibridacdo adequada de duas unidades que interagem com a enzima, que
em geral, sdo derivados dos inibidores classicos da AChE (donepezila e/ou tacrina) e tem sido
relacionados ao bloqueio dos sitios periférico e catalitico da AChE. O sucesso da estratégia
envolvendo dual binding site ¢ evidente pelo grande aumento na inibicdo da AChE em
relagdo aos compostos de origem (CAMPS et al, 2008; MEHTA et al, 2012).
Adicionalmente, o desenvolvimento de fAirmacos dual binding site tem sido particularmente
interessante por apresentarem propriedade de inibi¢do da agregagdo do peptideo AP induzida
pela AChE, via interagdo pelo sitio periférico, o que faz desses compostos promissores
candidatos para o tratamento da doenca de Alzheimer (CAMPS et al., 2008).

A Figura 10, mostra alguns exemplos de inibidores hibridos de AChE do tipo dual
binding site V-XI, em seguida na Tabela 1 estdo apresentadas as correspondentes atividades
bioldgicas (V-VIII e X-XI).

Dentre as substancias dual binding site apresentadas na Figura 10, a que apresentou
melhor inibicdo da AChE foi XI-A e B com ICsy de 0,070 e 0,060 nM, respectivamente, além
da inibicao de 98 e 96% na agregacdo da proteina AP amiloide induzida pela AChE
respectivamente, conforme Tabela 1.

Alonso e colaboradores (2005) sintetizaram os hibridos de donepezila-tacrina V e VI
(considerando o nucleo ftalimida como bioisostero da indanona), os quais apresentaram
atividade inibidora da AChE 8 e 70 vezes mais potentes que donepezila e tacrina,

respectivamente. Neste mesmo estudo, foi realizado ensaio de competicdo pelo propidio
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(ligante seletivo do sitio periférico da enzima), para confirmar a interacdo das substancias
neste sitio de ligacdo, e prever indiretamente o potencial de inibicdo da agregacdo AP
amiloide. Como resultado, os compostos V e VI foram capazes de deslocar o propidio nos
ensaios de competicao, mostrando ICso de 10 e 1 uM, respectivamente, sendo a unidade
ftalimida destes compostos apontada como a responsavel pela ligacao ao sitio periférico.

Os compostos VII e VIII também apresentaram resultados positivos de inibicdo em
AChE 0,27 e 7,98 nM respectivamente, e ainda foram capazes de inibir a agregagdo do
peptideo AP induzido por AChE em 46 e 65%. O composto VII conservou as porcdes de
acridina da tacrina e indanona de donepezila unidas por um linker de piperidina,
demonstrando ser interessante essa combinagdo frente a inibicdo de AChE (CAMPS et al.,
2010), quando comparada, por exemplo, ao composto VIII que manteve apenas a por¢ao
acridina de tacrina (LUO et al., 2011).

Camps Garcia e colaboradores (2007) sintetizaram o composto IX (Figura 10), além
de varios derivados e seus sais, incluindo estereoisdmeros ou misturas de estereoisomeros, no
qual RI, R2, R3 e R4 sao radicais relacionados ao H, CI, F, Br, CF3, (C1-C4) alquil, (C1-C4)
alcoxil e nitro; R5, R6, R7 e RS relacionado ao H e (C1-C6) alcoxil; n ¢ um namero de
carbonos de 3 a 5; » ¢ um numero de carbonode 2 a 5; s ¢ um nimerode 1 a5 ¢ X ¢ CO ou

CH,.
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Figura 10. Inibidores de AChE dual binding site (V-XI).

Estas estruturas (IX) foram patenteadas uma vez que se comportam como inibidores
da AChE nos dois sitios de ligacao e sdo uteis como protdtipo contra a doenca de Alzheimer,

apesar dos ensaios biologicos ndo terem sido descritos.
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Tabela 1. Atividade biolodgica das substancias dual binding site (V-X e XI).

Ensaio de inibi¢ao

Ensaio
ICso AChE  ICso BuChE . da agregacao AP
Dual binding site propidio o )
(nM) (nM) (M) amiloide induzida
u
pela AChE (%)

\% 2,80 7,50 10,0 -
VI 2,40 90,0 1,0 -
VI 0,27 66,3 - 46
VIl 7,98 7,94 - 65
X 1,55 1440,0 -- 87
XI-A 0,070 0,014 -- 98
XI-B 0,060 0,10 -- 96

*Ensaio de inibigdo, método Tioflavina —T, na presenca de 100 uM de inibidor.

®Ensaio de inibigio, método Tioflavina —T, na presenca de 20 pM de inibidor.

De acordo com esses exemplos, € possivel visualizar a potencialidade dos inibidores
de AChE dual binding site, ndo s6 em inibir a AChE e, consequentemente, aumentar a
transmissao colinérgica, melhorando a cogni¢do, bem como em inibir a agregagdo do peptideo
AP induzida pela AChE, o qual € neurotdxico e culmina na perda neuronal.

Os resultados dos ensaios in vitro de inibi¢do da agregacdo do peptideo AP pelos
AChEIs dual binding site tém apresentado correlagdo direta com os ensaios in vivo. Assim, a
memoquina (X), um dual binding site que in vitro bloqueou 87% da inducdo da agregagdo do
peptideo AP amiloide pela AChE a 100 uM, tem demonstrado reduzir depositos de peptideo
AP amiloide e resgatar o déficit comportamental ligado a atengdo em camundongos que
apresentam o conjunto completo de caracteristicas da DA (CAMPS et al., 2008;
BOLOGNESI et al., 2007).

Além da memoquina (X), a subtancia da Neuropharma NP-61 (antigamente chamado
de NP-0361), um AChEI dual binding site, inibiu in vitro a agregagao do peptideo AP
amiloide induzida pela AChE, com ICsy uma ordem de magnitude menor que o propidio, e
também reduziu o numero, a area de superficie e tamanho das placas amiloides no cortex e
hipocampo em camundongos transgénicos (Swedish e London). A reducao da carga proteica
amiloide resultou em significante aumento na cognic¢ao (aprendizado espacial € memoria no
teste de Morris water maze), destacando a relagdo direta entre o ensaio in vitro € in vivo. Na

primeira metade de 2007, NP-61 entrou em ensaio clinico de fase I para tratamento da doenca
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de Alzheimer na Inglaterra, o que constitui uma evidéncia clara do promissor papel dessas
substancias contra a DA (CAMPS et. al, 2008).

NP-61 faz parte dos heterodimeros indol-tacrina sintetizadas por Muifioz-Ruiz e
colaboradores (2005) representado por XI (Figura 10), em uma série de inibidores dual
binding site obtidos pelo grupo. De acordo com os resultados mostrados, duas moléculas (A e
B) foram mais promissoras, ambas apresentam R;= CI; R, e Rs;=H; Y= (CH,),; Z=CH;
diferem apenas pelo fato de que na molécula (A) X = (CH;)s € em (B) X = (CH,)7, os dados
das atividades biologicas estdo na Tabela 1 (GARCIA-PALOMERO et al., 2008).

Estudos de docking utilizando AChE, isolada de Torpedo californica (TcAChE),
foram realizados para o heterodimero XI-A, no qual a por¢do tacrina interage com o sitio
ativo com os residuos de aminoacidos Trp84 e Tyr330, o nitrogénio aromatico da tacrina faz
ligagdo de hidrogénio com o carbono carbonilico da cadeia principal da His440.
Adicionalmente, uma liga¢ao de hidrogénio também ¢ formada entre o grupo amino da tacrina
e o carbono carbonilico de Trp84, além do atomo de cloro que ocupa uma cavidade
hidrofébica, formado por Trp432, Met436 e 11e439. A cadeia ligante ¢ alinhada ao longo da
fenda e as principais interagdes sdo realizadas pelo grupo amida. No sitio periférico € possivel
notar interagdes entre o anel indol junto ao anel aromético do Trp279 (MUNOZ-RUIZ et al.,
2005).

1.4 JUSTIFICATIVA PARA SINTESE DO NOVO HIBRIDO TACRINA-
DONEPEZILA

Analisando todo processo multifatorial envolvido na DA, torna-se evidente a
necessidade de uma abordagem mais ampla na pesquisa a fim de se obter um farmaco capaz
de bloquear a evolugdo da doenca em distintas vias patoldgicas. Assim, uma das estratégias
atuais ¢ o desenvolvimento de novos agentes anti-Alzheimer com multiplas poténcias. Dentre
os principais processos multialvos envolvidos na DA, o desenvolvimento de substancias com
atividade inibidora de colinesterases e de agregacdo do peptideo AP, vem sendo estudadas e
tem se mostrado serem bastante promissoras (DVIR et al., 2002; LUO et al., 2011; RIZZO et
al., 2008; RIZZO et al., 2010; YAN et al, 2012). Inibidores de colinesterase e
formacgao/agregacao do peptideo AP sdo extensivamente explorados ao longo de décadas e o
grande numero de informagdes ja descritas facilita o desenvolvimento racional de novos

inibidores multialvos do tipo inibidores duplos de AChE.
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Com base na estrutura tridimensional de 7cAChE, e analise das interacdes moleculares
entre os residuos da enzima e os farmacos donepezila (1), capaz de interagir no sitio
periférico, e tacrina (2), capaz de interagir na regido de colina no sitio ativo, foi possivel
planejar compostos hibridos com potencial afinidade pelos dois sitios enzimaticos (Figura
11).

Neste caso, o processo de hibridagdo molecular, representado pela conjugagdo das
principais caracteristicas estruturais dos dois firmacos em uma Unica substancia bioativa,
pode ser aplicado para melhorar as propriedades farmacodinamicas desta classe de compostos
inibidores de AChE. De fato, estudos anteriores de modelagem molecular e docking,
realizados pelo grupo de pesquisa, mostraram que a combinagdo dos farmacos donepezila (1)
e tacrina (2) pode dar origem a moléculas hibridas, como mostrado na Figura 11, com grande
complementaridade estrutural para preencher ambas as cavidades da enzima, sitio ativo

(CAS) e periférico (PAS) (SILVA et al., 2006).

PAS CAS

| |

MeO N \/© ‘I O
\ Donepezil (1) Tacrina (2) j

(0] NH,
m
MeO N N/
MeO

Hibrido 3

Figura 11. Estratégia de hibridacio molecular, envolvendo os farmacos donepezila (1) e
tacrina (2) para obtencdo do hibrido 3, capaz de interagir nos sitios ativo e periférico da AChE
como dual binding site.

Adicionalmente, estudos de predicdo de toxicidade e metabolismo, realizados pelos
programas DEREK1' ¢ METEOR, indicaram que estes derivados poderiam apresentar

propriedades farmacocinéticas adequadas. Entre os derivados propostos, o hibrido 3

apresentou o melhor resultado de docking, com score 88. A molécula foi mantida orientada

' Derek ¢ uma base de dados que faz a predigdo qualitativa de toxicidade envolvendo uma série de regras que
relacionam a estrutura quimica ou o toxicoforo 4 toxicidade da molécula associada, e também a
carcinogénicidade, mutagénicidade, sensibilizagdo da pele, irritagdo, teratogenicidade e neurotoxicidade
(GUPTA etal., 2011).
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permitindo interagao m-stacking envolvendo o grupo indanona do hibrido, bem como as
interagdes m-stacking com Trp 84 e ligagdes de hidrogénio com o residuo His440 da AChE,
além de uma interagdo adicional por ligacdo de hidrogénio entre o grupo amino livre do
composto proposto ¢ a cadeia lateral do Glu199 (SILVA et al., 2006).

Apesar de derivados hibridos de tacrina-donepezila ja terem sido descritos na
literatura, nenhum possui a combinagao estrutural entre os dois farmacos, como proposto para
o hibrido 3.

Na Figura 12 a-b esté representado o resultado de docking realizado com o hibrido 3,
mostrando a complementariedade deste composto em ambos os sitios e interagdo de maneira
semelhante aos farmacos de origem. Devido a possivel isomerizagdo no carbono a-carbonila,

a estereoquimica especifica do hibrido 3 ndo estd sendo representada.

Trp279

‘\‘\ l His4d0
fg;am

Tyr3M4

Figura 12. A- Sobreposicao de tacrina (1), em rosa e hibrido 3, em verde; B- Sobreposi¢ao de
donepezila (2), em amarelo, e hibrido 3, em verde, nos sitios ativo e periférico da enzima
AChE, relacionados aos complexos PDB 1ACJ para tacrina e 1EVE para donepezila, obtidos
a partir de estudos de docking.

Com relagdo aos compostos dual binding site descritos anteriormente (Figura 10), o
hibrido 3 difere dos compostos VII e IX pela presenca de anel quinolinico, em substituigdo
ao sistema anelar de acridina, pelo local de ligacdo do nitrogénio metil-piperidinico ao anel
heterociclico quinolinico, o qual ocorre na posi¢do C-2 no hibrido 3, conforme sugerido pelos
estudos de docking, enquanto nas estruturas VII e IX ocorrem no grupo amino presente em C-
4 do nucleo de acridina.

Como pode ser observado, embora haja semelhanca nas estruturas citadas de dual
binding site com o hibrido 3, ¢ possivel notar uma diferenca caracteristica importante no

aspecto de toxicidade. Enquanto os exemplos citados apresentam a unidade acridina da tacrina
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(2), o hibrido 3 apresenta o anel simplificado quinolinico, capaz de manter as mesmas
interagdes de tacrina. Estd bem estabelecida que a estrutura planar de anéis triciclicos confere
aos compostos a habilidade de interferir em uma variedade de processos metabdlicos tanto em
células procarioticas como eucaridticas (DI GIORGIO et al., 2011). Os agentes intercalantes
de DNA mais extensivamente estudados sao acridina e seus derivados, os quais sao ligados
nao covalentemente ao DNA e sdo altamente mutagénicos (LYNNETTE et al., 2007).

Os efeitos genéticos de compostos de acridina tém sido estudados em microrganismos,
insetos, plantas e células de mamiferos. O efeito mutagénico mais notavel sao as mutagdes
frameshift (inser¢do ou delecdo de bases) culminando com a leitura incorreta do DNA
(HOFFMANN et al., 1996).

O metabolismo da tacrina ¢ realizado no sistema oxidativo microsomal hepatico
juntamente com as enzimas do citocromo P450 familia 1A. Dentre os metabolitos da tacrina
estdo os derivados mono e diidroxilados. Dentre esses a 7-hidroxitacrina, apds oxidacdes
adicionais, conduz a formagdo do derivado reativo quinona metide que pode formar
conjugados com proteinas pela reagdo do grupo tiol e/ou com a glutationa reduzida (figura
13). Os danos celulares podem resultar da interacdo da quinona metide com macromoléculas
essenciais ou por indugdes de diferentes ciclos de redox, provocado pela inducdo da
peroxidagdo lipidica e aumento dos niveis de radicais livres, o que leva a crer que a 7-

hidréxitacrina seja um composto potencialmente perigoso (PATOCKA et al., 2008).

NH,

X
pZ tacrina
N

NH,

HO. N
7-OH-Tacrina
-

N
J Cit P450

NH,

O = . .
\N Quinona metide

NH, NH,
HO. N HO N
N? N7
S—Glutationa S—Proteina

Figura 13. Formacdo de metabolitos reativos da tacrina.
Fonte adaptado PATOCKA et al., 2008.
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Por outro lado, quinolina ¢ uma base terciaria fraca e ndo toxica para humanos em
absorcao oral e inalagdo. O nucleo quinolina ocorre em varios compostos naturais (alcaldides
da Cinchona) e substancias farmacologicamente ativas, como antimaldrico (cloroquina,
primaquina, quinina, mefloquina), antifungico (tetahidroquinolinas), antihelmintico (2,4-
arilquinolinas), com atividade cardiovascular (amida quinolinica; quinolina-4-acido
carboxilico; tetraidroquinolinas), no sistema nervoso central (quinolina base antagonista de
receptor NK3), anti-inflamatdrio (2-(furan-2-il)-4-fenoxi-quinolina derivado), analgésico (4-
Substituido-7-trifluorometilquinolinas), antiglicémico (quinolina carboxiguanidas)
(MARELLA et al., 2013).

De fato, estudos realizados por nosso grupo de pesquisa utilizando o programa
DEREK prediz que sdo provaveis os danos ao cromossomo ao se verificar o anel de acridina,
enquanto ao anel de quinolina sdo apresentadas apenas adverténcias plausiveis (chances

remotas de ocorrer).
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2. OBJETIVOS

O objetivo do trabalho ¢ sintetizar um derivado hibrido de donepezila-tacrina, o
hibrido 3, que seja capaz de se ligar simultanea e seletivamente nos sitios ativo e periférico da
enzima acetilcolinesterase. O composto hibrido proposto deverd conduzir a identificagdo de
um novo prototipo para descoberta de novas alternativas para o tratamento da Doencga de
Alzheimer. Adicionalmente, o projeto prevé a realizagdo de ensaios de atividade enzimatica,
envolvendo a enzima acetilcolinesterase, para determinacdo da constante de inibigao,
mecanismo de acdo e também ensaio de inibi¢cdo da agregacdo do peptideo AP induzido pela

AChE.

N —
MeO N

MeO
Hibrido 3
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 PLANEJAMENTO DE SINTESE

A sintese do hibrido 3 foi planejada conforme sequéncia mostrada nos esquemas 1-3.

A preparagao do aldeido 4 (Esquema 1 e 2) inicialmente foi proposta a partir da
reacdo de condensacdo entre acetona € o acido o-aminobenzodico (5), com consequente
formagdo do anel de quinolina e obtencdo do composto 6. Posteriormente, o atomo de cloro
de 6 seria substituido pelo grupo azido para sintese do derivado azido 7, o qual em seguida
sofreria uma rea¢do de oxidagdo da metila do anel de quinolina para sintese do aldeido 8

(Esquema 1) (POTTHAST et al., 1995; PEREZ-MELERO et al., 2004; ENGEN et al., 2010).

(6] 0 Cl

NaN
Lo - | O | — Gl
5 6
N, Nj
| AN SeO,, refluxo xileno N | AN
—_—
= ou oxidacdo enzimatica O\ i~
N N
7 8

Esquema 1. Proposta sintética para obtengdo do aldeido 8.

A reacdo de redugdo do isonepecotato de etila (9) forneceria o composto 10 que uma
vez submetido a reacdo de aminag¢do redutiva com o aldeido 8, daria origem ao composto 11.
Este apds reagdo de oxidacdo forneceria o composto 4 desejado (Esquema 2) (NIPHADE et

al., 2008).

N;
| N
COOEt O O A7 N,
. 8
O e () e OO -
~
N THF N NaBH,CN N
H H MeOH

9 10 11

N3
(C0),Cl,/DMSO OAG m
~70°C, trictilamina N N7
4

Esquema 2. Proposta sintética para obten¢ao do aldeido 4.




30

As ultimas etapas para a sintese do hidrido 3 envolveria a reacdo de condensagdo entre
o aldeido 4 e a indanona 12 (disponivel comercialmente) para obten¢do de 13, que seria
realizada de acordo com o método descrito para preparacao de donepezila (1) (SUGIMOTO et
al., 1995; EISAIL 1996; ELATI et al., 2006). Em seguida, o composto 13 seria submetido a
uma reacao de hidrogencao catalitica a fim de reduzir concomitantemente a dupla ligacao e o

grupo azido em amina (Esquema 3).
n-BuLi
/\G Dnsopropllamma
sCTHE
(6] NH,
MeO N Z
MeO HCL MeOH ¢ N
MeO

Esquema 3: Estratégia sintética para obtencdo do hibrido 3.

3.2 SINTESE DO HiBRIDO 3

3.2.1 — Sintese do 4-azido-2-quinolinacarboxaldeido (8)

Com o intuito de preparar o composto 8, foi sintetizado inicialmente 2-metil-4-
cloroquinolina (6) a partir da reagdo de ciclizagdo entre o acido o-aminobenzoico (5), acetona
e POCIl; (Esquema 4a), conforme método descrito por Engen e colaboradores (2010) o qual
obteve o composto 15, uma 4-cloro-1,7-nafitiridina, tendo como material de partida o acido 3-

aminoisonicotinico (14) (Esquema 4b).
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Esquema 4. a) Reacdo de ciclizagdo realizada para obtencdo do composto 6; b) Reacao de
ciclizacao realizada por Engen e colaboradores (2010).

A sintese do material de partida 6, envolve a formacdo de imina entre o acido o-
aminobenzobico (5) e acetona, com subsequente ataque do carbono a-iminico ao carbono
carbonilico, ativado na presenca de POCIls, seguida da substituicdo da hidroxila formada por
cloro. A reagdo de ciclizagdo conduz a formagao de quinolina contendo cloro em C-4 ¢ metila
em C-2 (Esquema 4a).

Para obtencdo de 6, foi necessario tratar a mistura reacional com solugdo aquosa de
NaOH 5 mol.L"', até atingir pH 14. A dificuldade desta reagio ocorreu no momento da
alcalinizacdo da solucdo, na qual resultou em grande volume final. Uma alternativa foi utilizar
uma solu¢io mais concentrada da base (8 mol.L™"), resultando em volume final bem menor,
ou realizar a concentragdo da fase aquosa antes da extragdao. No entanto, em ambos os casos o
rendimento foi mantido na faixa de 40 %.

A formagdo do produto foi confirmada por dados espectroscopicos. No espectro de
RMN de 'H foi observada a presenca dos hidrogénios aromaticos do anel de quinolina em
8,10; 7,96; 7,66; 7,51 e 7,33 ppm e também da metila em 2,65 ppm. No espectro de RMN de
BC foram observados os carbonos quaternarios da jungdo dos anéis em 142,6 ppm e 148,7
ppm, bem como o carbono metilico em 25,1 ppm. A atribui¢do completa dos sinais dos
hidrogénios e carbonos foi realizada com o auxilio dos espectros bidimensionais de correlagao
heteronuclerar (HMBC e HSQC). A analise por HRESI-MS mostrou o pico referente para o
valor calculado, 178,0418, encontrado m/z [M+H]" 178,0418 (Apéndice A).

Embora o rendimento da reagdo tenha sido satisfatorio, o acido o-aminobenzdico nao
estd mais disponivel comercialmente, e considerando a necessidade de maiores quantidades
do composto 6, este foi obtido comercialmente.

A proxima etapa para a sintese do composto 8 consistiu em substituir o atomo de cloro

do composto 6 pelo grupo azido, dando origem ao composto 7 (Esquema 5). Esta reacao foi
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realizada conforme método descrito por Kamiya e colaboradores (1979), o qual sintetizou o 4-
azido-7-cloro-quinolina.

A reagdo para obtencdo de 7 foi realizada com azida de s6dio em 4dgua e etanol
absoluto, e apds 2 horas sob agitagdo em refluxo, o composto desejado foi obtido, sem

purificacdo, com rendimento de 90%.

Cl Nj
NaN3
| X H,O0, etanol | X
B — e
N” 90% N°
6 7

Esquema 5. Reagao de substituicdo do cloro do composto 2-metil-4-cloroquinolina (6) pelo
grupo azido e obtencdo do composto 2-metil-4-azidoquinolina (7).

A obten¢do do produto 7 foi confirmada por espectrometria de massas (ESI-MS
calculado para C;oHgNy4 184,0749, encontrado 157,0762 [M - N2]+). Adicionalmente, a analise
desse composto por espectro na regido do infravermelho apresentou uma banda em 2127 cm’,
caracteristico de grupo azido. No espectro de RMN de 'H foi observada uma variagdo de
deslocamento quimico do sinal do hidrogénio em posi¢ao alfa ao grupo azido, o qual variou
de 7,33 ppm no composto 6 clorado para 7,03 ppm no composto 7. Os demais sinais de
hidrogénio ndo apresentaram nenhuma altera¢do significativa nos valores de deslocamento
quimico. No espectro de RMN de "°C foi observado efeito semelhante, ou seja, o sinal do
carbono ligado ao grupo azido estd mais blindado, em 120,0 ppm para 7 e 124,7 ppm para 6
devido ao efeito elétron doador do grupo azido.

