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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) caracteriza-se por um distarbio neurodegenerativo que
provoca uma deterioracdo global, progressiva e irreversivel de diversas funcdes cognitivas
(memodria, atengdo, concentracdo, linguagem, pensamento, entre outras), dificultando a
realizacdo das atividades de vida diaria. No que se diz respeito ao tratamento da DA, vem sendo
apontado como de grande valia o uso de compostos hibridos com potencial inibidor para mais
de um alvo, como a enzima acetilcolinesterase (AChE) e a agregacdo de placas f-Amiloides
(Ap), devido a possibilidade de inibir simultaneamente dois ou mais fatores que contribuem
para a instalacdo e evolugdo da doenca. A AChE atua no controle dos niveis do
neurotransmissor acetilcolina (ACh) na fenda sinaptica, o qual esta envolvido nos processos de
aprendizagem e memoria. A agregacdo de placas AS € uma das principais responsaveis pela
morte neuronal. Desta forma, o objetivo deste trabalho foi sintetizar compostos cumarinicos
analogos a prototipos alquilamino-indanonas, descritos como inibidores da enzima AChE e da
agregacdo de placas Ap. O planejamento das séries foi baseado: 1- na manutencdo do
grupamento alquilamino ciclico; 2- na troca do nucleo indanona pelo cumarinico, atraves do
isosterismo ndo-classico de expansdo de anéis. Os compostos foram sintetizados em
rendimentos de razodveis a bons a partir das reacdes de: O-alquilacdo da 7-hidroxi-cumarina;
bromacdo da posi¢do 3 das 7-bromoalcoxi-cumarinas; aminagdo da cadeia alquilica das 3-
bromo-7-bromoalcoxi-cumarinas; reacdo de acoplamento de Suzuki a partir das 3-bromo-7-
aminoalcoxi-cumarinas; reacdo de acoplamento de Buchwald a partir da 3-bromo-7-
aminoetoxi-cumarina. Os compostos obtidos foram purificados e, entdo, caracterizados por
técnicas espectroscopicas (RMN H e 13C) e espectrometria de massas de alta resolucéo. Todos
0s compostos sintetizados foram capazes de inibir a AChE seletivamente frente a BChE, em
que 0 composto mais ativo apresentou Clso = 0,02 uM e seletividade de 337 (BChE Clso/AChE
Clsp), perfil muito semelhante ao farmaco referéncia donepezila (AChE Clso = 0,007 uM e
seletividade de 341). Adicionalmente, os compostos mostraram perfil de inibicdo mista para
ambas as colinesterases, o que foi corroborado por analises de docking molecular que

demonstraram a interacdo dos compostos com os sitios catalitico (CAS) e periférico (PAS).

PALAVRAS-CHAVE: Cumarina, Doenga de Alzheimer, Inibidores de AChE, Inibidores de
agregacao de placas Ap.
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ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a neurodegenerative disorder that causes a general,
progressive and irreversible deterioration of several cognitive functions (memory, attention,
concentration, language, thought, among others), making it difficult to perform daily activities
., The use of hybrid compounds for the treatment of AD with inhibitory potential for more than
one target, such as the acetylcholinesterase enzyme (AChE) and the aggregation of f-amyloid
plaques (Ap), is very promising, due to the possibility of inhibiting simultaneously two or more
factors that contribute to the establishment and evolution of the disease. AChE modules the
levels of the neurotransmitter acetylcholine (ACh) in the synaptic cleft, factor that is involved
in the learning and memory processes. The aggregation of Ag plaques is one of the main causes
for neuronal death. Thus, this work aims on the synthesis of coumarin compounds analogous
to alkylamino-indanone prototypes, described as inhibitors for both AChE enzyme and AfS
plaques aggregation. The design of the series was based on: 1- the maintenance of the cyclic
alkylamino group; 2- in the exchange of the indanone nucleus by the coumarin, through non-
classical isosterism of ring expansion. The synthesis of compounds involved: O-alkylation of
7-hydroxycoumarin; bromination at the 3-position of the 7-bromoalkoxycoumarins; amination
of the alkyl chain of 3-bromo-7-bromoalkoxycoumarins; Suzuki coupling reaction of the 3-
bromo-7-aminoalkoxycoumarins; Buchwald coupling reaction of the 3-bromo-7-aminoethoxy-
coumarins; all reactions presented regular to good vyields. After purification, the
characterization of compounds by spectroscopic techniques (*H and *3C NMR) and high
resolution mass spectrometry confirmed the products. All synthesized compounds were able to
inhibit AChE selectively against BChE, in which the most active compound presented 1C50 =
0,02 pM and selectivity of 337 (BChE ICso / AChE ICsp), acting very similarly to reference
drug donepezil (AChE 1Cso = 0,007 uM and selectivity of 341). Additionally, the compounds
showed mixed inhibition profile for both cholinesterases, which was corroborated by molecular
docking analyzes that demonstrated the interaction of the compounds with the catalytic (CAS)

and peripheral (PAS) sites.