A oxidacao do grupo metila do composto 7, e formagao do aldeido 8 (Esquema 6), foi
inicialmente realizada sem solvente, na presen¢a de didoxido de selénio (SeO,), a alta
temperatura (160°C) para fusdo dos reagentes. A reacdo permaneceu sob agitagdo por 12
horas, conforme descrito por Plobeck e colaboradores (2000). Apods este periodo foi
observado a formagdo de uma mistura complexa onde nenhum produto pdde ser isolado e
identificado. Contudo, analisando o método descrito na literatura foi observado que o material
de partida utilizado, a 6-metilquinolina, era liquido, enquanto o composto 7 € solido. Assim, a
reacdo foi repetida usando xileno como solvente, conforme descrito por Pérez-Melero e
colaboradores (2004). Novamente, no final do periodo de 12 horas foi observada a formagao
de uma mistura complexa. Na tentativa de reduzir o tempo reacional e evitar degradacdo e/ou
reacoes indesejadas do produto formado, a reacdo foi repetida nas mesmas condi¢des
anteriores, mas agora utilizando irradiagdo por micro-ondas. A temperatura foi mantida a 160

°C (150W) por um periodo de 1 hora e 20 minutos, e novamente ndo foi observado a
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formacao do produto desejado, mas apenas mistura complexa, sem recuperacao de material de

partida.
N, N3
| A Se02 | N
bz x Ox bz
N N
7 8

Esquema 6. Tentativa de oxidacdo da metila utilizando didxido de selénio.

Em vista destes resultados infrutiferos, um novo método para sintese do composto 8
desejado foi testado. Tagawa e colaboradores (2003) descreveram um protocolo muito
semelhante ao utilizado anteriormente, contudo com a adicdo de um reagente auxiliar o

hidroperéxido de terc-butila (TBHP) (Esquema 7).

N; N;
SeO,

| ~ TBHP | =

— O P>

N 8% N

7 8

Esquema 7. Oxidacdo da metila utilizando diéxido de selénio e TBHP.

Segundo Tagawa e colaboradores (2003), a oxidagdo de grupos metilicos de sistema
aromatico e N-heteroaromatico por SeO, se did com a formacdo do aldeido correspondente,
além de acidos carboxilicos e produtos indesejados, como pdde ser observado nas reacdes
anteriores. O auxiliar TBHP proporciona condi¢des reacionais mais brandas (temperatura ~
50°C) e redugdo de tempo reacional. No Esquema 8, esta descrito o mecanismo sugerido por

Tagawa e colaboradores (2003).

CH, o} , CHO
BuO—8e—OH HO-e—pH
tert-Bu e— X
N . CH;) .
N/ SeO,/ tert-BuOOH SN a\[/
Y
0) Z O)

Esquema 8. Mecanismo envolvendo TBHP na formacao de um complexo possibilitando a
oxidagdo de metila em sistema N-heteroaromatico, sugerido por Tagawa e colaboradores
(2003).
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A reacdo de oxidacao da metila do composto 7 foi repetida usando o auxiliar TBHP,
conforme condig¢des reacionais descritas na Tabela 2 (experimentos 1, 2, 3 e 4).

Inicialmente, a reagdo foi realizada nas condigdes descritas na literatura (TAGAWA et
al., 2003) (Tabela 2, experimento 1), e apos purificagdo por cromatografia em coluna o
produto 8 foi obtido com 8% de rendimento. Nas demais condi¢cdes reacionais estudadas
foram realizadas algumas modificagdes quanto ao solvente, a temperatura ¢ o tempo

reacional, contudo em nenhum caso houve aumento do rendimento.

Tabela 2. Resultados obtidos no estudo das condi¢des reacionais para obtengao do composto
8.

TBHP (eq)
Material de SeO, Tempo Rendimento
solvente T(°C) /tempo para
partida (eq) (eq) reacional (%)
complexar
1 1 23 dioxano 50 lh 1 /30 min 8
2 1 2,3 THF 50 2h 1 /30 min 5
3 1 2,3 dioxano 50 Sh 1/1h 5
4 1 2,3 dioxano 30%* 73h 1/1h 8

*Temperatura ambiente aproximada.

O produto foi analisado por RMN de 'H onde foi observado o desaparecimento do
sinal da metila e a presenca de hidrogénio de aldeido em 10,19 ppm, bem como a variagdo dos
deslocamentos quimicos para campo de maior desblindagem dos sinais dos hidrogénios
aromaticos vizinhos ao grupo carbonila. No espectro de RMN de °C foi observado o sinal da
carbonila em 193,3 ppm. O espectro na regido de infravermelho apresentou uma banda em
2122 cm™ correspondente ao grupo azido e outra banda em 1701 cm™ referente ao grupo
carbonila. A analise por ESI-MS calculado para [M+H]" 199,0614, revelaram picos para
[M+H -N]" 185,0693 e [M+H -N,] " 171,0538.

Na tentativa de explicar o baixo rendimento do produto 8 obtido, foi investigado a
influéncia do grupo azido na ativacdo da metila. A fim de verificar essa possibilidade, foi
realizada a reagcdo de oxidacdo com o composto 6, o qual apresenta o &tomo de cloro ao invés

do grupo azido (Esquema 9).
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Esquema 9. Reagao de oxidagdo da metila alfa a nitrogénio quinolinico do composto 6, com
SeO; e reagente auxiliar hidroperoxido de terc-butila (TBHP) para obtenc¢ado de 16.

A reagdo foi realizada nas mesmas condigdes descrita na Tabela 2, experimento 1, de
acordo com o método descrito por Tagawa e colaboradores (2003). Apos purificagdo da
mistura reacional bruta por cromatografia flash automatizada (Biotage®), o composto 16 foi
obtido com rendimento de 63%.

Os dados de RMN de 'H de 16 mostraram o sinal do hidrogénio do aldeido em 10,18
ppm e todos os hidrogénios aromaticos em regido de maior desblindagem quando comparados
ao material de partida 6. No espectro de RMN de "’C foi observado o sinal do carbono
carbonilico em 192,6 ppm e o sinal do carbono ligado ao cloro em 128,0 ppm, sendo que sua
posi¢do esta mais desblindada que a do material de partida 6 (124,7 ppm). Por espectroscopia
de massas de alta resolugao HRMS (ESI): C10H¢CINO m/z [M+H]" foi calculado 192,0211, e
encontrado m/z [M+H]" 192,0211 (Apéndice B).

O resultado satisfatorio obtido com a oxidag¢do do grupo metilico do intermediario 6,
permitiu que a sintese fosse continuada a partir do aldeido 16. Contudo, para a sintese do
hibrido 3 sera necessario, em alguma etapa da rota sintética, realizar a reagdo de substituicao
do atomo de cloro pelo grupo azido, para que este seja reduzido a amina, conforme proposta
inicial. No entanto, esta reacdo de substituicdo tem demonstrado ser de facil execucao em
grande diversidade de estruturas moleculares (KAMIYA et al., 1979; DIAS et al., 2006;
ENGEN et al., 2010 ). Por esse motivo, foi considerado que ndo haveria problema em realizar

essa reacdo em etapas subsequentes.

3.2.2 Sintese do intermedidrio 4-piperidinildlcool-1-[(4-azidoquinolin-2-il)metil] (11)

Para obtencao do intermediario 11, foi realizada inicialmente a sintese do reagente 4-
hidroximetil-piperidina (10) pelo emprego da reagao de reducdo do isonepecotato de etila
comercial (9), na presenga de hidreto de litio e aluminio em tetraidrofurano (THF) (Esquema
10), conforme descrito por Boyer e colaboradores (2008). Apds purificagdo em cromatografia

em coluna, o alcool 10 foi obtido com 90% de rendimento.
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Esquema 10. Esquema de obtengdo do intermediario 4-piperidinil-alcool-1-[(4-
azidoquinolin-2-il)metil] (11).

Apos andlise do espectro de RMN de 'H do composto 10, foi possivel constatar um
alto grau de simetria do anel piperidinico, sendo possivel observar dois pares de hidrogénios
equatoriais (3,11 ppm e 1,74 ppm) e dois pares de hidrogénios axiais (2,61 ppm e 1,16 ppm)
(Figura 14). Essa simetria foi verificada também no espectro de RMN de “C, o qual
apresentou apenas quatro sinais de carbono. Dados de correlagdo homonuclear H-H (COSY) e
correlacdo heteronuclear C-H (HSQC) foram indispensaveis na atribui¢do completa. A anélise
N

de espectrometria de massas por ESI-MS mostrou sinal referente para C¢H3NO m/z [M+H]

116,1065, calculado m/z [M+H] " 116,1070 (Apéndice C).

HO g H

Figura 14. Representcao da simetria dos hidrogénios axiais e equatoriais do anel piperidinico.

Para dar sequéncia as reagdes mostradas no Esquema 10, foi realizada a reagdo de
aminacao redutiva entre o alcool 10 e o aldeido 16 a fim de obter o intermediario 17.
Inicialmente esta reacdo foi realizada utilizando como agente redutor o NaBH;CN em
metanol a temperatura ambiente (MATOS et al., 1999). Contudo, mesmo apods varias
tentativas, variando tempo reacional e o nimero de equivalentes do agente redutor, o produto
desejado 17 foi obtido com rendimento maximo de 11,0 % (Esquema 10). Nesta reacdo
observamos a reducdo de boa parte do aldeido 16 ao seu respectivo alcool, o que

proporcionaria o baixo rendimento reacional.
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Uma alternativa seria o uso de um agente redutor mais brando e seletivo, como por
exemplo, o triacetdoxiboroidreto de so6dio [NaBH(OAc);]. Assim, a reacdo foi repetida
utilizando o NaBH(OAc); em dicloroetano (DCE), a temperatura ambiente, e apds purificacao
da mistura reacional bruta, realizada em gradiente (CHCIls. tolueno: MeOH) por cromatografia

flash automatizada (Biotage®) o produto 17 foi obtido com 65 % de rendimento (Esquema

11).
cl
NaBH(OAc)3
| HO | N
Ox e N N
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Esquema 11. Reagdo de aminagdo redutiva entre o alcool 10 e o aldeido 16 com o agente
redutor NaBH(OAc); em DCE.

O efeito estéreo e eletroretirador dos trés grupos acetoxi estabilizam a ligacdo B-H e
sdo responsaveis por sua redugdo branda. Outra vantagem desse agente redutor frente ao
NaBH;CN, ¢ o fato de que nao ha a formacao de residuos de cianeto, altamente toxicos.

De acordo com o espectro de RMN de 'H foi possivel observar os sinais dos
hidrogénios do anel quinolinico entre 7,61 ppm e 8,21 ppm, um simpleto referente aos
hidrogénios metilénicos, da ligacdo formada entre o anel quinolinico e piperidinico, em 3,79
ppm e os sinais dos hidrogénios do anel piperidinico na regido entre 2,94 ppm a 1,36 ppm. A
analise de espectrometria de massas ESI-MS mostrou sinal referente para C;sH;9CIN,O
encontrado m/z [M+H] " 291,1288, calculado m/z [M+H] " 291,1259 (Apéndice D).

A préxima reagdo envolveu a substitui¢do do atomo de cloro do composto 17 pelo
grupo azido, realizada em dimetilformamida (DMF) e azida de sodio, a temperatura de 65 °C,
permanecendo sob agitagdo por 24 horas, conforme descrito por Dias e colaboradores (2006)

(Esquema 12).

N;
NaN3
82% N N7

Esquema 12. Reagdo de substituicdo de cloro do composto 17 por azido para obtengdo do
composto 11.

ApOs extragdo, a mistura reacional bruta foi analisada por CLAE, a qual demonstrou

alto grau de pureza do produto formado, ndo necessitando de prévia purificagdo. Assim, no
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espectro na regido do infravermelho foi possivel verificar uma banda em 2109 cm™
caracteristico do grupo azido, além da banda em 3389 cm™ do grupo hidroxila, confirmando a
formacao do composto 11 com rendimento de 82 %.

Nos espectros de RMN de 'H do composto 11 foram observados os hidrogénios
aromaticos mais blindados em relagdo aos mesmos hidrogénios do composto 17, sendo
observado o efeito de blindagem mais pronunciado no hidrogénio alfa ao carbono ligado ao

grupo azido, ou seja, de 7,78 ppm em 17 para 7,46 ppm em 11.

3.2.3 Sintese do intermedidrio 4-piperidinilaldeido-1-[(4-azidoquinolin-2-il)metil] (4)

A partir da preparagao do intermediario 11, a reacao de oxidacdo do alcool ao aldeido
correspondente 4 foi investigada (Esquema 13). De acordo com a proposta inicial do projeto
(Esquema 2), o método escolhido inicialmente para realizagdo desta reagdo foi a oxidacdo de
Swern, envolvendo condi¢des de oxidagdo branda, no qual o agente oxidante DMSO ¢ ativado
por cloreto de oxalila ou anidrido trifluoracético (HAINES, 1988; NIPHADE et al., 2008,
MATOS et al., 1999).

Primeiramente o método descrito por Niphade e colaboradores (2008) foi estudado,
extrapolando os dados obtidos com (1-benzilpiperidin-4-il) metanol de estrutura muito
semelhante a por¢do piperidinica de 11. No entanto, a partir deste método ndo houve a

formacgao do produto desejado 4.

N, Ns
(C0O),Cl,/DMSO
HO B _ 04\@ B
N N/ -70°C, trietilamina N N/
11 4

Esquema 13. Tentativa de obten¢do do aldeido 4, via oxidagdo de Swern do intermediario
alcool 11.

Outro método de oxidacdo de Swern descrito por Matos e colaboradores (1999), o qual
utiliza como agente ativante do DMSO, anidrido trifluoracético a -78°C, também foi
estudado, mas sem sucesso.

Em ambos os casos, a rea¢ao de oxidagao foi realizada com o composto 11 a fim de se
obter o composto 4, de acordo com o Esquema 13. Contudo, em vista dos resultados
negativos, a rea¢ao de oxidacao foi realizada com o derivado clorado 17 (Esquema 14), uma
vez que a presenca do grupo azido em 11 poderia estar dificultando a reagdo (assim como nas

etapas anteriores).
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Esquema 14. Tentativa de oxidagdo do alcool 17 ao correspondente aldeido 18.

No entanto, mesmo apos varias tentativas o aldeido 18 desejado nao foi isolado,

havendo formag¢ao de mistura complexa (Tabela 3).

Tabela 3. Tentativas de oxida¢do de Swern exploradas sem sucesso.

Material de Temperatura
Agente ativante
partida ©O)
11! Cloreto de oxalila -65
17! Cloreto de oxalila -65
112 Anidrido trifluoracético -78
172 Anidrido trifluoracético -78

"'NIPHADE et al.,2008; “MATOS et al.,1999

Outro agente oxidante que utiliza condi¢cdes brandas ¢ a periodinana de Dess-Martin
(DMP), a qual pode ser preparada em duas etapas a partir da reagdo entre KBrOs e acido-2-
1odobenzodico, seguida da reacdo com acido acético e anidrido acético (DESS & MARTIN,
1983).

Desta forma, o agente oxidante DMP foi sintetizado e em seguida a reacdo com o
alcool 17 foi realizada em diclorometano anidro, a temperatura ambiente, permanecendo sob
agitacdo, por 1,15 h. Apds purificagdo por cromatografia em coluna, o aldeido 18 foi obtido

em 35 % de rendimento (Esquema 15).

cl Cl
DMP
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Esquema 15. Reagdo de oxidac¢do do alcool 17 ao aldeido 18, empregando como reagente
oxidante a periodinana de Dess-Martin.

A anilise do espectro de RMN de 'H de 18 permitiu identificar um dubleto em 9,60

ppm, referente ao hidrogénio do aldeido (acoplamento com o CH do anel piperidina) e,
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consequentemente a auséncia do dubleto referente aos hidrogénios metilénicos ligado ao OH
do material de partida 17. Os sinais dos hidrogénios piperidinicos estdo de forma geral mais
desblindados em relacdo ao composto 17, em especial o hidrogénio ligado ao carbono alfa
carbonilico, o qual apresentou deslocamento quimico na faixa de 1,49-1,61 ppm no material
de partida, e no composto oxidado 18 em regido de maior desblindagem (2,17-2,30 ppm). No
espectro de RMN de "°C foram observados os carbonos piperidinicos entre 25,3 ppm ¢ 52,8
ppm, e em especial o carbono alfa carbonila mais desblindado (47,6 ppm) para o composto
18, enquanto no intermediario 17 foi identificado em 38,4 ppm. Os carbonos aromaticos
apresentaram deslocamento quimico na faixa de 121,0 a 159,4 ppm, bem como a carbonila do
aldeido em 203,7 ppm. O espectro de ESI-MS confirmou a massa molecular, calculado para
m/z [M+H] " 289,1102, encontrado m/z [M+H] " 289,1117 (Apéndice E).

No Esquema 16 estid representado o mecanismo geral da reacdo de oxidagcdo com
DMP. O primeiro passo ¢ a troca do grupo acetato pelo alcool na periodinana, o préton alfa ao
alcool ¢ subsequentemente removido pelo acetato para formar o composto carbonilico

desejado, além de iodo ou iodeto(I1I) e acido acético como subproduto (JUNIOR, 2012).
R
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Esquema 16. Mecanismo geral da reacdo de oxidacao utilizando DMP
Fonte: http://www.organic-chemistry.org

Considerando o rendimento moderado com DMP (36 %), outras oxidagdes foram
estudadas. Dentre os métodos descritos para condigdes brandas de oxidagdo, alguns aldeidos
sdo obtidos utilizando o percursor do DMP, o qual ¢ denominado acido 2-iodoxibenzodico ou
IBX. Assim o alcool 17 foi testado frente ao agente oxidante IBX (acetato de etila; 80°C; 3,5
horas). De fato, IBX tem a vantagem de ser estdvel em relacio ao DMP, embora apresente
pouca solubilidade em solventes orginicos comuns. As tentativas envolvendo este reagente
conduziu a formagdo de uma mistura complexa sem observacdo do produto 18 esperado

(MORE & FINNEY, 1999).
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Outro método alternativo de oxidagdo com clorocromato de piridinio (PCC) em
diclorometano também foi explorado para realizar a oxidacdo do alcool 17. A utilizagdo de
PCC via refluxo convencional conduziu a formacao de 18 com 13 % de rendimento (COREY
& SUGGS, 1975), enquanto por micro-ondas (200 W, 40 °C, 5 min) foi obtido um rendimento
maximo de 17% (CHAKRABORTY et al., 1999).

Assim, apesar do rendimento utilizando o reagente de Dess-Martin (DMP) ter sido
moderado (36%), este pode ser considerado satisfatério em decorréncia da alta
funcionalizagao de 18.

A sintese de 4 foi realizada em DMF e azida de so6dio, sob irradiagdes de micro-ondas,
150 W, 70°C, 2,5 horas (CARVALHO et al.,, 2010). A purificagdo foi realizada por
cromatografia flash automatizada (Biotage®) isocratica (acetato de etila 100%), com

rendimento de 48% (esquema 17).

Cl N3
NaN3
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Esquema 17. Obten¢do do intermediario aldeido com azido na posi¢ao C-4 de quinolina.

Por RMN de 'H foi possivel observar os sinais de H-9 (8,06-8,00 ppm) e H-3 (7,43
ppm) mais blindados quando comparados com a molécula que apresenta o 4tomo de cloro na
posi¢do C-4, assim como os sinais dos carbonos C-3 (108,1 ppm) e C-4 (120,9 ppm) (Figura
15). Duas bandas caracteristicas, uma em 2117 cm™ para grupamento azido e outra em 1719
cm™ de carbonila, foram observadas nas andlises por infravermelho. O composto 4 foi
confirmado por espectroscopia de massas de alta resolu¢do com os fragmentos HRMS (ESI):
C16H17NsO m/z [M+H]" calculado 296,1506; m/z [M+H + MeOH] " 328,1768; [M+H - N,] *
268,1444; sendo encontrado m/z [M+H + MeOH] *328,1592, [M+H - N3] ©268,1282
(Apéndice F).

Figura 15. Estrutura numerada do composto 4.
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E importante destacar que apesar da introdugdo inicial do grupo azido no anel
quinolinico, para obten¢do do intermediario 4, as reagdes foram realizadas de forma
satisfatoria a partir de intermediarios cloro-quinolinicos. Assim, a substitui¢do do atomo de
cloro por azido pode ser conduzida em etapas posteriores para preparacao do produto final 3,
0 que possibilita, inclusive, a geracdo de uma maior diversidade molecular (Cl; N3; NH;) na
posicdo C-4 de quinolina para realiza¢ao do teste de inibicdo da AChE devido a similaridade

estrutural ao hibrido 3.

3.2.4 Sintese do intermedidrio 5,6-dimetoxinda-I1-ona-4-piperidinil-metileno-1-[(4-

azidoquinolin-2-il)metil] (13)

A sintese do intermediario 13 foi proposta inicialmente a partir da reagdo de
condensagdo entre o aldeido 4 e a 5,6-dimetoxi indanona (12) (Esquema 3). Contudo, devido
a dificuldade de sintese deste aldeido contendo o grupo azido e também pelos resultados
insatisfatorios obtidos anteriormente com os derivados de azido, a otimizagdo das condicoes
reacionais da reacdo de condensacdo foi realizada utilizando o aldeido 18 que contém o 4tomo
de cloro.

Para a reacdo de condensagdo entre o aldeido 18 e a indanona 12, foi inicialmente
proposto a formacdo do enolato de indanona 12, pelo tratamento com n-BuLi e
diisopropilamina para formacdo de LDA in situ (Esquema 18). Esse método foi testado
variando algumas condigdes (reagentes e concentragdes dos mesmos), mas niao houve

formagao do intermedidrio 19 desejado (Tabela 4).

O Cl
O ¢l n-BuLi
MeO 0”% AN Diisopropilamina = | AN
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MeO N -78° C, THF
12 18 MeO 19

Esquema 18. Tentativa de sintese do intermediario 19.
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Tabela 4. Tentativas de condensacao entre a indanona 12 ¢ o aldeido 18 para obtencao do

composto 19.

Reagentes Tentativa [ Tentativa 11 Tentativa 111
(mmol) (mmol) (mmol)
Aldeido 18 1,0 1,0 1,0
Indanona 12 1,0 1,0 1,0
n-BuLi 1,2 1,2 4,0
Diisopropilamina 1,2 1,2 4,0
HMPA - 1,0 -

TROST & LATIMER, 1977; SUGIMOTO et al., 1992.

Outra metodologia descrita por Camps e colaboradores (2006) utiliza como base
EtONa para este tipo de reagdo. Nestas condi¢des, a indanona 12 apresentou uma mudanga na
coloracgdo, de levemente amarelado para salmao, sugerindo a formagdo do enolato (Esquema
19). A formagdo do composto 19 pode ser observada por CCD como uma mancha azul
fluorescente em 254 nm, devido a carbonila o, insaturada formada. Apds purificagdo em
coluna cléssica em gradiente diclorometano:acetato de etila, o produto de condensagdao 19
desejado foi obtido com 86% de rendimento e sua estrutura foi confirmada por métodos

espectroscopicos de RMN de 'H, RMN de °C, ESUMS ¢ IV (Apéndice G).
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Esquema 19. Reagdo de condensagdo entre a indanona 12 e o aldeido 18.

A partir do espectro de RMN de 'H de 19, na faixa de 8,22-7,62 ppm foram
observados os sinais dos hidrogénios do anel quinolinico, bem como os simpletos dos
hidrogénios arométicos do nucleo da indanona 7,30 ppm e em 6,91 ppm e as metoxilas em
3,93 ppm e 3,97 ppm. No anel ciclopentanona da indanona foi encontrado o dubleto referente
aos hidrogénios metilénicos em 3,61 ppm que acoplam (*“J=1,3 Hz) com o hidrogénio
olefinico com deslocamento quimico em 6,69 ppm. Pode ser observado também os sinais dos
hidrogénios piperidinicos na faixa de 2,94 a 1,78 ppm, bem como o simpleto correspondente

aos hidrogénios metilénicos em 3,83 ppm entre o nucleo quinolinico e o piperidinico.
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O espectro de RMN °C de 19 apresentou os sinais caracteristicos da indanona, os
carbonos das metoxilas do anel aromatico em 56,3 ppm e 56,2 ppm, no anel ciclopentanona o
carbono carbonilico em 192,6 ppm e os carbonos olefinicos em 135,8 ppm e 139,6 ppm. O
nucleo piperidinico apresentou carbonos vizinhos ao nitrogénio em 53,5 ppm, bem como 0s
outros dois vizinhos a esses em 31,2 ppm, além do sinal do carbono entre o anel piperidinico
ao quinolinico em 65,2 ppm.