KEY WORDS: Coumarin, Alzheimer's Disease, AChE Inhibitors, AS Plate Aggregation

Inhibitors.
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1.  INTRODUCAO

1.1. Doenca de Alzheimer

1.1.1. Histérico

Em 3 de novembro de 1906, o psiquiatra alem&o Alois Alzheimer (Figura 1) descreveu
pela primeira vez um quadro clinico caracteristico de uma determinada doenca
neurodegenerativa que foi posteriormente nomeada de Doenca de Alzheimer por Emil
Kraepelin em 1915. Neste Unico caso, o de uma paciente com 51 anos, de nome Auguste Deter,
Alzheimer descreveu as caracteristicas clinicas tipicas, como os distdrbios de memoria e as
imagens histopatoldgicas de corpos celulares do sistema nervoso central como a formacéao de
placas amiloides e feixes densos de fibrila, que hoje sabemos ser as principais caracteristicas
da doenca (KRAEPELIN, 1915).

Figura 1. Foto do psiquiatra Alois Alzheimer (Hospital do Coracéo, 2018).

1.1.2. Epidemiologia e fatores de risco

A doenca de Alzheimer (DA) é a forma mais comum de deméncia, estando relacionada
a 50-60% destes casos. A prevaléncia de deméncia € inferior a 1% em individuos com idade
entre 60 e 64 anos, porém com o aumento da idade esse quadro muda de figura, mostrando um
incremento percentual quase exponencial, de forma que em pessoas com 85 anos ou mais a

incidéncia esta entre 24% a 33%. Nos paises em desenvolvimento ndo ha muitos dados
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representativos, contudo estima-se que cerca de 60% dos pacientes mundiais com deméncia
vivam nestes paises (FERRI et al., 2006). A Doenca de Alzheimer, por ser muito comum, é um
problema de satde publica importante. Dados de 2016 indicam que mais de 47 milhdes de
pessoas tinham a doenca. Estima-se que esse numero deva duplicar a cada 20 anos, atingindo
75 milhdes de pessoas em 2030 e 131 milhdes em 2050, devido ao aumento previsto da
expectativa de vida (PRINCE et al., 2016).

1.1.3. Patogénese

Mais do que o quadro descrito por Alois Alzheimer em 1906, hoje sabe-se que a DA é
uma doenca multifatorial com véarios desbalancos fisioldgicos que sdo prejudiciais ao paciente.
No entanto, a maneira como esses fatores se originam e evoluem a ponto de prejudicar as
funcBes neuronais continuam indefinidos. A nivel microscopico, as lesdes caracteristicas da
DA séo placas senis (ou neuriticas) e emaranhados neurofibrilares nas estruturas do lobo
temporal medial e areas corticais do cérebro, juntamente com uma degeneracdo dos neurénios
e das sinapses (KAPAKI et al., 2007). Varios mecanismos patogénicos que estdo por tras dessas
mudancas tém sido estudados, incluindo a agregacdo de placas A-Amiloide (Ap),
hiperfosforilacdo de proteina tau — com a formacéo de emaranhados —, disfungdo neurovascular
e outros mecanismos, tais como alterac@es do ciclo celular, processos inflamatorios, estresse
oxidativo e disfuncdo mitocondrial (KAPAKI et al., 2007; BUTTERFIELD; BOYD-
KIMBALL, 2018). Na Figura 2 temos uma representacdo comparativa entre um cérebro
saudavel e de um portador da DA em estagio avancado, na qual podemos observar a grande
perda de tecido neuronal que leva a alteracdo de todo o cérebro de pacientes portadores da DA
neste estagio. A imagem mostra um corte frontal onde podemos observar um encolhimento do
cortex (em azul na Figura 2-A), danificando as regides envolvidas com o0s pensamentos, planos
e lembrancas; um encolhimento grave no hipocampo (circulado na Figura 2-B), uma regido do
cortex que exerce papel importante na formacdo de novas lembrangas; € um aumento nos

ventriculos (circulado na Figura 2-C), espacos preenchidos por fluido dentro do cérebro.
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Figura 2. Representacdo da degradacgdo neuronal através de corte frontal de cérebros saldaveis
e de pacientes portadores da DA em estagio avancado. Destacando: A) O cortex cerebral em
azul; B) O hipocampo circulado em branco; C) Os ventriculos circulados em branco (Adaptado

de alzheimer’s association, 2018).

1.1.4. A importéncia da acetilcolina na DA

A acetilcolina (ACh) foi identificada pela primeira vez em 1914 pelo médico e
farmacologista Henry Hallett Dale (1875-1968) por suas a¢fes no tecido cardiaco (DALE,
1914). Foi confirmada como um neurotransmissor pelo farmacologista e psico-biélogo Otto
Loewi (1873-1961), que inicialmente deu o nome de Vagusstoff, porque era liberado pelo
nervo vago, sendo o primeiro neurotransmissor a ser descoberto (LOEWI, 1936; DALE, 1937).
Ambos receberam o Prémio Nobel de Medicina em 1936 por seu trabalho. O nome atualmente
utilizado, acetilcolina, € oriundo de sua estrutura quimica: um éster de &cido acético e colina
(Figura 3). Partes do corpo que usam ou sdo afetadas pela acetilcolina sdo denominadas
colinérgicas e substancias que interferem na atividade da acetilcolina sdo chamadas
anticolinérgicas (TIWARI et al., 2013).
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Figura 3. Fotos dos pesquisadores Henry Hallett Dale (a esquerda) e Otto Loewi (a direita),

primeiros pesquisadores a identificar a acetilcolina (3) como um importante neurotransmissor
(HALPERN, 1969; DALE, 1962).

A ACh é o neurotransmissor encontrado na juncdo neuromuscular, em outras palavras,
¢ a substancia quimica que os neurdnios motores do sistema nervoso liberam para ativar 0s
musculos. Esta propriedade significa que os farmacos que afetam os sistemas colinérgicos
podem ter efeitos muito perigosos, desde paralisia até convulses. A acetilcolina também é
utilizada como neurotransmissor no sistema nervoso autdnomo (regula as fungdes corporais,
como a frequéncia cardiaca, a digestdo, a frequéncia respiratoria, a resposta pupilar e a
excitacdo sexual), como transmissor interno do sistema nervoso simpatico (responsavel por
estimular a resposta de luta ou fuga do corpo, complementando o sistema nervoso
parassimpatico) ou como produto final liberado pelo sistema nervoso parassimpatico
(responsavel pela estimulacdo de atividades que ocorrem quando 0 corpo estd em repouso,
especialmente apds a ingestdo de alimentos, e também por outras funcGes como a salivacgéo,
lacrimejamento, miccdo, digestdo e defecacdo) (SMYTHIES; DE LANTREMANGE, 2016).
A biossintese da ACh se d& pela agdo da enzima colina acetiltransferase (ChAT), sendo, em
seguida, armazenada em vesiculas para ser posteriormente secretada. Apos sua secrecdo, ela
pode seguir por dois caminhos, sendo eles sua ligagdo no receptor colinérgico ou sua
degradacdo pela enzima acetilcolinesterase (AChE), gerando como produtos um ion acetato e
um ion de colina (2). Posteriormente, a molécula de colina é transportada para o neurdnio pré-
sinaptico, sendo entdo utilizada na sintese de uma nova molécula de ACh (Figura 4)
(FRANCIS et al., 1999).
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Figura 4. Representacao do ciclo da acetilcolina nos neurdnios — (1) sintese; (2) secrecéo; (3a)
hidrolise; (3b) ligagdo no receptor; (4) colina sendo transportada para o terminal axénico
(Adaptado de Arquivo BioQui, 2018).