Pelo espectro de ESI-MS foi confirmado o valor calculado para m/z [M+H]" 463,1783,
sendo encontrado m/z [M+H]" 463,1782, e na espectroscopia de infravermelho foram
observadas bandas caracteristicas de carbonila o,p insaturada em 1688 cm” e banda de
estiramento C=C em 1656 cm™ .

Outras bases (NaOH e KOH) também foram estudadas para a formagao do enolato de
12. A utilizacdo de NaOH 10% e brometo de tetra-n-butilamoénio (TBAB) levou a formacgao
do produto esperado, porém a reacao nao foi completa, uma vez que foi observado uma
grande quantidade de 12 e 18 na mistura reacional (NIPHADE et al., 2008). O uso de KOH
4%, em etanol, conduziu a formag¢do do produto 19, embora a conversao também nao tenha
sido completa, além da formag¢do de um subproduto de menor Rf em relacdo ao produto
desejado 19 (HUANG et al., 2012). Frente a estes resultados, o método envolvendo etoxido
de sddio foi selecionado para preparacao de 19.

Uma vez otimizada as condi¢des reacionais da reagdo de condensacao utilizando o
aldeido 18, a préxima etapa foi repetir a reagdo com o aldeido 4. A reagdo foi realizada com a
5,6 dimetdxi-indanona (12) utilizando etéxido de sdédio como base para formagao do enolato

de indanona (Esquema 20).
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Esquema 20. Reagdo de condensacdo tipo aldol entre o aldeido 4 e o enolato de indanona 12
formado na presenga de etdxido de sddio.

O protocolo utilizado foi igual ao anterior quando havia o 4&tomo de cloro na quinolina
(86% de rendimento), no entanto, foram observados a formagdo de alguns subprodutos, € a
coloracdo da reagdao mudou drasticamente de salmao para preto apos a adicao do aldeido 4. A

purificagdo foi realizada por cromatografia flash automatizada (Biotage®), gradiente acetato
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de etila: hexano, o rendimento do intermediario 13 foi baixissimo, em torno de 7%. Uma

aliquota foi enviada ao teste de inibicdo em AChE e BuChE.
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Figura 16. Estrutura numerada do composto 13.

Os deslocamentos quimicos de RMN de 'H do produto de condensa¢io 13 foram
semelhantes ao intermedidrio 19, com algumas diferengas caracteristicas no deslocamento de
dois hidrogénios do anel quinolinico. Ambos os sinais estdo em regido de maior blindagem, o
sinal do H-3 identificado em 7,48 ppm no precursor azido ¢ na molécula 19 em 7,80 ppm, o
outro hidrogénio que se encontra mais blindado ¢ o H-9 que em 19 foi encontrado em 8,22
ppm, ¢ na molécula 13 entre 8,07-7,99 ppm como um multipleto, o qual coincide com o sinal
de H-6. Por RMN de "°C a maior diferenca foi observada no carbono C-3 do anel quinolinico
vizinho ao carbono ligado ao grupo azido, pois no produto de condensagao 19 foi atribuido
em 121,0 ppm e em 13 em regido de maior blindagem, 108,3 ppm (Figura 16) (Apéndice H).

Algumas modificagdes foram realizadas para aumentar o rendimento (7%), como
reduzir a temperatura (0°C) e utilizar outra base para formacdo do enolato, como solucao
etanolica de KOH 4% (HUANG et al., 2012), mas o rendimento foi mantido em torno de 7%.

Assim, novamente, foi observado que a presenca do grupo azido influencia
drasticamente no sucesso desta reagdo. Contudo, como proposto inicialmente, uma vez obtido
o composto 13, restaria apenas a etapa de redugdo da dupla e concomitantemente do grupo
azido para obtencao do hibrido 3 desejado.

Desta forma, uma alternativa para a sintese do composto 13 foi realizar a reacdo de
substituicdo do atomo de cloro para azido a partir do composto 19. A reacdo foi realizada nas
condi¢des inicialmente propostas, azida de sodio sob aquecimento em DMF, contudo foi
obtido o composto 13 com rendimento reduzido de 16%. Algumas tentativas foram realizadas
para melhorar esse rendimento, como: duplica¢do da quantidade de azida de sodio; alteragao
da temperatura (70° e 100°C), bem como o uso de irradiagdo por micro-ondas (5-20 min, 70 e
100°C, 100 W). Como o material de partida e produto apresentavam Rfs muito proximos, bem
como havia a presenca de muitos subprodutos, foi empregada silica flash em gradiente de

diclorometano:acetato de etila, mas a separacao ndo foi eficiente. Foi utilizado também CLAE
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(fase estaciondria reversa C18 variando a fase movel acetonitrila/agua, agua/metanol), porém,

ndo foi observada uma boa separagdo cromatografica nas condi¢des empregadas (Esquema

21).

0 N,
(0] Cl
= N NaN, = | A
, DMF MeO N —
MeO N N/ EEmm—— N
16%
MeO
MeO 19 13

Esquema 21. Reacdo de substituicdo do atomo de cloro por azido do composto 19 para
obtencao de 13.

Pelo espectro de ESI-MS foi possivel confirmar o valor calculado para m/z [M+H] *
470,2187, encontrado m/z [M+H] © 470,2186. Nas analises de IV constatou-se as bandas
caracteristicas de carbonila o, insaturada em 1693 cm’! , de estiramento C=C em 1647 cem’ e
a banda referente ao grupamento azida em 2117 cm™, confirmando a substituigio do 4tomo de
cloro pelo grupo azido.

Um dos problemas relacionados ao baixo rendimento da substitui¢do do atomo de
cloro por azido pode estar relacionado a reagao de adicao de Michael de azida de s6dio como
um nucleofilo ao carbono B olefinico com menor densidade eletronica do sistema de carbonila
a,p insaturada, reduzindo assim o rendimento da reacdo desejada para formagao de 13. Desta
forma, a estratégia para evitar essa reagdo paralela, consistiu em reduzir a dupla ligagdo do
composto 19, antes da substitui¢cdo do a&tomo de cloro pelo grupo azido no anel de quinolina.

Contudo apesar da inviabilidade de prosseguir a sintese do hibrido 3 a partir do

composto 13, este intermedidrio foi submetido a avalia¢do biologica.

3.2.5 Tentativa de sintese do 5,6-dimetoxindan-1-ona-4-piperidinil-metil-1-[(4-
azidoquinolin-2-il)metil] (22)

No intuito de obter o composto derivado de 19 com a dupla reduzida, foi observado na
literatura que, de acordo com a sintese de donepezila, apresentado por Sugimoto e
colaboradores (1992), o mesmo reduz a ligacdo insaturada o,B-carbonilica do intermediario
21, via hidrogenacdo catalitica em paléddio carbono 10%, a temperatura ambiente e pressao

atmosférica (Esquema 22).
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Esquema 22. Redugdo catalitica do intermedidrio 21 para sintese do farmaco donepezila (1)
descrita por Sugimoto e colaboradores (1992).

Assim, explorando a literatura que descreve essa reacdo de redugdo catalisada por
paladio carbono (10%) com compostos semelhantes a 19 (MARTINEZ et al., 2004; GANT et
al., 2010), foi realizado um estudo das condi¢des dessa reagdao a fim de encontrar a melhor
condi¢do para obten¢do do produto 20 desejado.

Inicialmente foram empregados diferentes solventes: metanol, metanol-acido acético
1% e acetato de etila, bem como a variagdo da pressdo exercida (14 e 50 psi) e o tempo
reacional (2, 5 e 24 horas). Em todos os casos foram observados a presenga de material de
partida 19 e subprodutos, mas ndo houve a formagdo do produto com a dupla exociclica

reduzida 20 (Esquema 23).

o Cl o} Cl
—_— ¢ =
MeO N \N MeO N \N
MeO
MeO 19 e 20

Esquema 23. Tentativa de redu¢do da dupla alfa carbonilica do composto 19 via
hidrogenacao catalitica palddio carbono (10%).

Neste caso, provavelmente o grupo quinolinico presente na molécula 19,
diferentemente do intermediario 21 precursor de donepezila, estaria envenenando o
catalisador, e reduzindo assim sua eficiéncia. De fato, o uso de quinolina e piridina estdo
descritos como envenenadores de palddio em reagdes seletivas de hidrogenagdo de alcino a
alceno, inibindo sua redugdo total até¢ alcano, como ¢ o caso do catalisador de Lindlar que
utiliza uma combinacdo de dois envenenadores: acetato de chumbo e quinolina
(NISHIMURA, 2001; CLAYDEN et al., 2001).

Outro agente redutor foi estudado, o NaBH4 em piridina, que embora em condigdes
suaves atue como redutor especifico de aldeidos e cetonas aos respectivos alcoois, na

presenca de piridina demonstrou reduzir preferencialmente a dupla ligagdo em sistemas o,f3
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insaturados em detrimento da carbonila (HARIG & KUCK, 2006). De acordo com o
mecanismo reacional proposto para reducdo de carbonilas por NaBHy (Esquema 24), ¢
necessario que ocorra inicialmente a complexagdo com o cation sodio (catalise por acido de
Lewis), tornando a carbonila mais susceptivel ao ataque nucleofilico do hidreto (etapa lenta),
assim o NaBH, ird reduzir preferencialmente a carbonila na presenga de solventes proticos
(etanol, metanol, H,0), o qual ndo solvatam efetivamente cations (Na") (SEYDEN- PENNE,
1997). No caso da estratégia explorada na sintese de 20, de usar piridina como solvente, um
solvente aprotico, ocorre uma melhor solvatacdo dos cations (sodio), deixando-os menos
disponiveis para a etapa de complexacao inicial na carbonila, ocorrendo assim

preferencialmente a adi¢do de hidreto na dupla ligacao.

@
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R - H - BH; R"y R
BH,
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Esquema 24. Mecanismo proposto para redugdo de carbonilas por NaBH, ,evidenciando a
etapa inicial de complexagdo com o Na".
Fonte: Adaptado de DANTAS, 2010.

Utilizando essa estratégia de redugdo de 19, empregando NaBH4 em piridina, foi
possivel obter o intermedidrio 20, com 57 % de rendimento (Esquema 25). O mesmo
apresenta em CCD uma mancha de mesmo Rf que o intermedidrio 19 embora com outra
coloracdo ao ser revelado em UV 254 nm. Os sinais de RMN de 'H , RMN de °C ¢ ES/MS

de 20 confirmaram a estrutura desejada (Apéndice I).

(0] Cl (0] Cl
NaBH,
= = | piridina = |
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Esquema 25. Reducdo da dupla alfa carbonilica do composto 19 com o auxilo de NaBH4 em
piridina.
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No espectro de RMN de 'H foi possivel observar os hidrogénios aromaticos do anel de
quinolina na faixa de 8,21-7,61 ppm, os simpletos do nucleo indanona em 7,18 ppm e 6,86
ppm, bem como os simpletos das metoxilas em 3,96 ppm e 3,91 ppm.

A redugdo da dupla ligagao conduziu a formagao de um carbono quiral o qual, faz com
que os quatro hidrogénios dos dois carbonos vizinhos sejam diasterotopicos, portanto os
mesmos apresentam deslocamentos quimicos em regides diferentes do espectro. Assim foi
observado em 2,78-2,67 ppm o multipleto com integral de dois hidrogénios, correspondente a
um dos hidrogénio metilénicos da indanona (H-19b) e ao hidrogénio ligado ao carbono quiral
(H-18) e em 3,25 ppm ¢ observado um duplo dubleto correspondente ao outro hidrogénio

metilénico da indanona(H-19-a), com integral para um hidrogénio (Figura 17).
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Figura 17. Estrutura numerada do composto 20.

No espectro de RMN de *C foram observados os carbonos das metoxilas do anel
aromatico em 56,1 ppm e 56,2 ppm, carbono carbonilico em 207,8 ppm, ndo mais relacionado
a um sistema o,f insaturado, portando mais desblindado. Os carbonos saturados C-18 e C-17
apresentaram deslocamentos quimicos em 45,5 ppm e 38,7 ppm, respectivamente, ambos
mais blindados devido a redugao da dupla ligagdo. Com relagdo ao nucleo piperidinico os C-
12 e C-16 coincidiram em 54,3 ppm e C-13 e C-15 foram observados e 31,8 e 33,1 ppm
respectivamente, enquanto, C-14 foi identificado em 34,3 ppm. Em adi¢do, o sinal C-11,
unindo o anel piperidinico ao quinolinico foi observado em 65,2 ppm, enquanto C-2
quinolinico e C20 em 155,5 ppm. O carbono C-6 do anel quinolinico e C-21 do nucleo
indanona foram sobrepostos em 129,3 ppm. Analise de espectrometria de massas confirmou a
obtengdo de 20, calculado para C,7H,9CIN,O3 m/z [M+H] " 465 ,1939, encontrado m/z [M+H]+
465,1931 (Figura 17) (Apéndice I).

Ap6s a obtengdo do intermediario 20, a proxima etapa consistiu em substituir o 4tomo
de cloro por azido para obtencao do composto 22, o qual em etapa subsequente fosse reduzido
a amino para sintese do hibrido 3.

Na tentativa de sintese do intermediario azido 22 foi utilizado azida de s6dio em DMF,

sob aquecimento a 100°C, por 24 horas (Esquema 26). No entanto, nesta reacdo foi
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observada a formagao de uma mistura complexa, a qual foi purificada por cromatografia em
coluna classica em gradiente diclorometano:acetato de etila. Algumas fra¢des foram isoladas,
sendo uma delas provavelmente o produto 22 desejado, mas obtido em quantidade
insuficiente para todas as demais andlises e sua identificagdo inequivoca por RMN. No
entanto foi observado o ion por ESI-MS m/z encontrado [M+H] * 472,2341 m/z calculado
[M+H] " 472,2343.

o) Cl 0 N;
MeO N N7 DMF MeO N N
MeO 20 MeO -

Esquema 26. Reacdo de substituicdo do atomo de cloro, intermediario 20 pelo grupo azido
para obtencao do composto 22.

3.2.6 Sintese do 5,6-dimetoxindan-I1-ona-4-piperidinil-metileno-1-[(4-aminoquinolin-2-

il)metil] (25)

Como o rendimento para obtencdo dos derivados azido 13 e 22 nao foram
satisfatorios, a proposta de reduzir a funcao azido ao grupo amino da posi¢do 4 da quinolina
foi invidvel. Desta forma, uma alternativa encontrada foi a aminagdo direta da posi¢do 4 do
anel de quinolina através da reag@o de substitui¢do do 4tomo de cloro pelo grupamento amino.

Xu e Wolf (2009) descreveram esse tipo reacdo de substituicdo com cloretos de arila
em solucdo de amonia, catalisadas por cobre, sob irradiagdo em micro-ondas, para obtengao
de anilinas primarias, com 6timos rendimentos (Esquema 27).

Cl NH,
Cu,0 (5mol%NH,OH)

R + NH; em H,0 > R
H,O:NMP (1:1), 110°C, 150W

cloretos de arila anilinas primarias

Esquema 27. Reacdo de aminacao catalisada por cobre, realizada por Xu e Wolf (2009).

Assim, uma reacdo teste de aminacdo direta foi realizado primeiramente com um
intermediario da rota sintética, o composto 17, para padronizagdo do método. No entanto,

ap6s algumas tentativas mantendo as mesmas condig¢des reacionais descritas por Xu eWolf



51

(2009) e variando o tempo de irradiagao, foi observada a recuperacao de parte do material de
partida 17 e a formagdo de uma mistura complexa. Apds purificagdo do residuo bruto ndo foi

possivel isolar o produto desejado (Esquema 28).

cl NH,
HO/\G p | Cu,0 (5mol% NH,OH) . Ho/\G — |
N S
N SN H,O:NMP (1:1), N
110°C, 150W
17 23

Esquema 28. Tentativa de aminacdo do intermediario 17 para obten¢do de 23, e padronizagao
do método.

Outro método foi descrito por Perez e colaboradores (2012) utilizando fenol € amodnia
gasosa, a qual é borbulhada no baldo reacional sob aquecimento (150°C) por 2 horas. De
acordo com a referéncia o produto 4-amino-7-cloroquinolina foi obtido com 89% de

rendimento a partir do derivado cloro correspondente (Esquema 29).

cl NH,
Fenol, NH;(g)
a 150°C, 2h a
N N
N Cl 89 % N Cl
4-cloro-7-cloroquinolina 4-amino-7-cloroquinolina

Esquema 29. Reacdo de aminacdo direta utilizando fenol e amonia gasosa realizada por Perez
e colaboradores (2012).

Assim, para padronizagdo dessa reacdo, foi utilizado o mesmo intermediario 17 como
material de partida (Esquema 30). Apds alguns testes variando a temperatura (150 e 180 °C)
e o tempo reacional (2 e 3 horas) foi estabelecida a melhor condi¢do reacional, ou seja,
temperatura de 180 °C e tempo reacional de 3h. O produto 23 desta reagdo foi obtido com
43% de rendimento, sendo confirmada a sua obtengdo por RMN de 'H, RMN de "C e ESI-
MS m/z encontrado [M+H] " 272,1766 m/z calculado [M+H] " 272,1757.

Cl

Fenol, NH;(g) NH,
NSy 43 % N~y
23

17

Esquema 30. Reagdo de aminacdo do intermediario 17 para padronizagdo do método.

Apos a reacao de aminagao ter sido bem sucedida com o composto 17, foram iniciados

os estudos com o composto 20 nas mesmas condi¢des reacionais anteriores (Esquema 31).
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Apos purificagdo da amostra, tanto por cromatografia em camada delgada preparativa
(CCDP) (acetato de etila:metanol 9:1 + NH4OH,)) ou por CLAE (coluna C18, fase movel
H,O+TFA (0,1%):MeOH 70:30) o produto principal isolado apresentava alguns sinais
caracteristicos no RMN de 'H, como os sinais da quinolina e metoxilas, mas devido a pequena
quantidade obtida, a analise por RMN de 'H ficou comprometida. Analise por ESI-MS foi
realizada com a amostra bruta, onde puderam ser observados dois fragmentos de maior
intensidade, um com m/z 459,2321 e outro com m/z 462,2235, sendo que o produto final 3
tem m/z calculado para 445,2365. Apds purificagdo, nova analise por ESI-MS foi realizada,
sendo observado apenas o fragmento de m/z 459,2321, sugerindo que houve a adi¢ao de mais
um atomo de nitrogénio na molécula, j& que a diferenga de m/z entre o hibrido 3 e do

fragmento ¢ de aproximadamente 14.

e} NH
o) Cl :
Fenol, NH X
| X 3(2) N ‘
—_—X =
MeO N P MeO N
N 150 °C, 3h

MeO
MeO 20 hibrido 3

Esquema 31. Tentativa de aminagao direta do intermedidrio 20 para obtenc¢ao do hibrido 3.

Devido ao baixo rendimento da reacdo anterior foi estudada uma alternativa para
rea¢do de aminacdo, conhecida como Buchwald-Hartwig, a qual promove o acoplamento de
um haleto de arila com uma amina utilizando paladio como catalisador e base forte. A reagdo
¢ iniciada pela adi¢do oxidativa do haleto de arila ao paladdio que ¢ seguido pela coordenagao
da amina ao mesmo. A base forte abstrai um préton da amina, formando um amideto, que por
sua vez ataca o paladio e favorece a saida do haleto como grupo abandonador. Uma
eliminagdo redutiva produz a aril amina final e regenera o catalisador (Esquema 32). O
sistema catalitico BippyPhos/[Pd(cinnamyl)Cl],, promove a aminagdo de uma variedade de
cloretos, brometos e tosilatos de (hetero)arila, com quantidades baixas a moderadas de

catalisador (CRAWFORD et al., 2013; 2014).
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Esquema 32. Mecanismo reacional da aminacdo de Buchwald-Hartwing.
Fonte: Adaptado de Buchwald hartwig amination- http://www.name-reaction.com/buchwald-hartwig-

amination.

Essa reacdo foi inicialmente testada com o reagente comercial 2-metil-4-
cloroquinolina (6), como um modelo, nas mesmas condigdes reacionais descritas por
Crawford e colaboradores (2013, 2014) e apos 3 horas de reacdo foi possivel visualizar por
CCD um produto com Rf muito pequeno, praticamente na origem (Esquema 33). O material
foi purificado em cromatografo flash automatizado em fase estacionaria reversa (C18)
utilizando como eluente acetonitrila:agua (20:80 v/v). Por RMN de 'H em DMSO-d, foi
possivel observar os sinais dos dois hidrogénios da amina aromatica em 6,73 ppm, bem como
o deslocamento do singleto vizinho ao grupo amina para regido de maior blindagem, podendo

concluir que a amina 24 havia sido formada, embora com rendimento de apenas 10%.

[Pd(cinnamyl)CI] 1 mol%

BippyPhos 4mol%
o NH4OH 0.5M NH,
NaO7Bu (1.4 equiv
% | 1,4 dioxane, 110 °C, 3h = |
> >
SN 10% N
6 24

Esquema 33. Reag¢do de aminagdo teste para conversao de cloro-quinolina 6 a amino-
quinolina 24.
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Apos o teste com o reagente comercial, foi realizada a reagdo para obtencdo do
produto 25, a partir do intermedidrio 19, utilizando o sistema catalitico
BippyPhos/[Pd(cinnamyl)Cl], (Esquema 34) nas mesmas condigdes utilizadas para sintese do
composto 24. O material foi purificado por cromatografia em coluna de silica flash, em

gradiente de diclorometano:metanol (0-15%), com rendimento de 16%.

[Pd(cinnamyl)Cl1] 1 mol%
BippyPhos 4mol%

) o NH,OH 0.5M 9 1
NaOzBu (1.4 equiv ~ m
= = i i
No M | 1,4 dioxano, 110 °C, 3h » MeO NN
MeO
N 16% e}
Me
MeO 19 i

Esquema 34. Reacgdo de obtengdo do intermedidrio amino 25.

Por RMN de 'H foi possivel observar de maneira geral um deslocamento de varios
sinais para a regido de maior blindagem. A maior variagdo ocorreu principalmente com o
simpleto H-3 vizinho ao grupo amino de 7,80 ppm no composto clorado 19 para 6,93 ppm,
devido ao efeito orfo do grupo NH; que aumenta a densidade eletronica nessa posi¢ao do anel
de quinolina. Houve também o deslocamento do hidrogénio aromdtico quinolinico H-7 de

7,62 ppm para 7,40 ppm. (Figura 18).
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Figura 18. Estrutura numerada do composto 25.

Outros hidrogénios que tiveram seus deslocamentos quimicos alterados foram os
hidrogénios aromaticos da por¢ao indanoénica, H-23 em 7,30 ppm e H-26 em 6,91 ppm para
composto 19 e no produto 25 variou para 6,85 ppm e 7,19 ppm, respectivamente.

Com relacdo aos hidrogénios piperidinicos a diferenca maior ocorreu com relagdo ao
H-14, identificado anteriormente como multipleto entre 2,33-2,42 ppm com integral 1 no
composto clorado 19, e no derivado amino atribuido na mesma regido dos H-12ax e H-16ax,

resultando em um multipleto entre 2,10-2,30 ppm com integral 3.
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Pelo espectro de RMN de "°C, embora obtido com alta relago sinal/ruido, foi possivel
visualizar o carbono carbonilico em 191,6 ppm, os carbonos metinicos do grupo indanona
(C23 e C26) em 106,3 ppm e 103,9 ppm, respectivamente, as metoxilas em aproximadamente
55,0 ppm, o carbono olefinico em 138,2 ppm, os piperidinicos proximos ao nitrogénio em
52,3 ppm, bem como os mais distantes em 30,1 ppm e o C14 em 35,6 ppm. O carbono (C11)
que une o anel piperidinico ao quinolinico foi identificado em regido de maior blindagem em
61,4 ppm, quando comparado ao composto 19 em 65,2 ppm. C3 também foi observado em
regido de maior blindagem devido ao efeito do grupo amino, em 101,4 ppm (antes 121,0
ppm), além dos carbonos metinicos quinolinicos 130,6 (CS8), 124,6 (C7), e os demais
121,4(C9) e 122,1 (C6), um pouco mais blindados que o composto clorado. Como foi dito
anteriormente, os sinais foram observados em baixa intensidade e os carbonos quaternarios
C2, C4, C5 e C10 ndo foram visualizados adequadamente por RMN de "*C e nem com o
auxilio de técnicas bidimensionais como HMQC e QMBC (Figura 18) (Apéndice I).

O material foi analisado por ESI-MS, confirmando a massa molecular da molécula 25,
(C27H29N303) m/z calculado [M+H] "444.2282 e encontrado m/z [M+H] " 444,2297.

Algumas varia¢des, como tempo reacional e quantidade de base, foram estudadas a
fim de melhorar o rendimento desta etapa, contudo, em nenhum caso foi obtido rendimento
superior a 16%.

No entanto, como o composto 25 ¢ o penaltimo composto da rota sintética, faltando
apenas a reducdo da dupla liga¢do o,B- insaturada, pela mesma metodologia ja descrita
anteriormente, para a sintese do hibrido 3 final, este resultado foi considerado satisfatorio para

conclusdo do projeto.

3.2.7 Sintese do 5,6-dimetoxindan-1-ona-4-piperidinil-metil-1-[(4-aminoquinolin-2-il) metil]
(hibrido 3)

Diante dos resultados mostrados anteriormente referentes aos rendimentos das reacoes
de redugdo e aminagdo, optou-se por realizar a reacdo de aminacao diretamente do composto

20 reduzido a fim de obter o hibrido 3 desejado (Esquema 35).
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[Pd(cinnamyl)Cl1] 1 mol%
BippyPhos 4mol%

NH
o) cl NH,OH 0.5M Q 2
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MeG 20 MeO

9% hibrido 3

Esquema 35. Reacdo de aminagdo do composto 20 para obtencao do hibrido 3.

Apesar do rendimento moderado (57%) da reacdo de redugdo, seguido por outro
reduzido de 16% (de acordo com a reacdo anterior para obtencao de 25), o hibrido final foi
sintetizado com 9,0 % de rendimento, embora levemente impuro e em quantidades
insuficientes para anélises e atribui¢des inequivocas por RMN de °C e correlagdes, devido ao
emprego e consumo elevado dos diversos intermedidrios reacionais para padronizacdo das
diversas condi¢Oes reacionais.

Na analise por RMN de 'H do hibrido 3 foi possivel observar o mesmo padrio de
sinais obtidos para o composto clorado 20, havendo um deslocamento quimico para regido de
maior blindagem de todos os hidrogénios quinolinicos, com destaque maior para o H-3
singleto vizinho ao grupamento amino, o qual sofreu um deslocamento de 7,79 ppm do
composto clorado 20 para 7,03 ppm no composto hibrido 3. Os demais sinais da piperidina e
indanona nao sofreram mudangas pronunciadas.

A analise por ESI-MS (C27H31N303) com m/z [M+H]" calculado para 446,2438 e
encontrado m/z [M+H]" 446,2414, também confirma a obtencdo do hibrido 3 (APENDICE
K).

No momento, a rota sintética para sintese de uma maior quantidade de hibrido 3 esté
sendo retomada para que possa ser realizada uma completa atribui¢do dos dados de RMN e

também para os realizagdo dos ensaios bioldgicos.

3.2.8. Sintese de donepezila (1)

Donepezila (1) ¢ um farmaco utilizado como padrdo nos ensaios bioldgicos e, no
momento dos ensaios preliminares, este ndo estava disponivel para aquisi¢do. Por esse
motivo, foi realizada a sintese deste farmaco e também do intermediario olefinico 21 devido a

disponibilidade do precursor N-benzilpiperidina-4-carboxaldeido (26) (Esquema 36).
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Desta forma, a sintese de donepezila consistiu em duas etapas, a primeira com a
condensagdo entre o enolato de indanona 12 ¢ o aldeido 26, seguida de reducdo catalitica da
dupla exociclica para obtencdo do composto 1.

A sintese do intermediario 21 foi realizada seguindo o mesmo método para obtengao
do composto 19, ou seja, foi utilizado etoxido de sddio (em THF) como base para formagao
do enolato de 12. A mistura reacional foi purificada por cromatografia classica em silica flash,
em gradiente diclorometano:acetato de etila, o qual conduziu a um rendimento de 80%. A
estrutura do intermediério 21 foi confirmada por RMN de 'H. Os hidrogénios aromaticos do
anel benzilico foram identificados na faixa de 7,40 a 7,12 ppm, bem como um dos simpletos
do nucleo indanoénico, enquanto o outro simpleto foi observado em regido mais blindada, 6,9
ppm. Os demais hidrogénios foram adequadamente atribuidos, como o dubleto referente ao
hidrogénio da dupla ligacdo em 6,66 ppm, metoxilas em 3,90 ppm e 3,98 ppm, hidrogénios
metilénicos do carbono que une o anel piperidinico ao quinolinico em 3,59 ppm, hidrogénios
metilénicos do nucleo ciclopentanona em 3,54 ppm, bem como os hidrogénios do ntcleo

piperidinico caindo em regido de maior blindagem (2,93 a 1,57 ppm) (Esquema 36).

(@)
EtONa
=
MeO N M@
80%
MeO

Esquema 36. Sintese do intermediario 21, primeiro produto da sintese de donepezila (1).

Na segunda etapa como foi dito, foi realizada a redugdo classica da dupla ligagao
exoxiclica do intermediario 21, para obtencdo do produto desejado donepezila (1) com 86%

de rendimento (Esquema 37).

Pd/C H, 0
DCM, MeOH
50 psi \/@
lh 20min MeO N
6% MeO

donepezila (1)

Esquema 37. Reducdo da dupla exociclica do intermediario 21 para obtencdo de donepezila

).

A purificagdo foi realizada por coluna cromatografica classica em silica flash, em

gradiente diclorometano:acetato. Os dados de RMN 'H confirmam a estrutura de donepezila
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(1), com os mesmos sinais citados acima, mas a auséncia do sinal do hidrogénio da dupla
ligagdo em 6,65 ppm. Em contrapartida, foram identificados os sinais mais blindados em
2,08-1,85 ppm e outro em 1,49 ppm referentes aos hidrogé€nios resultantes da redugdo.
Adicionalmente, foram observados os sinais em 3,23 ppm (dd, J=17,5; 8,1 Hz) e 2,70 ppm
(multipleto) referentes aos hidrogénios metilénicos do anel ciclopentanona, coincidentes com

o sinal do hidrogénio de carbono metinico quiral do mesmo anel.

3.3. ENSAIOS BIOLOGICOS

3.3.1 Ensaio de inibicdo de colinesterases (Ensaio de Ellman)

O método descrito por Ellman ¢ baseado na medida da velocidade de formagao da
tiocolina a partir da hidrélise de acetiltiocolina (substrato andlogo da acetilcolina) pela
acetilcolinesterase. O produto da hidrolise (tiocolina) reage com o acido 5,5-ditiobis [2-
nitrobenzoico] (DTNB, reagente de Ellman), resultando em uma mistura de dissulfeto e um
anion com coloracdao amarela, e absor¢do em 412 nm (ELLMAN et al., 1961) (Esquema 38).

Na presenca de inibidor de acetilcolinesterase, a acetiltiocolina ndo ¢ hidrolisada, ndo
havendo a formagdo de tiocolina, que por sua vez ndo hd formagdo do anion amarelo,

reduzindo o valor da absorbancia.

o

PR + AChE . +
OSHCH,CH,NH(CH3); ——> (CH;COO 1t HSCH,CH,N(CHj;),
Acetiltiocolina Tiocolina
COOH COOH
O,N NO, 9+ COOH o COOH
+ Tiocolina ~—— ~-_N 4
(0] N&
S—S = 0
acido 5,5-ditiobis[2-nitrobenzoico] S S
L anion amarelo h
+
COOH
O,N

S,SCHZCHZNECH3)3

Esquema 38. Hidrdlise da acetiltiocolina e reacao de Ellman.
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Os compostos mostrados na Figura 19 foram submetidos aos ensaios de inibi¢do de
colinesterases, com as enzimas ZAChE e hABuChE, e realizados no grupo da Prof. Ana
Martinez no Instituto de Quimica Médica — CSIC, Madrid, Espanha, durante estagio BEPE da
bolsita (Proc. Fapesp 2014/10414-0). Com relacdo aos compostos 4, 11, 17, 18 ¢ 23,
precursores contendo apenas o grupo quinolil-piperidina, também foram avaliados nos ensaios
de inibicdo para fins comparativos. A disponibilidade do intermediario olefinico (21), usado
na ultima etapa de reducdo para obten¢do de donepezila (1), permitiu a realizagdo dos ensaios
enzimaticos de forma comparativa, uma vez que a maioria dos intermediarios obtidos, 13, 19,

20, e 25, similares ao hibrido 3, apresenta grupo olefinico semelhante a 21.

o Ny N3 Cl

HO =

N N/ N N/ N

17
4 1
(0]
0 cl NH,
B \/@
X
N Pz N pZ
N N Med
e
18 23 #
o cl [e) Cl
o] N3 =
= = | u \
= 2 X
| MeO N \N MeO N
MeO N SN MeG
MeO 19 ©
MeO 13 20
0o NH,
sevee
MeO NSy
MeO
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Figura 19. Compostos submetidos ao ensaio de Ellman.

Os resultados obtidos nos ensaios de inibicdo da ZAChE e ABuChE sao mostrados na
Tabela 5, descritos em porcentagem de inibigdo na concentragdo de 10 umol.L”', bem como

os ICsg calculados em comparag@o com os farmacos de referéncia tacrina e donepezila.
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Tabela 5. Resultados dos ensaios de Ellman por microplaca, realizado para os precursores,
intermediarios e os farmacos de referéncia tacrina e donepezila, em porcentagem de inibigao

na concentracao de 10 umol.L'l, bem como os ICsg, envolvendo as enzimas AChE e BuChE.

% inibicao % inibicao
ICs9 hAChE ICs9 hBuChE
Compostos hAChE hBuChE
(10pM) (nM) (10pM) (nM)
Donepezila (1) 98 0,0057+0,0005 -- 9,14+0,56
Tacrina (2) - 0,23+0,069 -- 0,040+0,002
4 5,1 >10 - -
11 3,6 >10 36 >10
13 84 4,88+0,45 42 >10
17 10 >10 24 >10
18 6,7 >10 - -
19 14 >10 -- >10
20 21 >10 -- 5,99+0,64
21 96 0,13+0,069 24 >10
23 3,6 >10 35 >10
25 -- 0,014+0,009 - 3,69+0,84

De acordo com os resultados mostrados na Tabela S5, podemos observar que os
precursores da rota sintética para preparagdo do hibrido 3, compostos 4, 11, 17, 18 e 23,
apresentam baixa atividade inibitéria em ZAChE e ABuChE, provando que o tamanho e a
funcionalizacdo da molécula sdo fundamentais para a atividade bioldgica.

Por outro lado, alguns compostos, produtos da condensagdo entre a 5,6-dimetdxi-
indanona (12) com alguns destes precursores, apresentaram atividade anticolinesterase
bastante interessante. Por exemplo, o derivado amino 25 foi o mais potente de toda a série,
com inibi¢do bastante expressiva da AChE e ICsy na ordem nanomolar, 0,014 ;,Lmol.L'l, além
do correspondente azido 13 com ICsy de 4,88 umol.L']. Adicionalmente, o composto amino
25 também foi um inibidor moderado de BuChE (ICsy 3,69 pmo.L™). Em termos
comparativos, os compostos 13 e 25 apresentam os grupos 5,6-dimetoxi indanona, anel
quinolinico, /inker piperidina e a dupla ligacdo oriunda da condensacao tipo aldol. O que os

diferenciam ¢ apenas o substituinte na posi¢cao 4 do anel de quinolina, em 13 o grupo azido e
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em 25 o grupo amino, sugerindo que o grupo amino seja responsavel por interacdes adicionais
na AChE de forma a aumentar sua afinidade e, consequentemente, sua atividade inibitoria.

O composto 21, precursor de donepezila, exibiu um ICsy de 0,13 pmol.L™, 23 vezes
menos ativo do que donepezila (0,0057 pmol.L™"), o que demonstra que a reducio da dupla
ligacdo aumenta a atividade, provavelmente por aumentar a flexibilidade da molécula e
facilitar as interacdes entre ligante e proteina. Assim, € possivel inferir que o hibrido 3, obtido
pela redugdo do composto 25, poderd apresentar atividade inibitéria ainda mais pronunciada
que seu precursor.

Vale ressaltar que o composto clorado 20 também apresentou atividade anti-BuChE,

com ICs0 5,99 umol.L'l.

3.3.2 Ensaio de competitivade AChE e BuChE - Mecanismo de agdo

Muitas enzimas obedecem a cinética de Michaeles-Menten, para a qual:

_ Vmax [S]
V= km + [S]

Pode ser reescrita na forma de Lineweaver-Burk como:

Vmax [S]

1 (Km 1) 1
v Vmax

Esta forma de descrever a equa¢do de Michaeles-Menten enfatiza a relagdo linear de
1/[S] com 1/v. Com rela¢do ao mecanismo de acdo, quatro tipos de inibi¢gdes podem ocorrer, a
inibicdo competitiva, ndo competitiva, incompetitiva e inibigao mista.

De acordo com os graficos de Lineweaver-Burk, inibidores competitivos possuem a
mesma interceptagdo em y, mas hé diferentes inclinac¢des e interceptacdes em x. Uma vez que
o substrato estd ligado na enzima, o inibidor ndo influencia a velocidade que a enzima
transforma o substrato em produtos. O que significa que o inibidor competitivo afeta a ligagao
do substrato (Km), mas ndo a velocidade da reacao.

Na inibicdo ndo competitiva ha curvas com a mesma intercep¢do em x (Km nao ¢
afetado), mas diferentes inclinacdes e interceptacdes em y. Esse tipo de inibidor ndo tem
influéncia na interagdo do substrato com o sitio ativo e nao afeta Km, entretanto, tem uma

profunda influencia inibitéria na velocidade da reacao.
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Inibi¢do incompetitiva causa diferentes intercep¢des em ambos os eixos y € x (as
curvas com inibidor s3o paralelas a curva sem inibidor). Essa inibi¢do reduz o Vmax e Km ao
mesmo tempo € na mesma proporcao.

Inibidores mistos causam intersec¢des acima ou abaixo do eixo x. O inibidor misto ¢
aquele que interfere com a ligagdo no sitio ativo enzimatico e reduz a velocidade de
transformagdo do substrato pela enzima. Este mecanismo pode ser observado quando o
inibidor interage com a enzima em regido distante do sitio ativo, podendo interferir com a
ligacdo do substrato e a catélise. Esse tipo de inibidor reduz Vmax e aumenta Km (COX &
NELSON, 2013).

Assim para avaliar o mecanismo de a¢do dos compostos em acetilcolinesterase ou
butirilcolinesterase, os experimentos foram realizados utilizando uma combinagdo de quatro
concentragdes de substratos e trés concentragdes de inibidores. Uma curva Lineweaver-Burk
dos dados foi construida, na qual cada ponto representa a média de trés experimentos

diferentes (Grafico 1).
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Grifico 1. Ensaios de competitividade do composto 13 em ZAChE (A), do composto 21 em
hAChE (B), do composto 25 em #AChE (C) e do composto 20 em ~BuChE (D).

Apos andlise dos dados mostrados no Grafico 1, ¢ possivel verificar que os derivados
azido 13 e o precursor do donepezila 21 apresentam modo de inibigdo de AChE misto, ou
seja, podem estar interagindo no sitio ativo e periférico, como um inibidor dual binding site,
como proposto nos estudos de Modelagem Molecular. O composto clorado 20, também atuou
como inibidor misto em BuChE, podendo estar atuando em um possivel sitio alostérico, e os
ensaios envolvendo AChE nao foram realizados devido a baixa atividade em relacdao a esta
enzima.

Diferentemente dos resultados anteriores, o composto amino 25 mostra uma curva de
inibi¢do junto a AChE ndo competitiva, tendendo a misto. Neste caso, 0 composto pode estar
interagindo apenas com o sitio periférico ou em sitio diferente do substrato natural. Estudos
mais aprofundados de modelagem molecular e de ressonancia magnética nuclear (STD-NMR)

e trNOESY estdo sendo realizados a fim de estudar tal possibilidade.

3.3.3 Estudos de relacio estrutura x atividade de hibridos tacrina-donepezila e o composto

25

A hibridacdo ¢ uma estratégia de modificagdo molecular explorada no
desenvolvimento de fadrmacos ao realizar a combinag¢do entre grupos farmacoforicos de
diferentes moléculas bioativas, com a finalidade de obter compostos hibridos com maior
afinidade, eficicia e menos efeitos colaterais, quando comparados aos farmacos de origem.

Na Tabela 6 sao mostrados os dados de ICsp em AChE e BuChE de alguns hibridos tacrina-
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donepezila descritos na literatura bem como o composto 25 que apresentou maior atividade

anticolinesterasica, além do composto 21.

Tabela 6. Resultados de ICsyp para AChE e BuChE dos hibridos do tipo tacrina-donepezila
descritos na literatura (V-VII, XII e XIII), donepezila (1), tacrina (2) e dos compostos 21 e

25.
ICS() AChE IC50 BuChE
Entrada Compostos Referéncia
M M
0
L Present
1 Meom 0,0057+0,0005 9,14+0,56 resenie
trabalho
MeO donepezil (1)
NH,
Presente
2 OO‘ 0,23+0,069 0,040+0,002
trabalho
tacrina (2)
0
~ Q Presente
13+ >1
3 Meom 0,13+0,069 0 trabalho
MeO 21
Cl
H | H /=
N N N Al
4 YT 0,0028 0,075 onso et

(0]
N al., 2005
16} v

0 Y

H 7 N Alonso et
N N N 0,0024 0,090

> ©f<‘< YT )= ’ ’ al., 2005

b P,

VI

Cl

HN N 27+ + 4
v ) 4, N\ / 0,00027+ 0,00003 0,0663+0,0040 al., 2010

Camps et

MeO
OMe i
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H (@]
7 N'\NJLE«OVQ 0010200011 0012400013 o ctal.
d N ’ ’ ’ : 2004
X1

e

XIIT

(@] NH,
L0
9 MeO NSy 0,014+0,009 3,69+0,84 Presente
trabalho
MeO 25

*Dados de porcentagem de inibi¢do de agregacdo de peptideo AP induzido pela AChE: 46,1+9,0.

Korabecny

+ +
0,00277+0,00034  0,00225 +0,0040 et al. 2014

Como podem ser observados esses compostos conservam a unidade indanona (VII e
25), ou seu bioisostero ftalimida (V e VI), ou o grupo benzilpiperidina/benzilpiperazina
(XII/XIII), relacionada a donepezila, e também, o ntcleo de acridina da tacrina (V,VI, VII,
XII e XIII). Por outro lado, o composto 25 apresenta a unidade de acridina simplificada, a
quinolina, e o sistema piperidinil-indanona. Todos demonstraram maior atividade inibitéria
para AChE do que para a BuChE.

Os compostos XII e XIII (entradas 7 e 8) possuem a mesma unidade de acridina, mas
com diferentes grupos espagantes, em XII ha o grupamento amida ligado ao esqueleto de
piperidina e em XIII N-alquil piperazinico, sendo as distancias entre as extremidades do
nucleo acridina e o anel fenil de 10 e 12 atomos, respectivamente. Neste caso, 0 composto
XIII foi mais potente, com maior atividade inibitoria sobre AChE (0,00277 uM),
considerando que ainda possui adicionalmene uma fun¢do metoxila no nucleo de acridina.

A manuten¢ao do nucleo de acridina ¢ a unidade indanona (VII), ou seu bioisostero
ftalimida (V e VI), conduziu a moléculas altamente potentes, embora a atividade anti-AChE
tenha sido 10 vezes maior no derivado contendo o nucleo indanénico VII (0,00027 uM), o
qual apresenta grupo espagante contendo anel piperidinico com 9 4tomos de distancia entre os
nuceos da extremidade da molécula, enquanto os compostos V e VI apresentam 11 e 10
atomos, contendo espagante relacionado a cadeia diaminoalquilica e aminoalquilica,

respectivamente.
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O hibrido 25 com maior inibi¢ao contra AChE (0,014 uM), sintetizado nesse trabalho,
apresenta grupo espacgante com o mesmo nucleo piperidinico de donepezila (1) e compostos
VII e XII e possui distdncia de 6 atomos entre os dois principais nucleos da extremidade,
quinolina e indanona, como observado no farmaco 1 (fenil e indanona). Estes dados mostram
que os hibridos com espacantes mais longos (9 a 12 atomos) que preservam o nucleo acridina
(V-VII, XII e XIII) s3o mais ativos do que o produto 25. No entanto, a comparagao do
hibrido 25 com 21, relacionado ao farmaco donepezila, o qual também apresenta dupla
ligacdo exociclica e espagante piperidinico de mesmo comprimento (6 4&tomos), mostra que a
unidade quinolinica do produto 25 ¢ mais vantajosa do que o esqueleto benzilpiperidina 21
(0,130 uM), pois o produto 25 foi 10 vezes mais potente contra AChE do que 21. Como
mencionado anteriormente, o farmaco 1 (0,0057 uM) foi 23 vezes mais ativo que seu
precursor rigido olefinico, composto 21 nos ensaios envolvendo AChE, além do intermediario
clorado-quinolinico 20 (ICsp 5,99 uM) mais potente que seu precursor clorado-quinolinico
olefinico 19 (ICsyp > 10 uM) nos ensaios com #BuChE. Por esta razdo, pode ser inferido que a
menor atividade mostrada pelo intermediario 25, em relacdo aos hibridos ja descritos e
donepezila, pode estar relacionada com a rigidez imposta pelo espagante contendo a dupla
ligagdo e, ndo necessariamente ao seu comprimento e presen¢a do grupo quinolina. Portanto,
o hibrido 3 final, resultante da reduc¢do da fun¢do olefina de 25 com grupo espagante mais
flexivel, devera promover maior interacdo com AChE, podendo apresentar atividade similar
ou superior aos hibridos descritos. Em adi¢do, a presenga da unidade quinolina também

demonstrou atividade anti-butirilcolinesterase (3,69 uM).
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3.3.4 Testes in vitro de permegao- Parallel artificial membrane permeability assay

3.3.4.1 Teste in vitro de permeacgdo para o sistema nervoso central (SNC)- Parallel artificial
membrane permeability assay-blood brain barrier (PAMPA-BBB)

Nos estagios iniciais de descoberta de farmacos, a avaliagdo de ADME (absorgao,
distribuicao, metabolismo, excre¢ao) sdo propriedades de crucial importancia para evitar
futuros problemas no desenvolvimento dos mesmos.

Um dos maiores obstaculos para o tratamento das doencas do sistema nervoso central
(SNC) ¢ a penetragcao de farmacos pela barreira hematoencefalica (BHE) em concentragdes
terapéuticas. A BHE ¢ uma interface complexa entre o SNC, a qual controla rigorosamente as
trocas de substancias entre o sangue ¢ o cérebro (CARDOSO et al., 2010). Esta barreira ¢
composta por células endoteliais com juncdes oclusivas que protegem o cérebro de
xenobidticos (VAN ASPEREN et al., 1997). A maior parte dos farmacos entra no cérebro por
difusdo transcelular passiva, devido a forte adesdao entre as células e limitadas vias de
transporte.

Para verificar a capacidade de varios compostos de penetrar no SNC, foi realizado o
método PAMPA-BBB descrito por Di e colaboradores (2003), o qual emprega uma
membrana lipidica de cérebro de porco. A membrana lipidica de cérebro de porco (Avanti
Polar Lipids, Inc.) € composta por fosfatidiletanolamina (33,1 % peso), fosfatidilserina (18,5
% peso), fosfatidilcolina (12,6 % peso), acido fosfatidico (0,8 % peso), fosfatidilinositol (4,1
% peso), outros (cerebrosideos, sulfatos, pigmentos) (30,9 % peso).

Tecidos do cérebro humano e de porco apresentam contetdos similares de lipidios e
4gua, confirmados nos espectros de Raman e massas (KOHLER et al., 2009). A complexidade
da composi¢do lipidica endotelial, a variagdo entre espécies, idade e outros fatores, tornam
dificil a mimetizagdo exata da BHE. A membrana lipidica de cérebro de porco, apesar de ndo
relacionada a uma bicamada lipidica, mantém parte dos componentes fosfolipidicos em
proporcdes aproximadas como in vivo. Desta forma, o ensaio de PAMPA ¢ um teste
reprodutivel, util, e fornece predi¢cdes confidveis de permeabilidade (Pe), apesar de nao
mimetizar completamente as células endoteliais cerebrais (DI et al., 2003).

O método foi realizado em placas de 96 pogos, envolvendo placa aceptora e doadora.
A placa doadora apresenta uma membrana filtrante como material de suporte, a qual foi
revestida com solugdo lipidica e, sobre esta camada, o poco foi preenchido com a solucao do
composto teste. A placa aceptora foi preenchida com tampao/etanol 70:30. A placa doadora

foi colocada sobre a placa aceptora como um “sanduiche” (consistindo na solu¢do com
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compostos teste na parte superior, a membrana lipidica ao meio, e a solugdo aceptora na parte
inferior) (Figura 20).

O experimento foi conduzido para que as moléculas teste difundissem ou nao da placa
doadora através da camada lipidica até a placa aceptora. As concentragdes das amostras na
placa doadora (antes) e na placa aceptora (ap6s) foram medidas em um equipamento com

deteccao ultravioleta.

Donor filtrate plate compound

lipid «— TOOOOO0D FEENEEEE
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Aceptor plate

Donor well
Test compound
(PBS/EtOH) 70:30

Lipid solution in dodecane

l Filter membrane Acceptor plate
(PBS/EtOH) 70:30

Figura 20. PAMPA-BBB teste mostrando as placas doadora e aceptora como um
“sanduiche”.

Assim, para predizer a permeabilidade passiva dos derivados ativos 13, 20, 21, e 25
(Figura 21) pela barreira hematoencefilica (BHE) foi realizado o ensaio de PAMPA-BBB, e

os resultados sdo mostrados na tabela 7.
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Figura 21. Hibridos donepezila-tacrina 13, 20, 21 e 25.
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Um ensaio de validagdo foi realizado, comparando os valores de permeabilidades de
farmacos comerciais com os dados experimentais obtidos para padroniza¢ao adequada do
método. Uma boa correlagao entre os valores experimentais e descritos de permeabilidade foi
obtida Pe (exptl)=1,2128 (lit) — 0,8493 (R*= 0,9496) (Grifico 2).

25 ~

y=1,2128x - 0,8493
R%?=0,9496

20 -

15 -

Experimental Pe (10¢ cm s1)

0 i T 1
0 5 10 15 20
literatura Pe (10¢ cm s1)

Grafico 2. Correlacdo linear entre os dados experimentais e os descritos na literatura de
farmacos comerciais utilizando o ensaio PAMPA-BBB.

A partir desta equagdo, e seguindo os padroes estabelecidos na literatura para predicao
de permeacdo em BHE (CRIVORI et al., 2000), foi possivel classificar os compostos como
CNS+, quando apresentavam uma permeabilidade > 4,0 x 10°® cm s'. Baseado nesses
resultados € possivel considerar que os compostos 13, 20, 21 e donepezila sdo capazes de
atravessar a BHE por permeacao passiva (Tabela 7).

Um ensaio em separado foi realizado para o composto 25, ja que o mesmo foi obtido
posteriormente, ¢ como para cada ensaio existe uma equagdo e R”, a seguinte equacio foi
obtida para o composto 25: y =1,2156x -0,8366 (R*=0,9679). Portanto, a permeabilidade de
25 foi de 1,335 x 10° cm s™, sendo classificado em CNS- uma vez que ndo foi capaz de
atravessar a BHE por permeagdo passiva e sua permeabilidade ndo foi superior a 4,02 x 107
cms’ para ser considerado CNS+ (Tabela 7).

E importante destacar que a membrana artificial do teste PAMPA-BBB ¢ uma camada
fisico-quimica e nao reproduz todas as situacdes que ocorrem in vivo. Os compostos que sao
transportados ativamente podem ser classificados erroneamente, por exemplo, o falso
negativo obtido para cafeina, conhecida por atravessar a BHE por transporte passivo e ativo.
PAMPA-BBB subestima a permeabilidade in vivo da cafeina, devido ao mecanismo de
influxo ativo, no entanto, para difusdo passiva, o ensaio prediz a permeabilidade

adequadamente.
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Tabela 7. Permeabilidade (Pe 10° cm s') no ensaio PAMPA-BBB de 10 farmacos
comerciais (utilizados na validacdo do experimento) e dos hibridos 13, 20, 21 e 25 com sua

predi¢do de permeagdo pelo SNC*.

Compostos Literatura® Pe (10'6 cm s 1)c Predicao
Atenolol 0,8 0,4+0,1 °CNS -
Cafeina 1,3 1,040,4 °CNS -

Desipramina 12,0 15,840,4 °CNS +

Enoxacino 0,9 0,1+0,2 °CNS -

Hydrocortisona 1,9 0,310,6 °CNS -

Ofloxacina 0,8 0,8+0,6 °CNS -

Piroxicam 2,5 0,2+0,4 PCNS +/-

Promazina 8,8 13,740,8 PCNS +

Testosterona 17,0 18,8+6,89 PCNS +

Verapamil 16,0 16,3+5,0 °CNS +

13 7,310,1 CNS +
20 5,6%1,1 CNS +
21 18,8+0,7 CNS +
25 "1,30,23 CNS -
Donepezila 19,2146 CNS +

"PBS:EtOH (70:30) foi utilizado como solvente. ° DI et al., 2003. “Dados sio as
médias + SD de 2 experimentos independentes. *y =1,2156x -0,8366 (R*=0,9679).

A glicoproteina P (Pgp) de efluxo in vivo impede a penetragdo pela BHE, pois a
mesma bombeia moléculas para fora do cérebro. Alguns compostos sdo substratos para Pgp
ou sdao metabolizados rapidamente no sangue antes alcancar a BHE. Os resultados para os
compostos que ndo sdo capazes de atravessar a BHE pelo método PAMPA sdo provavelmente

afetados pelo transporte ativo (DI et al., 2003).

3.3.4.2 PAMPA- Oral ensaio de predicio de absorgdo intestinal

Para validar o teste de predi¢do de absorcdo intestinal, o estudo correlacionou o

experimento de PAMPA-BBB estabelecido no laboratorio (CIB-CSIC), experimentos da
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literatura (ZHU et al., 2002) e também a fracdo absorvida pela membrana intestinal (Fa) de
farmacos comerciais conhecidos.

A membrana intestinal apresenta distintas vias de permeagdo, passiva por via
transcelular, passiva paracelular pelas jungdes oclusivas, transporte ativo auxiliada por
transportadores, bem como o efluxo induzido pela Pgp. Assim, a correlacdo entre a
permeabilidade pela membrana intestinal e artificial pode ndo ser completa. Entretanto, como
a grande maioria dos farmacos sdo absorvidos passivamente (ou parcialmente passivo) por
transporte transcelular, ¢ possivel obter determinadas predi¢des nestes testes in vitro. Alguns
experimentos sugerem que o transporte passivo transcelular seja um mecanismo essencial na
absor¢do da maioria dos farmacos, assim, validar a permeabilidade por uma membrana
artificial ¢ um modelo simples e efetivo para esse tipo de predi¢ao (ZHU et al., 2002).

O ensaio foi realizado praticamente da mesma forma que o PAMPA-BBB (Figura
20), também com placas de 96 pocos, a placa doadora com membrana filtrante e placa
aceptora. As principais diferencas estdo relacionadas ao tipo de lipidio e gradiente de pH,
mimetizando o ambiente intestinal.

Dois tipos de lipidios foram testados (lecitina de ovo e soja), embora grandes
variagcdes na composicdo dos fosfolipidios em membranas de mamiferos sao conhecidas, a
lecitina de ovo mimetiza adequadamente a composi¢do das membranas de mamiferos
(KANSY et al., 1998). A lecitina de ovo contém fosfatidilcolina (PC) e fosfatidietanolamina
(PE), com PC como componente majoritario e a concentracao de acidos graxos insaturados ¢
muito maior na lecitina de soja do que na lecitina de ovo. Por outro lado, a lecitina de soja
consiste em trés tipos de fosfolipidios (PL): PC, PE e fosfotidilinositol (PI), com quantidades
similares de PL (ZHANG et al., 2006).

Assim, para realizar o teste, diferentes tentativas foram realizadas com distintas
membranas artificias e concentragdes (L-a-fosfatidilcolina de gema de ovo e de soja, 2-3%
(w/v), 4-6 uL), variando pH dos compartimentos (6,5 ou 7,4 em ambos compartimentos, ou
utilizando um gradiente de pH de 6,5 da placa doadora para 7,4 na aceptora) e tempo de
incubacdo (2, 4, 6, 8, 16 horas). Estes estudos foram necessarios para selecionar as melhores
condicdes experimentais em termos de alto coeficiente de correlacdo com os valores descritos
na literatura (ZHU et al., 2002) e os compostos referéncia. O conjunto de firmacos comerciais
selecionados incluiram substancias com alta fragdo de absor¢ao humana (Fa) (Fa > 70%;
carbamazepina, cumarina, diclofenaco, hidrocortisona, verapamil), absor¢des intermedidrias
(Fa 30-70%; atenolol) e de baixa absorcao ((Fa < 30%; aciclovir, ceftriaxona, norfloxacina,

ranitidina, sulfasalazina) (AMIDON et al., 1988).
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A melhor correlacdo entre valores experimentais e descritos foi obtido [Pe (exptl)=
0,9908 (lit) — 0,0149 (R*= 0,9018)] e Fa% = (1-"*"®):100 a = 10,75-10° (Graficos 3 e 4),
com a membrana de L-a-fosfatidilcolina de gema de ovo (2% w/v, 5 uL), em pH 6,5 ¢ 7.4,

respectivamente, do compartimento doador para a placa aceptora, em tempo de incubagao de
8 horas.

25 1 y=0,9908x - 0,0149
20 - R%2=0,9018

*

10

Pe (experimental)

15
Pe (literatura)

20 25

Grafico 3. Correlagdo linear entre a permeabilidade experimental e descrita para farmacos
comerciais utilizando o ensaio PAMPA.

Fa% = (1-e>P¢))-100
a=10,75-10°
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Grafico 4. Correlagao entre a Permeabilidade (Pe) experimental e a fracdo absorbida (Fa)%.

As permeabilidades in vitro (Pe) e fracdo absorbida (Fa) dos fairmacos pela membrana

lipidica, juntamente com os compostos testes, foram determinadas e descritas na Tabela 8.
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Tabela 8. Permeabilidade (Pe 10° cm s') no ensaio PAMPA e fracio absorvida de 11

farmacos comercias e os compostos 25, 21 e donepezila (1).

Compostos Pe (Lit.)* Pe (exp.)” Fa (%)° Fa (%) Classificaciio”
(10°cmy/s) (10%cm/s) Lit. Exp.
Aciclovir 0 0,2+0,35 21 19 baixa
Atenolol 0 0.1+02 5 10 medlg
(exp. baixa)
Carbamazepina 11,3 10,0+ 2,1 100 100 alta
Ceftriaxona 0 0,2+0,1 1 19 baixa
Cumarina 22,1 19,5+ 5,1 100 100 alta
Diclofenaco 12,5 18,6 +1,1 100 100 alta
Hidrocortisona 34 0.3+0.1 01 )3 alta'
(exp. baixa)
Norfloxacina 0,9 02+0,3 35 19 baixa
Ranitidina 0.5 02+03 55 19 medlait
(exp. baixa)
Sulfasalazina baixa
0,1 1,1+1,2 12 69 (exp. Média)
Verapamil 7,4 72+1,8 98 100 alta
25 0,7+0,7 53 média
21% 3,5+1,0 97 alta
Donepezila (1)* 7,5+1,9 100 alta

Dados sdo a média + SD de dois experimentos independentes; "AMIDON et al.,1988; “ZHU et al.,
2002; *Dias diferentes de experimento [Pe (exptl)=0,8724 (lit) — 0,4610 (R*= 0,9616)], Fa correlagio
Fa% = (1-"*"9)-100 a =9,75-10°.

Lit.= literatura; Exp.= Experimental.

Seguindo os padrdes estabelecidos na literatura para predicdo de absorcdo oral
(AMIDON et al., 1988), e baseados nos resultados obtidos, os compostos 21 e donepezila (1)

apresentaram alta absorcao por permeacao passiva através da membrana intestinal, enquanto o

composto 25 apresentou absor¢ao média.
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4. MATERIAL

4.1 APARELHAGEM ANALITICA

e Espectrometros Bruker Advance DPX-300, DRX-400 e DRX-500 da Universidade de Sao
Paulo foram empregados na obtencdo de espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de
Hidrogénio (RMN de 'H) e Carbono (RMN de "°C). Os deslocamentos quimicos (8) estdo
descritos em parte por milhdo (ppm) em relagdo ao tetrametilsilano (TMS) e o numero de
hidrogénios deduzidos da integral relativa.

e Os espectros de massas foram obtidos em aparelho Bruker Daltonics ULTRO-Q-TOF,
empregando ionizagdo por electrospray (ESI) e analisadores de quadrupolo (Q) e tempo de
vod (TOF).

e Espectrometro de Infravermelho IVFT Nicollet Modelo protege 460.

¢ Cromatografo Shimadzu SCL-10AVP e o software Class-VP 5.0.

4.2 APARELHAGEM LABORATORIAL

e Agitador magnético: IKA RCT Basic e Corning PC-320

e Balangas: Mettler PE 400/ Sartorius BP 121S

e Bomba de alto vacuo: Precision Model D 150

e Cromatografo Biotage HorizonTM

e Evaporador rotatério: Biichi RE-121

e Evaporador rotatério com controlador de vacuo: Biichi R-215
e Luz ultravioleta: Spectroline CM-10

e Reator para irradiagio de microondas CEM® Discover

4.3 SOLVENTES, REAGENTES E OUTROS MATERIAIS

e Os solventes e reagentes comerciais, quando necessario, foram convenientemente
purificados, conforme métodos padronizados na literatura (PERRIN, 1980).

e As cromatografias em camada delgada (CCD) foram realizadas utilizando placas de silica-
gel 60 GF254 da MERCK®, as cromatografias em coluna (CC) foram realizadas
utilizando silica comum gel 60 (20-63 pum) da MERCK® e as cromatografias flash
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automatizada foram realizadas em aparelho Biotage HorizonTM, utilizando coluna
compactada com silica flash 60 (40-63 pum).

e Coluna analitica de fase reversa C18 CLC-ODS (M) (150 mm x 4.6 mm) e coluna semi-
preparativa de fase reversa Phenomenex Luna C18 (250 x 10 mm) foram utilizadas durante

a andlise e purificacao por CLAE.

5. METODOS

5.1 SINTESE
2-metil-4-cloro quinolina (6)

(ENGEN et al., 2010)

©\)i
/
N

6

Em um baldo de 2 bocas de fundo redondo foram adicionados acido o-aminobenzoéico (5)
(0,0505 g; 0,365 mmol) e acetona (0,134 ml; 1,82 mmol). A solucdo permaneceu sob agitagao
por 5 minutos a temperatura ambiente para completa dissolu¢do do solido. A essa mistura foi
adicionado POCI; (12 ml) gota a gota e a solugdo resultante foi mantida sob refluxo durante 1
hora. Apds este periodo, a mistura reacional foi vertida em um becker contendo gelo, e
basificada at¢ pH 14 com solu¢do aquosa de NaOH (5 mol/L). Posteriormente, a solucao
resultante foi extraida com diclorometano (3 x 50 ml), a fase organica lavada com solugao
saturada de NaCl, secada em Na,SO4 e concentrado em evaporador rotatorio. O produto bruto
(s6lido marrom) foi obtido com alto grau de pureza, sendo utilizado na etapa seguinte sem

purificacdo. Rendimento: 41,2 % (0,0266 g) Rf= 0,46 (tolueno:acetato de etila 7:3 (v/v)).

RMN 'H (400 MHz, CDCls) de 6: &: 8,10 (1H, dd, J = 8,4; 1,0 Hz, H-9), 7,96 (1H, d, /= 8,4
Hz, H-6), 7,66 (1H, ddd, J = 8,4; 7,0; 1,4 Hz, H-8), 7,51 (1H, ddd, 8,4; 7,0; 1,0 Hz, H-7), 7,33
(1H, s, H-3), 2,65 (3H, s, H-11).

RMN "°C (400 MHz, CDCl3) de 6: &: 25,2 (C11); 122,0 (C3); 123,9 (C9); 124,7 (C4); 126,7
(C7); 128,9 (C8); 130,4 (C6); 142,6 (C5); 148,7(C10); 158,9 (C2).

HRMS (ESI): C;oHsCIN m/z [M+H] " calculado 178,0418, encontrado m/z [M+H] " 178,0418.
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2-metil-4-azido quinolina (7)

(KAMIYA et al., 1979)

N;
N
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N
7

Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 2-metil-4-cloroquinolina (6) (0,40 g; 2,2
mmol), azida de s6dio (0,83 g; 4,51 mmol), 8 mL de 4gua, e 8 mL de alcool etilico absoluto e
a solucdo resultante foi mantida sob refluxo por 2 horas. Em seguida, a solucao resultante foi
extraida com diclorometano (3 x 50 ml), a fase organica lavada com soluc¢do saturada de
NaCl, secada em Na,SO4 e concentrado em evaporador rotativo. O produto bruto (sélido
amarelo) foi obtido com alto grau de pureza, sendo utilizado na etapa seguinte sem

purificacdo. Rendimento: 90 % (0,373 g), Rf: 0,28 (tolueno:acetato de etila 7:3 (v/v)).

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) de 7: 8: 7,99 (2H, td, J = 8,3, 1,3 Hz, H-6 ¢ H-9), 7,71 (1H, ddd,
J =84, 69, 1,5 Hz, H-8), 7,47 (1H, ddd, J = 8,2; 6,9; 1,2 Hz, H-7), 7,03 (1H s, H-3), 2,74
(3H, s, H-11).

RMN "C (400 MHz, CDCl3) de 7: 8: 25,5 (C11); 109,2 (C3); 120,0 (C4); 122,1 (C9); 125,7
(C7); 128,4 (C8); 130,5 (C6); 146,2 (C5); 148,8 (C10); 159,1 (C2).

HRMS (ESI) CoHgNy : m/z [M+H]" calculado 185,0822, encontrado m/z [M+H - N,] *
157,0762.

IV: banda caracteristica de azido em 2127 cm’".
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4-azido-2-quinolinacarboxaldeido (8)

(TAGAWA et al., 2003)

Em um baldo de fundo redondo foi adicionado SeO, (0,0693 g; 0,6250 mmol) em 0,55 mL de
dioxano, e gota a gota uma solu¢do aquosa (70%) de hidroperoxido de terc-butila (TBHP) no
volume de 26 pL. A mistura reacional permaneceu sob agitagdao por 30 minutos a temperatura
ambiente. Apos esse periodo foi adicionado o composto 7 (0,050 g; 0,2717 mmol) e a mistura
resultante foi mantida em refluxo por 1 hora. Em seguida o sélido foi filtrado em funil
sinterizado em celite, lavado com dicloromentano, e particionado com solucao saturada de
NaCl, secado em Na,SO, e concentrado em evaporador rotativo. O residuo foi purificado por

cromatografia em coluna de silica, eluindo com hexano: acetato de etila (8:2 v/v). Rendimento

8% (0,005 g).

RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de 8 : &: 10,19 (1H, s, H-11), 8,22 (1H, ddd, J = 8,5; 1,7; 0,5 Hz,
H-6), 8,14 (1H, ddd, J = 8,4; 1,8; 0,5 Hz, H-9), 7,86 (1H, ddd, J = 8,4; 6,9; 1,4 Hz, H-8), 7,79
(1H, s, H-3), 7,69 (1H, ddd, J = 8,3; 6,9; 1,2 Hz, H-7).

RMN "*C (400 MHz, CDCls) de 8: &: 104,7 (C3), 122,6 (C9), 123,0 (C4), 129,1 (C7), 130,2
(C8), 131,4 (C6), 147,9 (C5), 148,8 (C10), 152,8 (C2), 193,2 (C11).

HRMS (ESI): C;oH¢N4O m/z [M+H]" calculado 199,0614 encontrados m/z [M+H - N] *
185,0693 ¢ [M+H - N,] " 171,0538,

IV: banda caracteristica de azido em: 2122, e carbonila em 1701 cm™,
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4-cloro-2-quinolinacarboxaldeido (16)

(TAGAWA et al., 2003)

16
Em um baldo de fundo redondo foi adicionado SeO, (1,44 g; 13,0 mmol) em 11,2 mL de
dioxano e 540 pL de hidroperoxido de terc-butila (TBHP) 70% solucdo aquosa, gota a gota.
A mistura reacional permaneceu sob agitacdo por 30 minutos a temperatura ambiente. Apos
esse periodo foi adicionado o composto 6 (1,0 g; 5,65 mmol) e a mistura resultante foi
mantida em refluxo por 1 hora. Em seguida o s6lido foi filtrado em funil sinterizado em celite,
lavado com dicloromentano, e particionado com solu¢ao saturada de NaCl, secada em Na;SOy4
e concentrado em evaporador rotativo. O residuo foi purificado por cromatografia flash
automatizada (Biotage®), eluindo com hexano: acetato de etila (8:2 v/v). Rendimento: 63%

(0,6767 g).

RMN 'H (400 MHz, CDCl5) de 16: &: 10,18 (1H, s, H-11), 8,31 (1H, dd, J= 8,4; 1,4 Hz, H-9),
8,27 (1H, dd, J= 8,3; 0,8 Hz, H-6), 8,09 (1H, s, H-3), 7,89 (1H, ddd, J= 8,4; 6,9; 1,4 Hz, H-8),
7,80 (1H, ddd, J=8,31; 7,0; 1,3 Hz, H-7).

RMN "*C (400 MHz, CDCl3) de 16: 8: 117,6 (C3), 124,4 (C9), 128,0 (C4), 130,2 (C7), 130,8
(C8), 131,3 (C6), 144,2 (C5), 148,6 (C10), 152,3 (C2), 192,6 (C11).

HRMS (ESI): C;oH¢CINO m/z [M+H]" calculado 192,0211, encontrado m/z [M+H]"
192,0211.
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4-hidroxi-metilpiperidina (10)
(BOYER et al., 2008)

OH

¥
H
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Em um baldo de fundo redondo foi adicionado, sob atmosfera de argonio, LiAlH4 (0,307 g;
8,0 mmol) em THF anidro (22,0 mL). A mistura foi resfriada com banho de gelo (0 °C) ¢ em
seguida, foi adicionado vagarosamente isonepecotato de etila (9) (1,0 mL; 1,0 g; 6,3 mmol)
em THF anidro (7,0 mL). A mistura permaneceu sob agitagdo nesta temperatura por 30
minutos. Em seguida a temperatura foi elevada até temperatura ambiente ¢ mantida sob
agitacdo por 48 horas. Apods esse periodo foram adicionados 1,0 mL de solu¢do aquosa de
NaOH (1,0 mol/L), 1,0 mL de 4gua e éter dietilico (60 ml) permanecendo sob agitagdo por
mais 30 minutos. A mistura reacional foi filtrada em funil sinterizado com Celite®, lavado
com éter dietilico e concentrado em evaporador rotativo. O residuo foi purificado em
cromatografia em coluna, eluindo com cloroférmio: metanol (9:1 (v/v)). Rendimento: 90%

(0,652 g).

RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de 10: &: 3,47 (2H, d, J = 6,4 Hz, H-7), 3,11 (2H, dt, J = 11,9,
3,0 Hz, H-2eq, H-6eq), 2,61 (2H, dt, J = 12.3, 2.6 Hz, H-2ax, H-6ax), 2,24 (br s, 2H,
NH/OH), 1,74 (2H, d, J = 13,6 Hz, H-5eq, H-3 eq), 1,68 — 1,56 (1H, m, H-4), 1,16 (2H, dq, J
=12,1; 4,1 Hz, H-5ax, H-3ax).

RMN "C (400 MHz, CDCl3) de 10: 3: 29,7 (C3 e C5); 38,9 (C4); 46,2 (C2 e C6); 68,0 (C7).
HRMS (ESI): C¢H,3NO m/z [M+H] " calculado 116,1070, encontrado m/z [M+H] " 116,1065.
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4-piperidinilmetanol-1-[(4-cloroquinolin-2-il)metil] (17)
(ABDEL-MAGID et al., 1990)

17
Em um baldo de duas bocas foram adicionados 4-hidréximetil-piperidina (10) (0,160 g; 1,39
mmol), 4-cloro-2-quinolinacarboxaldeido (16) (0,202 g; 1,05 mmol), peneira molecular em po
4 A (0,101 g), e dicloroetano (1,10 mL) sob atmosfera de N,. A mistura reacional permaneceu
sob agitacdo por 1,5 hora a temperatura ambiente. Apos esse periodo foi adicionado o agente
redutor NaBH(OACc); (0,328 g), permanecendo sob agitacdo por um periodo adicional de 1,5
horas. Apds esse periodo foi adicionado 3,0 mL de solugdo saturada de NaHCOj;, e mantido
sob agitagdo por 20 minutos. Em seguida o so6lido foi filtrado em funil sinterizado em
Celite®, a solu¢ao foi concentrada, extraida com diclorometano, lavado com solugdo saturada
de NaCl, secada em Mg,SO, e concentrado em evaporador rotativo. O residuo foi purificado
por cromatografia flash em gradiente de diclorometano: acetato de etila, 1:1. Rendimento:

64,8% (0,197 g) cristais levemente amarelados, Pf: 107-108°C.

RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de 17: &: 8,21 (1H, dd, J = 8.4; 1,0 Hz, H-9), 8,08 (1H, d, J =
8,4 Hz, H-6), 7,78 (1H, s, H-3), 7,75 (1H, ddd, J = 8,4; 6,9; 1,4 Hz, H-8), 7,61 (1H, ddd, J =
8,2; 6,9; 1,2 Hz, H-7), 3,79 (2H, s, H-11), 3,53 (2H, d, J = 6,4 Hz, H-17), 2,94 2H, d, J =
11,6 Hz; H-12 eq; H-16 eq), 2,16 (2H, dt, J=11,7; 2,4 Hz, H-12ax; H-16 ax), 1,74 (2H, d, J =
12,5 Hz, H-15eq; H-13eq), 1,61 — 1,49 (1H, m, H-14), 1,36 (2H, dq, J= 12,2; 3,8 Hz, H-15ax;
H-13ax).

RMN "C (400 MHz, CDCl3) de 17: &: 28,8 (C15, C13), 38,4 (C14), 53,8 (C16, C12), 65,2
(C11), 67,9 (C17), 121,0 (C3), 125,6 (C4), 124,0 (C9), 127,1 (C7), 129,3 (C8), 130,3 (Co),
143,0 (C5), 148,4 (C10), 160,3 (C2).

HRMS (ESI): CiHoCIN2O m/z [M+H] © calculado 291,1259, encontrado m/z [M+H] *
291,1288.
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4-piperidinilmetanol, 1-[(4-azidoquinolin-2-il)metil] (11)
(DIAS et al., 2006)

N;

HO/\@ | X
N —
N

11
Em um baldo de fundo redondo foram adicionados o composto 17 (0,18 g; 0,62 mmol), azida
de sodio (0,245 g; 3,76 mmol) e 3,40 mL de DMF anidro. A mistura reacional foi mantida a
temperatura de 65 °C e sob agitacdo por 24 horas. Apds esse periodo o solvente foi removido
em evaporador rotativo sob alto vacuo e o residuo foi extraido com diclorometano, lavado
com solucdo saturada de NaCl, secada em Mg,SO4 e concentrado em evaporador rotativo. O
produto bruto (s6lido marrom) foi obtido com alto grau de pureza, sendo utilizado na etapa

seguinte sem purificacdo. Rendimento: 82,3 % (0,152 g).

RMN 'H (400 MHz, CDCl5) de 11: § 8,05 — 7,99 (2H, m, H-9 e H-6), 7,71 (1H, ddd, J = 8,5;
6,9; 1,4 Hz, H-8), 7,50 (1-H, ddd, J = 8,1; 6,9; 1,2 Hz, H-7), 7,46 (1H, s, H-3), 3,79 (2H, s, H-
11), 3,53 (2H, d, J= 6,4 Hz, H-17), 2,95 (2H, d, J = 11,6 Hz; H-12eq; H-16eq), 2,16 (2H, dt,
J=11,7; 2,4 Hz, H-12ax, H-16ax), 1,83 (2H, br s), 1,75 (2H, d, J = 12,7 Hz, H-15eq; H-
13eq), 1,61 — 1,50 (1H, m, H-14), 1,36 (2H, dq, J =12,1; 3,9 Hz, H-15ax; H-13ax).

RMN "C (400 MHz, CDCls) de 11: &: 28,8 (C15, C13), 38,4 (C14), 53,9 (C16, C12), 65,5
(C11), 67,9 (C17), 108,3 (C3), 120,9 (C4), 122,2 (C9), 126,1 (C7), 128,7 (C8), 130,4 (Co),
146,5 (C5), 148,5 (C10), 160,5 (C2).

HRMS (ESI): CiH;oNsO m/z [M+H] * calculado 298,1662 encontrados m/z [M+H] *
298,1684; [M+H - N»] " 270,1616; [M - N3]* 257,1633.

IV: banda caracteristica de azido 2109 cm™ e hidroxila em 3389 cm™.
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Periodinana de Dess-Martin (DMP)

Primeira etapa:

CO,H O}1 e
KBrO; OH
E—
H,SO,
acido-2-iodobenzdico IBX

Em um baldo de 250 mL foram adicionados 34,3 mL de &cido sulfurico (0,73 mol/L) e 4cido-
2-iodobenzoico (4,04g; 16,3 mmol). Em seguida, sob forte agitacdo, foi adicionado
lentamente KBrOj; (3,57g; 21,4 mmol). Durante a adigdo, a temperatura da mistura reacional
foi mantida abaixo de 55°C. Em seguida, a temperatura foi elevada a 65°C e agitada por mais
3,5 horas. Apos esse periodo, a mistura reacional foi resfriada a 0°C e filtrada sob vacuo em
funil de placa sinterizado. O so6lido foi lavado com 47 mL de H,O e 50 mL de etanol, o
produto foi armazenado em dessecador contendo silica por 12h, obtendo-se um so6lido branco.
Rendimento 64,5 % (3,85 g).

Ponto de fusdo: 233-236 °C.

O OAc
OH _HOAC/AcO \ OAc
T 8sC

Em um baldo de duas bocas foram adicionados IBX (4,01 g, 14,3 mmol), anidrido acético

Segunda etapa:

(12,5 mL) e 4cido acético (10,6 mL) sob atmosfera de N,. A mistura reacional foi aquecida a
85°C por 2,5 horas sob agita¢do (a mistura adquire aspecto limpido ap6s 1 hora). Em seguida
a mesma foi resfriada a temperatura ambiente, sob atmosfera de N,. O baldo foi devidamente
fechado, embrulhado em papel aluminio e deixado cristalizar em geladeira por 2 dias. A
solucdo sobrenadante foi removida através de seringa, sob atmosfera de N, e os cristais foram
lavados com éter dietilico anidro (5 vezes). Os cristais brancos foram guardados sob

atmosfera de N, em freezer a -20 °C.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3): & 8,39 (2H, dd, J= 8.5; 1,4 Hz), 8,16 (1H, td, J= 8,5; 1,4 Hz)
7,99 (1H, td, J=7,5; 0,7 Hz), 2,41 (3H, s, COCHs), 2,09 (6H, s, COCH,).
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4-piperidinilaldeido-1-[(4-cloroquinolin-2-il)metil] (18)
(MEYER et al., 1994; DESS et al., 1984)

A uma solugdo de DMP (0,1095 g; 0,2584 mmol) em diclorometano anidro (1,0 ml), sob
atmosfera de N, foi adicionada gota a gota uma solugdo de 17 (0,0505 g; 0,1723 mmol) em
(0,9 mL) de diclorometano anidro sob atmosfera de N, e mantida sob agitacdo por 1,3 horas.
Apos este periodo foi adicionado 5,5 mL de éter dietilico (solugdo turva), 3,3 mL de solugdo
saturada de NaHCO; e 12 mL de solugdo Na,S,0; (1,57 mol.L™), permanecendo sob agitagdo
por 20 minutos, até completa dissolucdo do sélido e separagdo das fases. A fase aquosa foi
extraida com éter etilico (3x de 10 mL), e em seguida a fase etérea foi lavada com solucao
saturada de NaHCOs3 (3x 10 mL), secada em Mg,SO, e concentrado em evaporador rotativo.
O residuo foi purificado em cromatografia em coluna de silica flash, em gradiente

diclorometano: acetato de etila, 6leo amarelo. Rendimento: 35,6 % (0,017 g).

RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de 18 : &: 9,60 (1H, d, J= 1,0 Hz, H-17), 8,14 (1H, dd, J = 8.4;
0,9 Hz, H-9), 8,00 (1H, dd, J = 8,4; 0,4 Hz, H-6), 7,69 (1H, s, H-3), 7,68 (1H, ddd, J = 8,4;
7,0; 1,4 Hz, H-8), 7,55 (1H, ddd, J = 8,2; 7,0; 1,2 Hz, H-7), 3,75 (2H, s, H-11), 2,83 (2H, dt, J
=11,1; 3,6 Hz, H-12 eq; H-16 eq), 2,30-2,17 (3H, m, H-14; H-12ax; H-16 ax), 1,84-1,91 (2H,
m, H-15eq, H-13eq;), 1,69 (2H, dq, J=10,7, 3,7 Hz, H-15ax; H-13ax).

RMN "C (400 MHz, CDCl;) de 18 : §: 25,3 (C13 e C15), 47,6 (C14), 52,8 (C12 ¢ C16), 64,7
(C11), 121,0 (C3), 124,0 (C9), 125,7 (C4), 127,3 (C7), 129,3 (C6), 130,4 (C8), 143,2 (C5),
148,4 (C10), 159,4 (C2), 203,7 (C17).

HRMS (ESI): C;¢H;7CIN,O m/z [M+H]" calculado 289,1102 encontrados m/z [M+H]"
289,1117; [M+H + H,0] " 307,1214.



85

4-piperidinilaldeido-1-[(4-azidoquinolin-2-il)metil] (4)

Em um tubo previamente seco em estufa (100°C por 6h), foram adicionados 0,100 g (0,347
mmol) do aldeido 18, 1,00 ml de DMF anidro e 0,132 g de azida de sédio (2,03 mmol) e
deixado agitar sob fluxo de argénio por 10 min. Apds, foi submetido a radiagdo em micro-
ondas por 2, 5 horas, a 70°C, 150 W. A purificacao foi realizada por cromatografia flash
automatizada (Biotage®), isocratica acetato de etila 100%, rendimento 48% (0,005 g).

RMN 'H (300 MHz, CDCls) de 4: § 9,68 (1H, d, J = 0,9 Hz, H-17), 8,06 — 8,00 (2H, m, H-9 ¢
H-6), 7,72 (1H, ddd, J = 8,4, 6,9, 1,4 Hz, H-8), 7,51 (1H, ddd, J = 8,1, 6,9, 1,1 Hz, H-7), 7,43
(1H, s, H-3), 3,80 (2H, s, H-11), 2,90 (2H, dt, J= 11,5, 3,7, H-12eq e H-16eq), 2,29 (3H, ddd,
J=14.,0, 8,2, 2,7 H-12ax, H-16ax ¢ H-14), 1,96 (2H, m, H15eq, H-13eq), 1,83 — 1,65 (2H, m,
H-13ax e H-15ax).

RMN "*C (75 MHz, CDCls) de 4: § 203,7 (C17), 160,1 (C2), 148.6 (C10), 146.,6 (C5), 130,4
(C8), 128,8 (C6), 126,1 (C7), 122,2 (C9), 120,9 (C4), 108,1 (C3), 65,3 (C11), 52,9 (CI2 e
C16), 47,8 (C14), 25,5 (C13 e C15).

HRMS (ESI): C1H7Ns0 m/z [M+H]" calculado 296,1506, calculado m/z [M+H + MeOH] ",
328,1768 e calculado]M+H - N,] " 268,1444. Encontrado os fragmentos m/z [M+H + MeOH]
T 328,1592, [M+H - N,] " 268,1282.

IV: Banda referente ao grupo azido em 2117 cm™ e banda de carbonila em 1719 cm™.
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5,6-dimetoxinda-1-ona-4-piperidinil-metileno-1-[(4-cloroquinolin-2-il)metil] (19)

(CAMPS et al., 2006)

N x
MeO N

MeO 19

Em um baldo de trés bocas (previamente seco em estufa a 100°C por 5 horas), sob fluxo de
argonio, foram adicionados (0,0445 g; 0,2316 mmol) de indanona 12, peneira molecular em
p6 4 A (0,010 g) (previamente seca em mufla a 300°C por 6 horas), THF anidro (1,5 mL) e
EtONa 95% (0,0266 g; 0,3910 mmol), a mistura permaneceu sob agitacdo por 30 min para
forma¢do do enolato. Em seguida foram adicionados gota a gota (0,080 g; 0,277 mmol) o
aldeido 18 em 1,5 mL de THF, permanecendo sob agitagdo por 20 horas, a temperatura
ambiente. Apds esse periodo foi realizada partigdo com diclorometano e NaCl saturada e
secagem sob MgSQ4. O material foi purificado por cromatografia em coluna flash, utilizando
silica flash em gradiente de diclorometano: acetato de etila 10:0; 8:2; 6:4 e 4:6 (v/v). Rf: 0,85
(CHCI5:MeOH 9:1 v/v). Rendimento: 86 % (0,092 g). Sélido amarelo.

Ponto de fusao: 190 °C.

RMN 'H (400 MHz, CDCl3) de 19: & 8,22 (1H, d, J = 9,3Hz, H-9), 8,08 (1H, d, J = 8,4 Hz,
H-6), 7,80 (1H, s, H-3), 7,75 (1H, ddd, J = 8,4; 7,0; 1,4 Hz, H-8), 7,62 (1H, ddd, J = 8,2; 7,0;
1,0 H-7), 7,30 (1H, s, H-23), 6,91 (1H, s, H-26), 6,69 (1H, dd, J = 8,0; 1,7 Hz, H-17), 3,97
(3H, s, H-27), 3,93 (3H, s, H-28), 3,83 (2H, s, H-11), 3,61 (2H, d, J = 1,3 Hz, H-19), 2,94-
3,02 (2H, m, H-16eq, H-12eq), 2,32-2,42 (2H, m, H-13eq, H-14), 2,25 (2H,td, J=11,2; 3,4
Hz, H-12ax, H-16ax), 1,67-1,78 (3H, m, H-13ax, H-15ax, H-15eq).

RMN "°C (400 MHz, CDCl3) de 19: § 29,5 (C19), 31,2 (C13 e C15), 37,1 (C14), 53,5 (C12 ¢
C16), 56,2 (C27), 56,3 (C28), 65,2 (C11), 105,0 (C23), 107,2 (C26), 121,0 (C3), 124,0 (C9),
125,6 (C4), 127,1 (C7), 129,3 (C6), 130,3 (C8), 131,8 (C21), 135,8 (C18), 139,6 (C17), 143,1
(C5), 144,5 (C20), 148,4 (C10), 149,5 (C25), 155,3 (C24), 160,0 (C2), 192,6 (C22).

HRMS (ESI): Cy7H,7CIN,O5 m/z [MJrH]+ calculado 463,1783, encontrado m/z [MJrH]+
463,1782.

IV: banda caracteristica de carbonila o,p insaturada em 1688 cm™ e banda caracteristica de

estiramento C=C em 1656 cm™' .
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5,6-dimetéxinda-1-ona-4-piperidinil-metileno-1-[(4-azidoquinolin-2-il)metil] (13)

(CAMPS et al., 2006)

0 N3
= = |
MeO N \N
MeO 13

Em um baldo de trés bocas (previamente seco), sob fluxo de argénio, foram adicionados
(0,0206 g; 0,107 mmol) de indanona 12, peneira molecular em p6 4 A (0,030 g) (previamente
seca em mufla a 300°C por 6 horas), THF anidro (1,5 mL) e EtONa (0,0102 g; 0,146 mmol),
a mistura permaneceu sob agitacdo por 30 min para forma¢do do enolato. Em seguida foram
adicionados gota a gota (0,0371 g; 0,128 mmol) o aldeido 4 em 1,5 mL de THF,
permanecendo sob agitagdo por 24 horas, a temperatura ambiente. Apds esse periodo foi
realizada particdo com diclorometano ¢ NaCl saturada e secagem sob MgSQO,4. O material foi
purificado por cromatografia flash automatizada (Biotage®), gradiente acetato de etila:

hexano. Rendimento 7% (0,003g).

RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de 13: § 8,07 — 7,99 (m, 2H, H-9 ¢ H-6), 7,72 (ddd, J = 8,5, 6,9,
1,4 Hz, 1H; H-8), 7,51 (ddd, J= 38,7, 4,9, 1,3 Hz, 1H, H-7), 7,48 (s, 1H, H-3), 7,30 (s, 1H, H-
23), 6,91 (s, 1H, H-26), 6,69 (dt, /= 9,7, 1,7 Hz, 1H, H-17), 3,93 (s, 3H, H-28 ), 3,98 (s, 3H,
H-27), 3,83 (s, 2H, H-11), 3,62 (d, J = 1,5 Hz, 2H, H-19), 2,99 (d, J= 11,5 Hz, 2H, H-12eq ¢
H-16eq), 2,33-2,45 (m, 2H, H-13eq e H-14), 2,26 (dt, J = 11,4, 3,4 Hz, 2H, 12-ax, 16-ax),
1,79 — 1,65 (m, 3H, 13-ax,15-ax,15-eq).

RMN *C (101 MHz, CDCl5) de 13: § 192,6 (C22), 160,3 (C2), 155,3 (C24), 149,5 (C25),
148,6(C10),146,6 (C5), 144,6 (C20), 139,7 (C17), 135,8 (C18), 130,4(C8, C21), 128,7(C6),
126,1(C7), 122,2(C4, C9), 108,3(C3), 107,3 (C26), 105,1(C23), 65,6 (C11), 56,3 (C28),
56,2(C27), 53,6(C12 e C16), 37,1(C14), 31,3(C19), 29,7(C13), 29,5(C15).

HRMS (ESI): C»7H,7N503 m/z [M+H]" calculado 470,2187 encontrado m/z [M+H]" 470,2186.
IV: banda caracteristica de carbonila o, insaturada em 1693 cm-1 , de estiramento C=C em

1647 cm™ , e banda referente ao grupamento azida em 2117 cm™.
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5,6-dimetoxinda-1-ona-4-piperidinil-metil-1-[(4-cloroquinolin-2-il)metil] (20)
(HARIG & KUCK, 2006)

N
MeO \N
MeO 20

Em um balao de duas bocas sob atmosfera inerte foram adicionados (0,060 g; 12,9 mmol) do
composto 19 em 1,00 mL de piridina anidra, a mistura foi agitada por 10 min logo apds foi
adicionado NaBH4 (0,010 g; 0,264 mmol) em pequenas por¢des, deixou-se agitando por mais
5 min a temperatura ambiente. Em seguida aqueceu-se a mistura (60 °C) por 20 min. Apos
esse tempo, resfriou-se a mesma a 0 °C e adicionou-se solugcdo de HCl (5 %), a mistura foi
agitada por 20 min, e em seguida realizou-se a parti¢do com diclorometano e filtracdo sob
MgSO,. O filtrado foi concentrado adicionalmente com tolueno para completa evaporagao da
piridina. O residuo obtido foi purificado por cromatografia em coluna, silica flash em
gradiente diclorometano: acetato de etila, rendimento: 57,4% (0,0346 g), Rf: 0,32 em acetato
100%.

Ponto de fusdo: 159-160 °C.

RMN 'H (400 MHz, CDCl;) de 20: & 8,21 (1H, dd, J= 8,4, 0,9 Hz, H-9), 8,07 (1H, d, J=38,5
Hz, H-6), 7,78 (1H, s, H-3), 7,74 (1H, ddd, J = 8,4, 6,9, 1,4 Hz, H-8), 7,61 (1H, ddd, J = 8,2,
6,9, 1,2 Hz, H-7), 7,17 (1H, s, H-23), 6,86 (1H, s, H-26), 3,96 (3H, s, H-28), 3,90 (3H, s, H-
27), 3,79 (2H, s,H-11), 3,25 (1H, dd, J = 17,6, 8,1 Hz, H-19a), 2,93 (2H, t, J = 10,0 Hz,H-
12eq, H-16eq), 2,78 — 2,67 (2H, m, H-19b), 2,16 (2H, t, /= 11,4 Hz, H-12ax, H-16ax), 2,00 —
1,89 (1H, m, H-17a,), 1,83 — 1,3 (6H, m, H-17b, H-14, H-13ax, H-15ax, H-13eq, H-15eq)
RMN "°C (101 MHz, CDCls) de 20: § 207,8 (C22), 155,5 (C2 e C20), 149,5 (24), 148,8 (25),
148,4 (C10), 143,0 (C5), 130,3 (C8), 129,3 (C21 e C6), 127,1 (C7), 125,6 (C4), 124,0 (C9),
121,1 (C3), 107,4 (C26), 104,4 (C23), 65,2 (C11), 56,2 (C27), 56,1 (C28), 54,3 (C12 e C16),
45,5 (C18), 38,7 (C17), 34,3 (C14), 33,3 (C19), 33,1 (C15), 31,8 (C13).

HRMS (ESI): CyH30CIN,O; m/z [M+H]" calculado 465,1939 encontrado m/z [M+H]"
465,1931.
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5,6-dimetdoxinda-1-ona-4-piperidinil-metileno-1-[(4-aminoquinolin-2-il)metil] (25)

(CRAWFORD et al., 2013)

o) NH,
aeves
MeO N~y
MeO 25

Em um baldo de trés bocas (previamente seco), sob fluxo de argdénio, foram adicionados
(0,0083 g; 0,0160 mmol) de [Pd(cinnamyl)Cl],, BippyPhos (0,0273 g; 0,054 mol) e 1,5 ml de
dioxano anidro, e foi deixado agitar por Smin. Em seguida foram adicionados (0,104 g; 1,08
mmol) de NaOsBu, deixado agitar vagarosamente seguido pela adi¢do do intermedidrio
clorado 19 (0,080 g; 0,173 mmol). A mistura reacional foi agitada até solubilizagdo de 19, e
adicionado 3 ml da solucdo de dioxano-NH4OH (0,5 mol.L™") gota a gota. Apos isso, o baldo
foi aquecido a 110°C por 3 horas. A amostra foi previamente seca em rotaevaporador rotativo,
resuspendida em diclorometano-metanol e filtrada em filtro PVDF 30mm 0,45u e
posteriormente purificado cromatografia em coluna em silica flash, em gradiente

diclorometano:metanol (0-15%). Rendimento: 16% (0,007 g).

'H NMR (300 MHz, CDCI3) de 25: & 8,21 (1H, d, J = 6,4 Hz, H-9), 7,99 (1H, d, J = 8,3 Hz,
H-6), 7,58 (1H, t, J= 7,4 Hz, H-8), 7,4 (1H, t, J= 7,6 Hz, H-7), 7,19 (1H, s, H-26), 6,93 (1H,
s, H-3), 6,85 (1H, s, H-23), 6,50 (1H, d, /= 9,4 Hz, H-17), 3,91 (3H, s, H-27), 3,85 (3H, s, H-
28), 3,69 (2H, s, H-11), 3,50 (2H, s, H-19), 2,86 — 2,75 (2H, m, H-12 eq e H-16eq), 2,10- 2,30
(3H, m, H-12ax, H-16ax, H-14), 1,66 — 1,46 (4H, m, H-13ax, H-13 ax, H-15eq, H-15ax).

BC NMR (75 MHz, CDCls) de 25: § 191,6 (C22), 154,4 (C24), 148,5(C25), 143,7 (C20),
138,2 (C17), 134,9 (C18), 132,2 (C21), 130,6 (C8), 124,6 (C7),121,4 (C9), 122,1 (C6), 106,3
(C23), 103,9 (C26), 101,4 (C3), 61,4 (C11), 55,3 (C27), 55,1 (C28), 52,3 (C12 e C16), 35,6
(C14), 30,1 (C13 e C15), 28,7 (C19), C2 ?, C4?, C57, C10?

HRMS (ESI): C7H20N303m/z [M+H] © calculado 444,2282, encontrado m/z [M+H'] 444,
2297.
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5,6-dimetoxinda-1-ona-4-piperidinil-metil-1-[(4-aminoquinolin-2-il)metil |

(CRAWFORD et al., 2013)

o) NH,
Jeo
MeO N \N
MeO

hibrido 3

Em um baldo de trés bocas (previamente seco), sob fluxo de argoénio, foram
adicionados (0,008 g; 0,0160 mmol) de [Pd(cinnamyl)Cl],, BippyPhos (0,0272 g; 0,054 mol)
e 1,5 ml de dioxano anidro, e deixados em agitagdo por Smin. Em seguida foram adicionados
(0,1045 g; 1,08 mmol) de NaOsBu, permanecendo sob agitagdo vagarosamente seguido pela
adi¢do do intermediario clorado 20 (0,022 g; 0,049 mmol). A mistura reacional foi agitada até
solubilizagdo de 20, e adicionado 3 ml da solu¢do de dioxano-NH4OH (0,5 M) gota a gota.
Ap6s isso, o baldao foi aquecido a 110°C por 5 horas. A amostra foi previamente seca em
rotaevaporador rotativo, resuspendida em diclorometano-metanol e filtrada em filtro PVDF
30mm 0,45n e posteriormente purificado cromatografia em coluna em silica flash, em

gradiente diclorometano:metanol (0-20%). Rendimento 9,0 % (0,002 g).

'H NMR (400 MHz, CDCls) de hibrido 3: & 8,09 (1H, d, J = 8,2 Hz, H-9), 7,96 (1H, d, J =
8,5 Hz, H-6), 7,67 (1H, d, J = 7,7 Hz, H-8), 7,48 (1H, t, J = 5,9 Hz, H-7), 7,16 (1H, s, H-23),
7,03 (1H, s, H-3), 6,86 (1H, s, H-26), 3,96 (3H, s, H-28), 3,90 (3H, s, H-27), 3,86 (1H, s, H-
11), 3,24 (1H, dd, J=17,6; 8,1 Hz, H-19a), 2,69 (1H, dt, J = 8,0; 3,4 Hz, H-19b ¢ H-18), 1,95
- 1,83 (1H, m, H-17a), 1,75 (1H, dd, J = 12,0; 9,6 Hz, H-15eq e H-13eq), 1,60-1,30 (4H, m,
H-13ax,H-15ax, H-14, H-17b).

HRMS (ESI): C,7H3N303 m/z [M+H]" calculado 446,2438, encontrado m/z [M+H]"
446,2414.
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5,6-dimetéxinda-1-ona-4-piperidinil-metileno-1-benzil (21)

(CAMPS et al., 2006)

- \/@
MeO N

MeO 21

Em um baldo de trés bocas (previamente seco em estufa), sob fluxo de argonio, foram
adicionados (0,0393 g; 0,205 mmol) de indanona 12, peneira molecular em p6 4 A (0,010 g)
(previamente seca em mufla a 300°C por 6 horas), THF anidro (1,5 mL) e EtONa 95% (0,012
g; 0,1763 mmol), a mistura permaneceu sob agitacdo por 30 min para formacgdo do enolato.
Em seguida foram adicionados gota a gota (0,050 g; 0,246 mmol) do aldeido 26 em 1,5 mL de
THF, permanecendo sob agitacao por 20 horas, a temperatura ambiente. Apos esse periodo foi
realizada particdo com diclorometano ¢ NaCl saturada e secagem sob MgSQO,4. O material foi
purificado por cromatografia em coluna flash, utilizando silica flash em gradiente de
diclorometano: acetato de etila 10:0; 8:2; 6:4 e 4:6 (v/v). Rf: 0,55 (diclorometno:MeOH 9:1
v/v). Rendimento: 80 % (0,040 g). Solido amarelo.

'H RMN (400 MHz, CDCl3) de 21: & 7,45 — 7,12 (m, 6H, H-Bz e H-23), 6,90 (s, 1H, H-26),
6,66 (d, J=9,7 Hz, 1H, H-17), 3,98 (s, 3H, MeO), 3,93 (s, 3H, MeO), 3,59 (d, J= 1.4 Hz, 2H,
H-11), 3,54 (s, 2H, H-19), 2,93 (d, J = 11,6 Hz, 2H, H-12eq e H-16eq), 2,39 — 2,27 (m, 1H,
H-14), 2,07 (td, J = 11,4; 2,6 Hz, 2H, H-12ax e H-16ax), 1,75 — 1,57 (m, 4H, H-15ax, H-
15eq, H-13ax e H-13eq).

HRMS (ESI) (Cy4H27NO3) com m/z [M+H] * calculado para 378,2064, encontrado m/z
[M+H]" 378,2066.
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5,6-dimetdoxinda-1-ona-4-piperidinil-metil-1-benzil (donepezila) (1)

MeO N\)@

MeO
donepezila (1)
Em um frasco proprio para hidrogenagao catalitica, foram adicionados (0,090 g; 0,239mmol)
do intermediario 21, 2mL de metanol e 0,5 mL de diclorometano para solubilizagdo de 21, e
10 mg de Pd/C 5%. Foi submetida no hidrogenador uma pressao de 50 psi por 1h e 20 min.
Apos esse periodo foi observado por CCD a formacdo do produto com Rf um pouco menor
que o material de partida. O material bruto foi filtrado em celite e lavado com metanol e
diclorometano. O material foi purificado em coluna cromatogréafica com silica flash, gradiente

diclorometano: acetato de etila, rendimento 86% (0,077 g).

'H NMR (400 MHz, CDCl3) de 1: § 7,38 — 7,23 (m, 5H, H-Bz), 7,17 (s, 1H, H-23,), 6,85 (s,
1H, H-26), 3,96 (s, 3H, MeO), 3,91 (s, 3H, MeO), 3,49 (d, /= 19,9 Hz, 2H, H-11), 3,23 (dd, J
=17,5; 8,1 Hz, 1H, H-19a), 3,01 — 2,82 (m, 2H, H-12eq, H-16eq), 2,70 (dt, J = 12,6; 3,5 Hz,
2H, H-18, H-19b), 2,08 — 1,85 (m, 3H, H-17a, H-12ax ¢ H-16ax), 1,85 — 1,62 (m, 2H, H-13eq
e H-15¢q), 1,49 (dd, J = 23,6; 15,4 Hz, 1H, H-17b), 1,43 — 1,23 (m, 3H, H-14, H-13ax ¢ H-
15ax).
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5.2 ENSAIOS BIOLOGICOS

5.2.1 Ensaio de Ellman

O ensaio foi realizado em microplaca de 96 pogos utilizando um espectrofotometro
UV/Vis, Multiskan Spectrum, Thermo electron Corporation.

As amostras foram submetidas a ensaios de inibicdo de acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase (AChE e BuChE), com as enzimas acetilcolinesterase humana
recombinante (500 unidades/mg proteina; po liofilizado) e a butirilcolinesterase de soro
humano (3 unidades/mg proteina, pd liofilizado) adquiridos de Sigma Aldrich® (hZAChE),
(hBuChE).

A solugio do ensaio consiste de 0,1 mol.L™' de tampéo fosfato pH 8, 400 ;,tmol.L'1
5,5-dithiobis (4cido 2-nitrobenzdico) (DTNB, reagente de Ellman), 0,05 unidades/mL de
AChE ou 0,024 unidades/mL de BuChE, e 800 pmol.L" de iodeto acetiltiocolina ou 500
umol.L”' de butiriltiocolina como substrato de AChE e BuChE, respectivamente. Os
compostos testes foram adicionados na solugdo ensaio ¢ pré-incubados com a enzima por 5
min a 30°C. Depois desse periodo, o substrato foi adicionado. A absorbancia observada em
412 nm foi obtida por 5 min com um espectrofotometro UV/Vis, Multiskan Spectrum,
Thermo electron corporation. As velocidades da reagdo foram comparadas, e a porcentagem
de inibicdo na presenca dos compostos testes foi calculada. O ICsy foi definido como a
concentragdo de cada composto capaz de reduzir a atividade enzimatica em 50%, calculados

com auxilio do programa Excel (ELLMAN et al., 1961).

5.2.2 Teste in vitro de permeagdo para o sistema nervoso central (SNC)- Parallel artificial

membrane permeability assay (PAMPA) barreira hematoencefilica

A predicdo da permeacdo das moléculas sintetizadas para o cérebro foi avaliada
através do ensaio parallel artificial membrane permeability assay (PAMPA) (DI et al., 2003).
Dez farmacos comerciais, solugdo tampao fosfato a pH 7,4 (PBS), etanol e dodecano foram
comprados da Sigma, Acros organics, Merck, Aldrich e Fluka. A membrana lipidica polar de
cérebro de porco (catalog no. 141101) foi adquirida da Avanti Polar Lipids. A placa doadora
utilizada foi de 96 pocos com placa filtrante (Multiscreen® IP Sterile Plate PDVF membrane,
tamanho do poro 0,45 uM, catalogo n° MAIPS4510) e a placa aceptora de 96 pogos
(Multiscreen®, catalog n®° MAMCS9610) ambas da Millipore. Filtros de membrana PDVF
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(didmetro 30 mm, tamanho do poro 0,45 um) da Symta foram utilizados para filtrar as
amostras. Um leitor de UV de placa de 96 pocos (Thermoscientific, Multiskan spectrum) foi
utilizado para as leituras. Os compostos testes [(2-6 mg de cafeina, Enoxacino,
Hidrocortisona, Desipramina, Ofloxacino, Piroxicam, Testosterona), (12-15 mg de Promazina
e Verapamil) e (23 mg de Atenolol)] foram dissolvidos em etanol (1000 uL). 100 puL desta
solugdo estoque foi retirada e 1400 pL de etanol e 3500 pL de tampao fosfato (PBS) pH 7,4
foram adicionados para alcancar a concentragdo de 30% de etanol no experimento. Estas
solucdes foram filtradas. A microplaca aceptora de 96 pocos foi preenchida com 180 uL de
PBS/etanol (70/30). A placa doadora de 96 pogos foi revestida com 4 uL de lipidio de cérebro
de porco em dodecano (20 mg.mL™") e depois de 5 min, 180 puL de cada solugdo de composto
foi adicionada a ela. 1-2 mg de cada composto para determinar sua capacidade de atravessar a
membrana foram dissolvidos em 1500 pL de etanol e 3500 pL de PBS pH 7.4, filtrados e
entdo adicionados a placa doadora de 96 pogos.

A placa doadora foi cuidadosamente colocada na placa aceptora formando um
sanduiche, o qual foi deixado em repouso por 2,5 horas a 25 °C. Durante este tempo os
compostos difundiram da placa doadora através da membrana de lipidio de cérebro de porco
para dentro da placa aceptora. Apos a incubagdo, a placa doadora foi removida. O leitor de
UV determinou a concentragdo de cada um dos compostos ¢ das fAirmacos comerciais nas
placas aceptoras e doadoras. Cada amostra foi analisada de trés a cinco comprimentos de
onda, em 3 pogos e em duas corridas independentes. Os resultados sdo dados como a média
(desvio padrao (SD)) e a média entre duas corridas. Dez compostos para o controle de
qualidade (previamente mencionados) de conhecida permeabilidade em barreira

hematoencefalica foram incluidos em cada experimento para validar o conjunto de analises.

5.2.3 Teste in vitro de permeacdo intestinal- Parallel artificial membrane permeability

assay (PAMPA) absorgdo oral

A predicao da absor¢do intestinal foi avaliada utilizando o ensaio de permeabilidade
paralela em membrana artificial (PAMPA) (DI et al., 2003). Aciclovir, atenolol,
carbamazepina, ceftriaxona, sulfasalazina e (+) hidrocloreto de verapamil, foram comprados
da Acros Organics, Alfa Aesar, Fluorochem e Sigma Aldrich, e utilizados como compostos
referéncias para o desenvolvimento e validacdo do método. Sal de tampao fosfato no pH 7,4

(PBS), dimetilsulfoxido (DMSO) e dodecano foram comprados da Sigma Aldrich. A L-a-
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fosfatidilcolina da gema do ovo, utilizada na preparagdo da membrana lipidica, foi adquirida
da Sigma Aldrich.

A placa doadora utilizada apresentava 96 pog¢os com membrana filtrante na base
(Multiscreen® IP Sterile Plate PDVF membrana, tamanho do poro 0.45 uM, catalogo n°
MAIPS4510) e a placa aceptora também apresentava 96 pogos, embora sem membrana
filtrante (Multiscreen®, catalog n® MAMCS9610) ambas da Millipore. Unidades de Filtros de
membranas de PDVF (didmetro 30 mm, tamanho do poro 0,45 um) adquiridos da Symta
foram utilizadas para filtrar as amostras.

Um leitor de placa de 96 pogos (Thermoscientific, Multiskan spectrum) foi utilizado
para as medidas de ultravioleta. Solugdes estoques das farmacos referéncia e dos compostos a
serem analisados foram preparadas em DMSO a 10mM e entdo diluidas para alcangarem a
concentragdo de 500uM em um volume final de 5 mL com PBS pH=6,5, assim a
concentragdo de DMSO nio passou de 5% do volume total. Estas solugdes foram filtradas.

A placa aceptora de 96 pogos foi preenchida com 180 pL de solucao de tampao fosfato
contendo até 5% de DMSO. A placa doadora de 96 pogos foi revestida com 5 pL de L-a-
fosfatidilcolina de gema de ovo em dodecano (20 mg.mL™) e depois de 5 min, 180 pL de cada
solugdo teste foi adicionada. Assim, a placa doadora foi cuidadosamente colocada na placa
aceptora formando um “sanduiche”, a qual foi deixada por 8 horas a 25°C sob leve agitagdo
(50 rpm). Durante este tempo os compostos difundiram da placa doadora através da
membrana lipidica até a placa aceptora. Depois do tempo de incubagdo, a placa doadora foi
removida. O leitor de placas determinou a absorbancia das solugdes testes na placa doadora e
aceptora. Cada amostra foi analisada de um a cinco comprimentos de onda, em 3 pogos em
duas corridas independentes. Os resultados estdo descritos como a média (desvio padrdo) e a
média de duas corridas. Onze compostos para o controle (previamente mencionados) de
conhecida permeabilidade intestinal foram incluidos em cada experimento para validar o
conjunto de dados.

O coeficiente de permeabilidade (Pe) de cada farmaco, em centimetro por segundo, foi

calculado aplicando a seguinte formula (AVDEEF, 2003):

b VAV 100 - Vd
(Vd+ VD) -S-t 100 Vd— %T(Vd + Vr)
o= AT 100
Ady- Vd

No qual Vd e Vr sdo os volumes das solugdes na placa doadora e receptora (0,18 cm®), S é a
area da membrana(0,266 cmz), t ¢ o tempo de incubagdo (28800 s), Ar ¢ a absorbancia da

placa receptora apos o experimento € Ady ¢ a absorbancia inicial no compartimento doador. A
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relagdo teorica entre a fracdo absor¢do intestinal (Fa) e a permeabilidade foi descrita por

Amidon e colaboradores (1988) como uma func¢do nao-linear, expressa pela seguinte equacao:
Fa% = (1 — e™%Fe) - 100

A Fa% pode ser calculada utilizando o software estatistico SPSS ou JMP (ZHU et al., 2002).

6. CONCLUSAO

O trabalho foi realizado de forma satisfatoria e diversos resultados foram obtidos.
Entre os resultados mais relevantes, vale destacar:

- A sintese total do hibrido 3, como produto final proposto no projeto, foi realizada apds sete
etapas de sintese e envolvendo diversas reagdes que, apesar de classicas, foram investigadas
para padronizacdo das melhores condi¢des reacionais; apesar de algumas etapas terem
apresentado baixo rendimento, como por exemplo a etapa final, é possivel variar as condigdes
reacionais para obten¢do de maiores quantidades, caso o produto 3 apresente, de fato, elevada
atividade junto a AChE, como inibidor dual binding site;

- Além do hibrido 3, quatro novos derivados foram obtidos (13, 19, 20 ¢ 25), como
intermediarios da sequéncia sintética, contendo aspectos estruturais importantes e
relacionados ao produto final para estudos de relagao estrutura-atividade;

- Os ensaios enzimaticos empregando o método de Ellman, envolvendo ZAChE e #ABuChE
foram realizados com sucesso e, apesar do hibrido 3 ainda nao ter sido testado, foi possivel
avaliar a atividade dos intermediarios relacionados estruturalmente ao hibrido 3, como o
composto 25, com atividade inibidora junto a #AChE na ordem de nanomolar (ICsy 0,014
uM) e 13 (ICsp 4,88 uM), além dos derivados 20 e 25 com atividade inibidora junto a ABuChE
(ICs0 5,99 e 3,69 uM, respectivamente).

- A partir dos ensaios de inibi¢do enzimatica, foram explorados os estudos de cinética
enzimdtica para determinacdo do mecanismo de inibi¢do dos derivados mais ativos. Os
derivados azido 13 e clorado 20 apresentaram mecanismos mistos de acdo em hZAChE e
hBuChE, respectivamente, podendo atuar portanto como inibidores dual binding site. Em
contrapartida, o derivado 25, o qual difere do hibrido 3 apenas pela presenca de uma fungdo
olefina, apresentou mecanismo nao competitivo. De acordo com os estudos de modelagem
molecular, este dado de cinética enzimatica pode demonstrar a grande afinidade do composto
25 pelo sitio periférico;

- Estudos de relagdo estrutura-atividade preliminares mostram a potencialidade do composto
hibrido amino-quinolinico 3 em inibir ZAChE em maior propor¢do que o seu correspondente
intermediario olefinico 25, principalmente, quando sdo comparados as atividades de
donepezila (ICsp 0,0057 pM) com o seu precursor insaturado 21 (ICs9 0,13 pM).

- Os compostos hibridos intermediaridos (13, 20 e 25, além de donepezila (1) e seu precursor
21) também foram avaliados adequadamente na predi¢do de permeabilidade pela barreira
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hematoencefalica e intestinal pelo método PAMPA, realizado no centro de pesquisa CIB-
CSIC (Espanha), durante o estdgio (BEPE); os compostos 13, 20, 21 e donepezila foram
capazes de atravessar a BHE.

Embora nao tenha sido realizado o ensaio biologico de agregacdo do peptideo beta-
amiloide induzido pela AChE, como proposto, devido a baixa quantidade de hibrido 3 obtido,
o mesmo serd realizado apds nova obtencao de 3 pela reprodugdo de algumas reacdes finais
da sequéncia sintética.
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A seguir estdo alguns espectros selecionados dos compostos sintetizados neste

trabalho. A numeragdo dos atomos foi apenas para facilitar a atribuigao.

APENDICE A

Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do composto 6.

Cl
3 5 7
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Tabela de RMN de '"H (400MHz, CC13D) da 2-metil-4-cloroquinolina (6).

Posicao oy (ppm) integral multiplicidade J(Hz)
3 7,33 1 S --
6 7,96 1 d 8,4
7 7,51 1 ddd 8,4;7,0; 1,0
8 7,66 1 ddd 8,4;7,0; 1,4
9 8,10 1 dd 8,4; 1,0

11

2,65
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Espectro de RMN de C'* (CDCl;, 400 MHz) do composto 6.

tali_01
CDCI3_400 MHz

5 S D R o . 34000
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Tabela de RMN de °C (400MHz, CDCls) da 2-metil-4-cloroquinolina (6).

Posicdo J.(ppm)

2 158,9
122,0
124,7
142,6
130,4
126,7
128,9
123,9
10 148,7
11 25,2

o 0 N SN N AW
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Espectro bidimensional de correlagdo C-H HMBC (CDCl3, 400 MHz) do composto 6.
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Generic Display Report

Faculdade de Ciencias Farmaceuticas de Ribeirao Preto-USP

Analysis Info Acquisition Date  §/21/2012 1:52:12 PM
Analysis Name  D:iData\Profa IVONE_QRFTALI_01.d
Method tune_low_Tomaz1200_POS HPLC.m Operator EDAL@DE
Sample Name  TALI_01 Instrument micrOTOF-Q 1l
Comment
Intens. +MS, 5.7min #340
x10° 178.0418
1.07 :
0.8
0.6
0.4+
0.2+
317.1082
550.6243
0.0 N .LI\L L ly .uLLiIIn e, lul . . . . . . .
200 400 800 800 1000 mz
Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed: 6/21/2012 2:25:38 PM Page 1 of 1

HRMS (ESI): C,oHsCIN m/z [M+H] " calculado, 178,0418 encontrado m/z [M+H]" 178,0418.
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APENDICE B
1
Espectro de RMN de H' (400MHz, CDCIl3) do composto 16.
Cl
|
4 6
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1‘2.0 1‘1.5 1‘1.0 1(;.5 10.0 95 ';.0 f;S 8‘.0 7‘.5 ‘ 5‘.0 4‘5 4‘0 3‘.5 3‘0 2‘5 2‘.0 1‘.5 1‘.0 (;.5 0‘.0

65 6.0 55
f1 (ppm)
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3(8.30)
A (dd) C (ddd) D (ddd)
8.31 359) 7.89 .
3(1.43, 8.42) R 3(1.41, 6.95, 8.41 3(1.26, 6.97, 8.27

5 g 5 3 g
= - - - JE;
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.34 8.30 8.26 8.22 8.18 8.14 8.10 8.06 8.02 7.98 7.94 7.90 7.86 7.82 7.78
f1 (ppm)

Tabela de RMN de 'H (400MHz, CDCl;) do 4-cloro-2-quinolinacarboxaldeido (16).

Posicao ou (ppm) integral multiplicidade J(Hz)
3 8,09 1 S --
6 8,27 1 dd 8,3;0,82
7 7,80 1 ddd 8,3;7,0; 1,3
8 7,89 1 ddd 8,4;6,9; 1,4
9 8,31 1 dd 8,4; 1,4

11 10,18 1 s --
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Espectro de RMN de C'* (CDCl3, 400 MHz) do composto 16.
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Tabela de RMN de C"* (CDCls, 400 MHz) do composto 16.

Posicao o.(ppm)
2 152,3
117,6
128,0
144,2
131,3
130,2
130,8
124,4
10 148,6
11 192,6

o 0 XN AW
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Generic Display Report

Faculdade de Ciencias Farmaceuticas de Ribeirao Preto-USP

Analysis Info Acquisition Date  5/29/2013 9:49:29 AM
Analysis Name  D:\Data\Profa IVONE_QF\TALI 03 - CL_POS.d
Method Tune_Low_Tomaz_Pos_1300u_NOVO.m Operator EDAL@DE
Sample Name  TALI03- CL_POS Instrument micrOTOF-Q 11
Comment
InteﬂSS- +MS, 7.8-9.4min #467-56(
X107 | 206.0372
6_
192.021
4_
2_
P24.0468
246.0288
L 347.0621 413.2647
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 mz
Bruker Compass DataAnalysis 4.1 printed:  5/29/2013 10:07:54 AM Page 1 of 1

HRMS (ESI): CoH¢CINO m/z [M+H] * calculado 192,0211, encontrado m/z [M+H']
192,0211.
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APENDICE C

Espectro de RMN de H' (400MHz, CDCl3) do composto 10.

- H Hax
€q |
H Hax
tali_04_45 ONMNMNOOQ WA mNNNﬂwl\mﬁ
T A A o O O Vo NNONN ™A~ -
BEEEEMEn ANNN e T

120 115 110 105 100 95 90 85 80 75 70 6.
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ta“og@ MMMMMM N o= <  noNoNwvw;m TON A= NDOVON N=ONL T N~
= HH A A AHO O Y WYY N NNOYvwwowowVwVwwwINNN NN A A A
MmO mn . N AN AN [ e b e R B B I I I I e I IR I I N I I I e e I I I ]
N/ e SN p g easaiatata M WIS

F (m)

1.62

(d) B3(dt) Cz(éd) D(s) E(d) G (ddd)
47 W11 .61 1.74 1.16
104.38) 3(2.95, 11.89) (2,63, 12.26) 224 3(13.60 (4.09, 12.17, 24.58
—H — — — —

T

?_ ? o < T @ a

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 %.3( 2.)2 2.1 2.0 1.9 1.8 1.7 16 1.5 14 13 1.2 1.1 1.0
1 (ppm

Tabela de RMN de 'H (400MHz, CDCl;) do 4-piperidinil metanol (10).

Posicao ou (ppm) integral multiplicidade J(Hz)
NH/OH 2,24 2 brs --
2ax 2,61 1 dt 12,3; 2,6
2eq 3,11 1 dt 11,9; 3,0
3ax 1,16 1 dq 12,1; 4,1
3eq 1,74 1 d 13,6
4 1,62 1 m -
Sax 1,16 1 dq 12,1; 4,1
Seq 1,74 1 d 13,6
6ax 2,61 1 dt 12,3;2,6
6eq 3,11 1 dt 11,9; 3,0

7 3,47 2 d 6,4
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Espectro bidimensional de correlagdo H-H (COSY) (300MHz, CDCl3) do composto 10.
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Espectro de RMN de "*C (400MHz, CDCl3) do composto 10.
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C13CPD CDCI3 {C:\Bruker\TOPSPIN} ic 58
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121
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Tabela de RMN de C"* (CDCls, 400 MHz) do composto 10.
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Espectro bidimensional de correlagao C-H (HSQC) do composto 10.

HSQCETGP CDC13 {C:\Bruker\TOPSPIN} ic 58
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Generic Display Report
Faculdade de Ciencias Farmaceuticas de Ribeirao Preto-USP
Analysis Info Acquisition Date  5/3/2013 11:10:51 AM
Analysis Name  DAData\Profa IVONE_QF\TALI 04-45 PADRAO_POS.d
Method Tune_Low_Tomaz_Pos_1300u_NOVO.m Operator BDAL@DE
Sample Name  TALI04-45 PADRAO_POS Instrument micrOTOF-Q Il
Comment
Intens, +MS, 8.4min 2504
x10% 116,1065

4

3.

2.

227.1748
188 1641
‘ p
345.2017
255.2052
4309158 ¢
ok, l.J. RPN 811900 iy o LJ AT I i
50 100 150 200 250 300 350 400 450 500 mz

Bruker Compass DataAnalysis 4.1 printed:  5/3/2013 11:48:03 AM Page 1 of 1

HRMS (ESI): C¢H,3NO m/z [M+H]" calculado 116,1070, encontrado m/z [M+H]" 116,1065.
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A

APENDICE D

Espectro de RMN de H' (400MHz, CDCl3) do composto 17.
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Tabela de RMN de H' (400MHz, CDCl;) do composto 17.

Posicao ou (ppm) integral multiplicidade J(Hz)

3 7,78 1 S --

6 8,08 1 d 8,4

7 7,61 1 ddd 8,2;6,9; 1,2

8 7,75 1 ddd 8,4;6,9; 1,4

9 8,21 1 dd 8,4; 1,0
OH 1,74 brd --

11 3,79 2 S --
12ax 2,16 1 dt 11,7; 2,4;
12eq 2,94 1 d 11,6
13ax 1,36 1 dq 12,1; 4,0
13eq 1,74 1 d 12,5

14 1,61-1,49 1 m -
15ax 1,36 1 dq 12,1; 4,0
15eq 1,74 1 d 12,5
16ax 2,16 1 dt 11,7; 2,4
16eq 2,94 1 11,6

17 3,53 2 d 6,4
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Espectro de RMN de "*C (400MHz, CDCl3) do composto 17.
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Tabela de RMN de C"* (CDCl3, 400 MHz) do composto 17.

Posicao o.(ppm)
2 160,3
3 121,0
4 125,6
5 143,0
6 130,3
7 127,1
8 129,3
9 124,0

10 148.,4
11 65,2
12 53,8
13 28,8
14 38,4
15 28,8
16 53,8

17 67,9
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Espectro bidimensional de correlagdo C-H (HSQC) (400MHz, CDCl3) do composto 17.

talio5_d_2
HSQCETGP CDCI3 {C:\Bruker\TOPSPIN} ic 48

45 4.0
72 (ppm)

r10

20

30

40

50

60

r70

80

90

100

r110

120

r130

140

f1 (ppm)



129

Generic Display Report

Faculdade de Ciencias Farmaceuticas de Ribeirao Preto-USP

Analysis Info Acquisition Date  2/20/2013 2:37:21 PM
Analysis Name  D:\Data\Profa IVONE_QF\TALIOS_CI_2.d

Method Tune_Low_Tomaz_Pos_1300u_NOVO.m Operator EDAL@DE

Sample Name  TALI05_Cl_2 Instrument micrOTOF-Q I
Comment

Inte1r1055_ +MS, 3.8min #227|
o= 2914288

1.25

1.004

0.754

0.50

0.254

158.9661

393.2970 4821377

T TP

0.00- M iy
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 mz

Bruker Compass DataAnalysis 4.1 printed:  2/20/2013 3:07:45 PM Page 1 of 1

HRMS (ESI): Ci¢H;9CIN;O m/z [M+H] calculado 291,1259, encontrado m/z [M+H]"
291,1288.
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A

APENDICE E

Espectro de RMN de H' (400MHz, CDCl3) do composto 18.
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Tabela de RMN de H' (400MHz, CDCl;) do composto 18.

Posicao on (ppm) integral multiplicidade J(Hz)
3 7,69 1 S --
6 8,00 1 dd 8.4; 04
7 7,55 1 ddd 8,2;7,0; 1,2
8 7,68 1 ddd 8,4;7,0; 1,4
9 8,14 1 dd 8,4;0.9
11 3,75 2 s --
12ax 2,30-2,17 1 m -
12eq 2,83 1 dt 11,1; 3,6
13ax 1,69 1 dq 12,0; 10,7; 3,7
13eq 1,84-1,91 1 m 13,3;3,9
14 2,30-2,17 1 m -
15ax 1,69 1 dq 12,0; 10,7; 3,7
15eq 1,84-1,91 1 m --
16ax 2,30-2,17 1 m -
16eq 2,83 1 dt 11,1; 3,6
17 9,60 1 d 1,0
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Espectro de RMN de C'* (CDCls, 400 MHz) do composto 18.
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Tabela de RMN de C"* (CDCl3, 400 MHz) do composto 18.

Posicao o.(ppm)
2 159.,4
3 121,0
4 125,7
5 143,2
6 129,3
7 127,3
8 130,4
9 124,0

10 148.,4
11 64,7
12 52,8
13 25,3
14 47,6
15 25,3
16 52,8

17 203,7
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Analysis Info Acquisition Date  7/3/2013 5:04:41 PM
Analysis Name  D:\Data\lVONE_QF\.TA 06-DMP - ACN_POS.d
Method tune_low_tomaz1000_pos.m Operador Jose Carlos Tomaz
Sample Name  TA 06-DMP - ACN_POS Instrument micrOTOF
Comment
—imeEns; +WS, B.0min #3671
X108
289.1117
1.57
3priz214
|
1.07
0.57
385.6171
192.0223 480,233
122.0648 L ' 577.2120
0.0 |I ekt JI.I.JJI._‘-I il P SRR |.' B T—
' 100 200 300 400 500 600 700 mz
Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed:  7/4/2013 2:23:53 PM Page 1 of 1

HRMS (ESI): C¢H;7CIN,O m/z [M+H]" calculado 289,1102, encontrados m/z [M+H]"
289,1117; [M+H + H,0] " 307,1214.
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Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCl3) do composto 4
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APENDICE F
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Tabela de RMN de 'H (300MHz, CDCls) do composto 4.

Posicao on (ppm) integral multiplicidade J(Hz)
3 7,43 1 S --
6 8,06-8,00 1 m --
7 7,51 1 ddd 8,1;6,9; 1,1
8 7,72 1 ddd 8,4;69; 1,4
9 8,06-8,00 1 m --
11 3,8 2 S --
12ax 2,29 1 ddd 14,0; 8,2; 2,7
12eq 2,90 1 dt 11,5;3,7
13ax 1,83-1,65 1 m --
13eq 1,96 1 m --
14 2,29 1 ddd 14,0; 8,2; 2,7
15ax 1,83-1,65 1 m -
15eq 1,96 1 m --
16ax 2,29 1 ddd 14,0; 8,2; 2,7
l6eq 2,90 1 dt 11,5; 3,7
17 9,68 1 d 0,9
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Espectro de RMN de "*C (CDCls, 300 MHz) do composto 4.
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Tabela de RMN de "*C (CDCls, 400 MHz) do composto 4.

Posicao o.(ppm)
2 160,1
3 108,1
4 120,9
5 146,6
6 128,8
7 126,1
8 130,4
9 122,2
10 148,6
11 65,3
12 52,9
13 25,5

14 47,8
15 25,5
16 52,9

17 203,7
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Generic Display Report

Faculdade de Ciencias Farmaceuticas de Ribeirao Preto-USP

Analysis Info Acquisition Date  11/3/2014 3:48:46 PM
Analysis Name  D:\Data\Profa IVONE_QF\TA 06 - AZ POS.d

Method Tune_Low_Tomaz_Pos_1300u_NOVO.m Operator BDAL@DE

Sample Name  TA 06- AZ_POS Instrument micrOTOF-Q I
Comment

Intense_ +MS, 6.7-7.3min #402-433
x10 328.1592
1.2

300.1526

0.8

0.6

158.1079

0.2
526.1981

268.1282

126.0841 213.1145 550.5930

I OV EVUUY SUU Y W 1 oY 0 A v

100 200 300 C 400 500 600 mz

Bruker Compass DataAnalysis 4.1 printed: 11/3/2014 4:03:38 PM Page 1 of 1

HRMS (ESI): C14H7N50 m/z [M+H]" calculado 296,1506; m/z [M+H + MeOH] ™ 328,1768;
[M+H - N,] © 268,1444 e encontrado m/z [M+H + MeOH] = 328,1592, [M+H - N,] *
268,1282.
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A

APENDICE G

Espectro de RMN de H' (400MHz, CDCl) do composto 19.
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Tabela de RMN de H' (400MHz, CDCl;) do composto 19.

Posicao o (ppm) integral multiplicidade J(Hz)

3 7,80 1 s --

6 8,08 1 d 8,4

7 7,62 1 ddd 8,2;7,0; 1,2

8 7,75 1 ddd 8,4;7,0; 1,4

9 8,22 1 d 9,25

11 3,83 2 s --
12ax 2,25 1 dt 11,2; 3,4
12eq 2,94-3,02 1 m -
13ax 1,67-1,78 1 m --
13eq 2,32-2,42 1 m --

14 2,32-2,42 1 m -
15ax 1,67-1,78 1 m -
15eq 1,67-1,78 1 m --
16ax 2,25 1 dt 11,2;3,4
16eq 2,94-3,02 1 m --

17 6,69 1 dd 8,0; 1,7

19 3,61 2 d 1,3

23 7,30 1 s --

26 6,91 1 S --

27 3,97 3 s --

28 3,93 3 s --
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Espectro de RMN de C'* (CDCl;, 400 MHz) do composto 19.
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Tabela de RMN de C"* (CDCl3, 400 MHz) do composto 19.

Posicio o.(ppm)
2 160,0
3 121,0
4 125,6
5 143,1
6 129,3
7 127,1
8 130,3
9 124,0
10 148,4
11 65,2
12 53,5
13 31,2
14 37,1
15 31,2

T
0

Posicao o (ppm)
16 53,5
17 139,6
18 135,8
19 29,5
20 144,5
21 131,8
22 192,6
23 105,0
24 1553
25 149,5
26 107,2
27 56,2
28 56,3
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Espectro bidimensional de correlagao C-H (HSQC) (400MHz, CDCl3) do composto 19.
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Espectro bidimensional de correlagdo C-H (HMBC) (400MHz, CDCls) do composto 19.
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Generic Display Report

Faculdade de Ciencias Farmaccuncas de Ribeirao Preto-USP

Analysis Info Acquisition Dale  8/19/20134;32:18 PM
Analysis Name  D:Data\Profa IVONE_QF\TA-7 E1-A_POS.d
Method Tune_Low_Tomaz_Pos_1300u_NOVO.m Operator BDAL@DE
Sample Name  TA-7E1-A_POS Instrument micrOTOF-Q Il
Comment
Intans. +MS, 13.7min #8517
x108 463.1782
81
6.
44
2.
4P I716
550 6262
358.2013 l ss».Lzsz
o : . ! | N - y , .
100 200 300 400 500 600 700 800 00 mz
Bruker Compass DataAnalysis 4.1 printed:  8/19/2013 5:00:39 PM Page 1of 1

HRMS (ESI): Cy7H»7CIN,O3 m/z [M+H] " calculado 463,1783, encontrado m/z [MJrH]Jr
463,1782.
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A

APENDICE H

Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCls) do composto 13
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Tabela de RMN de 'H (400MHz, CDCl;) do composto 13.

Posicao o (ppm) integral multiplicidade J(Hz)
3 7,48 1 s --
6 8,07-7,99 1 m --
7 7,51 1 ddd 8,7,4,9; 1,3
8 7,72 1 ddd 8,5;6,9; 1,4
9 8,07-7,99 1 m --
11 3,83 2 s --
12ax 2,26 1 dt 11,4;3.4
12eq 2,99 1 d 11,5
13ax 1,79- 1,65 1 m -
13eq 2,39 1 ddd 18,8;9,73; 4,6
14 2,39 1 ddd 18,8;9,73; 4,6
15ax 1,79- 1,65 1 m --
15eq 1,79- 1,65 1 m --
16ax 2,26 1 dt 11,4;3,4
l6eq 2,99 1 d 11,5
17 6,69 1 dt 9,7, 1,7
19 3,62 2 d 1,5
23 7,30 1 s --
26 6,91 1 s --
27 3,98 3 s --
28 3,93 3 s --
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Espectro de RMN de "*C (CDCls, 400 MHz) do composto 13.
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Tabela de RMN "*C (CClL;D, 400 MHz) do composto 13.

Posicao o.(ppm) Posicao J. (ppm)
2 160,3 16 53,6
3 108,3 17 139,7
4 122,2 18 135,8
5 146,7 19 31,3
6 128,8 20 144,6
7 126,1 21 130,4
8 130,4 22 192,6
9 122,2 23 105,1
10 148,6 24 155,4
11 65,6 25 149,5
12 53,6 26 107,3
13 29,7 27 56,2
14 37,1 28 56,3

15 29,5
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Analysis Info Acquisition Date  9/25/2013 10:01:39 AM
Analysis Name  D:\Data\Profa IVONE_QF\TA - 8 AZ POS.d
Method tune_low_tomaz1000_pos.m Operador Jose Garlos Tomaz
Sample Name  TA-8 AZ POS Instrument micrOTOF
Comment
Triens. +NIS, B.Umn #5323
%106+
470.2186
1.5
1.04
0.57
442212
‘ 486.2130
|
570.2242
288.2800 884.4213
Y I § ¥ S Illlllllullll.ll.l N S S S
' 100 200 300 400 500 600 700 800 00 miz
Bruker Compass DataAnalysis 4.0 printed:  9/25/2013 10:17:48 AM Page 1 of 1

HRMS (ESI): C»Hy7NsO; m/z [M+H]" calculado 470,2187, encontrado m/z [M+H]"
470,2186.
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A

APENDICE 1

Espectro de RMN de H' (400MHz, CDCl3) do composto 20.
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Tabela de RMN de H' (400MHz, CDCl;) do composto 20.

Posicao o (ppm) integral multiplicidade J(Hz)

3 7,78 1 s -

6 8,07 1 d 8,5

7 7,61 1 ddd 8,2;6,9; 1,2

8 7,74 1 ddd 8,4;69; 1,4

9 8,21 1 dd 8,4;0.9

11 3,79 2 s --
12ax 2,16 1 t 11,4
12eq 2,93 1 t 10,0
13ax 1,83-1,3 1 m --
13eq 1,83-1,3 1 m --

14 1,83-1,3 1 m -
15ax 1,83-1,3 1 m -
15eq 1,83-1,3 1 m --
16ax 2,16 1 t 11,4
16eq 2,93 1 t 10,0
17a 2,00-1,89 1 m --
17b 1,83-1,3 1 m --

18 2,78-2,67 1 m --
19a 3,25 1 dd 17,6; 8,1
19b 2,78-2,67 1 m --

23 7,17 1 s --

26 6,36 1 s --

27 3,90 3 S --

28 3,96 3 S --
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Tabela de RMN C"* (CCL;D, 400 MHz) do composto 20.

Posicao o.(ppm) Posicao J. (ppm)
2 155,5 16 54,3
3 121,1 17 38,7
4 125,6 18 45,5
5 143,0 19 33,3
6 129,3 20 155,5
7 127,1 21 129,3
8 130,3 22 207,8
9 124,0 23 104,4
10 148,4 24 149,5
11 65,2 25 148,8
12 54,3 26 107,4
13 31,8 27 56,2
14 34,3 28 56,1

15 33,1
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Espectro bidimensional de correlacdo H-H (COSY') (400MHz, CDCls) do composto 20.
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Espectro bidimensional de correlagao C-H (HSQC) (400MHz, CDCl3) do composto 20.
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Espectro bidimensional de correlagdo C-H (HMBC) (400MHz, CDCls) do composto 20.

HMRCCP CDC1) (C:\Bruker\TOPSPIN) 1c N

..LL

- %
e LML -
O 11
ol .
L v (TR T
I R T
e 1ah -
- LA -
- 100 commns (2
1 s ™
o AR
v } -
£ PR Kk b -

.
. - 140
. .
.
. - 160
- 180
- 200
- o
. - e
- e
T T T T T r T T T Iy '

LRI
’

HMBCGP CDCLY (€t \Brukec\TOPSPIN) te 3]

- 115

120

' .
L
" . - 125
'
’
] 0
' 130
ey L8 -
135 wer WA -
p—
e '~
" .
- 140 " 1 -
EUEE DL IR N
- ' . -
Fona ahea, 1o
145 e N
A L L
an o
:| " - ‘ el ne 4
MU "oy
] L1s0 i W
we i
" \
' wel 190 EEiA -
e T
-4 ‘ [} 166 - IR
rr-—e -
e ke
. R
- ‘-
1 100 I3 ]
" -
“ .
" -
" hee
' 168 L, -
" R
- -

66 B4 B2 B8O 78 76 T4 72 70 68 66 64 ppm g o



159

Generic Display Report

Faculdade de Ciencias Farmaceuticas de Ribeirao Preto-USP

Analysis Info Acquisition Date  5/9/2014 9:55:14 AM
Analysis Name  D:\Data\Profa IVONE_QF\TA-8 BORO-P_POS.d

Method Tune_Low_Tomaz_Pos_1300u_NOVO.m Operator BDAL@DE

Sample Name  TA-8 BORO-P_POS Instrument micrOTOF-Q I
Comment

Intens. +M5S, 10.9min #649
x1061
465.1931

0.8+

0.6+

0.4+

471747

393.2967

290.1756 k
T T T T T T T T T T lu IA T T T T T LI T = T lI ll T ll T T T T T T I-I T T ll T T T T T T T T T ll T T T T T T
100 200 300 400 500 600 700 800 900 1000 m'z

0.0

Bruker Compass DataAnalysis 4.1 printed:  5/9/2014 10:19:33 AM Page 1 of 1

HRMS (ESI): CyH»9CIN,O3 m/z [M+H]" calculado 465,1939, encontrado m/z [M+H]"
465,1931.
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Espectro de RMN de 'H (300MHz, CDCls) do composto 25.
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Tabela de RMN de 'H (CC13D, 300 MHz) do composto 25.

Posicao on (ppm) integral multiplicidade J(Hz)
3 6,93 1 s --
6 7,99 1 d 8,3
7 7,40 1 t 7,6
8 7,58 1 t 7,4
9 8,21 1 d 6,4
11 3,69 2 S --

12ax 2,10-2,30 1 m -
12eq 2,86-2,75 1 m --
13ax 1,66-1,46 1 m --
13eq 1,66-1,46 1 m --
14 2,10-2,30 1 m -
15ax 1,66-1,46 1 m --
15eq 1,66-1,46 1 m --
16ax 2,10-2,30 1 m -
16eq 2,86-2,75 1 m --
17 6,50 1 d 9,4
19 3,50 2 s --
23 6,85 1 S --
26 7,19 1 s --
27 3,91 3 s --
28 3,85 3 s --
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Espectro de RMN de "*C (300MHz, CDCl3) do composto 25.
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Tabela de RMN de C"* (CDCls, 300 MHz) do composto 25.

Posicio o. (ppm) Posicao o.(ppm)
2 ? 16 52,3
3 101,4 17 138,2
4 ? 18 134,9
5 ? 19 28,7
6 122,1 20 143,7
7 124,6 21 132,2
8 130,6 22 191,6
9 121,4 23 106,3
10 ? 24 154,4
11 61,4 25 148,5
12 52,3 26 103,9
13 30,1 27 55,3
14 35,6 28 55,1

15 30,1
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Espectro bidimensional de correlacdo C-H (HSQC) (400MHz, CDCl3) do composto 25.
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Display Report

Analysis Info

Acquistion Date 21-08-2015 15:30:24
Analysis Name  DData\INFUSAO DIRETA_19_08_2015Talta_TABamina_POS_1-9_01_1778d

Method MS_INFUSAO DIRETA_POS_10-08-15.m Operator  BDAL@DE
Sample Name  Talita_TA8amina_POS Instrument  micrOTOF 213750.10361
Comment
Acquisition Parameter
Source Type ESI lon Polarity Postive Sat Nebulizer 4.0 Bar
Focus Not active Set Dry Heater 200 C
Scan Bagin 50 m2 Sot Capillary 500V Set Dry Gas 2.0 ¥min
Scan End 1200 m'z Set End Offsat 500V Set Divert Vale Source
Intens. 14 +MS, 0.1-0.3min #8-18
x105 444.2207

s-

6.

4

24

1s
o L1
2171053 305.1571
1+
349.1826
1730759 L 559.1319 633.1501
o . A » et > LI ey gt Ja il A
100 200 300 400 500 600 mz

Bruker Compass DataAnalysis 4.2 pnnted: 21-08-2015 153622 by: BDAL@DE 10of1

HRMS (ESI): C,7HxN303 m/z [M+H]™ calculado

444,2297.

4442282, encontrado m/z [M+H]"



166

A

APENDICE K

Espectro de RMN de 'H (400MHz, CDCls) do hibrido 3.
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Tabela de RMN 'H (CCl;D, 400 MHz) do hibrido 3.

Posicao on (ppm) integral multiplicidade J(Hz)

3 7,03 1 s --

6 7,96 1 d 8,5

7 7,48 1 t 5,9

8 7,67 1 d 7,7

9 8,09 1 d 8,2

11 3,86 2 S --
12ax 2,50-2,20 1 m -
12eq 2,90-3,10 1 m --
13ax 1,60-1,30 1 m --
13eq 1,75 1 dd 9,6; 13,0

14 1,60-1,30 1 m -
15ax 1,60-1,30 1 m --
15eq 1,75 1 dd 9,6; 13,0
16ax 2,50-2,20 1 m -
16eq 2,90 - 3,10 1 m --
17a 1,95-1,83 1 m --
17b 1,60-1,30 1 m --

18 2,69 1 dt 3.4; 8,02
19a 3,24 1 dd 17,6; 8,1
19b 2,69 1 dt 3,4; 8,02
23 7,16 1 s --

26 6,86 1 S --

27 3,90 3 S --

28 3,96 3 s --
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Generic Display Report

Analysis Info Acquisition Date  8/13/2015 3:04:06 PM
Analysis Name  D:\Data\Profa IVONE_QF\TAS-AMINO-02_POS.d
Method Tune_Low_Tomaz_Pos_1300u_NOVO2.m Operator BDAL@DE
Sample Name  TAS-AMINO-02_POS Instrument micrOTOF-Q Il
Comment
Intens, +MS, 2.0-2.1min #122-125
x109
446.2414
20
1.51
1.04
0.54
158.9637 Zirso% 562.3020
614,1745
0.04
200 300 400 500 600 miz
Bruker Compass DataAnalysis 4.2 printed: 813/2015 3:08:49 PM by: BDAL@DE Page 10of 1

HRMS (ESI): C,7H3N303 m/z [M+H]" calculado 446,2438, encontrado m/z [M+H]"
446,2414.