No sistema nervoso central (SNC), como foi citado anteriormente, a ACh desempenha
um papel importante no aprimoramento do estado de alerta quando acordamos, na manutencéo
da atencdo, no aprendizado e na memoria. Foi demonstrado que os danos ao sistema colinérgico
(produtor de acetilcolina) no cérebro estdo associados aos déficits de memaria presentes na DA.
Isso se da porque os portadores desta doenca apresentam niveis baixos de acetilcolina, devido
a uma diminuicdo na concentracdo da ChAT no cdrtex e no hipocampo, assim como uma
reducdo dos neurdnios colinérgicos (KASA; RAKONCZAY; GULYA, 1997; JONES, 2005;
HIMMELHEBER; SARTER; BRUNO, 2000; RIDLEY, et al., 1984; FRANCIS et al., 1999).
Estudos realizados em macacos por Easton e colaboradores em 2002 mostraram que a
interrupgdo do fornecimento de acetilcolina ao hipocampo e areas corticais adjacentes provocou
perda de memdria nos animais comparavel & amneésia anterograda (deficiéncia em formar novas
memorias) em humanos, se mostrando muito similar ao que ocorre com 0s pacientes portadores
da DA (EASTON et al., 2002).



Outra enzima capaz de degradar o neurotransmissor ACh, ainda que em menores
proporcdes, € a enzima butirilcolinesterase (BChE), também conhecida como
pseudocolinesterase ou colinesterase plasmatica. A BChE é produzida pelo figado e esta
presente principalmente no plasma sanguineo. Embora suas principais fungdes ainda nao sejam
conhecidas, estudos indicam que pacientes com baixa atividade de BChE, apresentam maiores
riscos de morte decorrente de complicagcOes cardiovasculares, indicando que a atividade desta
enzima promove um efeito protetor em relacdo a mortalidade cardiovascular (CALDERON-
MARGALIT etal., 2006; GOLIASCH, 2012; ASTORINO et al., 2017). Por outro lado, embora
a ACh, no cérebro saudavel, seja hidrolisada em menores proporc¢des pela BChE, ha evidéncias
de que esta compensa a perda de AChE neuronal na DA avancada, assumindo a funcéo da
AChE. Estudos com camundongos geneticamente modificados, com desativacdo da AChE,
mostraram que os mesmos nao sofreram hiperativacdo colinérgica na auséncia desta enzima,
indicando que a hidrolise da ACh foi controlada pela BChE (MESULAM et al., 2002). Além
deste, outros relatos mostram uma correlagéo positiva entre inibicdo seletiva da BChE, melhor
desempenho cognitivo e aquisicdo de memoria (FURUKAWA-HIBI et al., 2011; MAURICE
et al., 2016). Dessa maneira, a inibicdo da BChE pode também constituir um alvo terapéutico

para uso clinico na DA avancada, na qual os inibidores da AChE se mostram ineficientes.

1.1.5. A agregacao de placas #-Amiloide em portadores da DA

Sabe-se que portadores da DA possuem acumulo de placas compostas por amiloides no
entorno de suas células neuronais. Em altima instancia, o acimulo destas placas leva a morte
neuronal em regides especificas do cérebro, como o cortex cerebral, o hipocampo, o cortex
entorrinal e o estriado ventral, as quais sdo responsaveis pelas funcBes cognitivas
(NALIVAEVA; TURNER, 2013).

O peptideo p-Amiloide (Ap) é o principal componente destes depositos extracelulares
de amiloides no tecido cerebral de portadores de DA, estando presentes essencialmente na
regido do hipocampo. O peptideo ApS é gerado a partir da clivagem enzimatica sequencial da
proteina percussora de amiloide (PPA), havendo variagdo no comprimento do fragmento
gerado, sendo ele de 39 a 42 aminoéacidos (LUO; RODINA; CHIOSIS, 2008). Embora ndo se
conheca a principal funcdo fisioldgica da PPA, acredita-se que a mesma exerca um papel
importante no desenvolvimento cerebral, na regulacdo da atividade da proteina GO, na
plasticidade sinaptica e na memdria (NALIVAEVA; TURNER, 2013). O mecanismo de
clivagem proteolitica da PPA pode ocorrer por duas vias, sendo elas a via ndo-amiloidogénica



e a amiloidogénica. Em 1992, Hardy e Higgins publicaram o primeiro trabalho propondo a
sequéncia de eventos denominada "hip6tese da cascata amiloide", o qual postula que o peptideo
A elou os produtos de clivagem da PPA, sdo neurotoxicos e podem levar a formacéo das placas
senis, resultando em morte celular (HARDY; HIGGINS, 1992). Segundo essa hipdtese, duas
secretases, a f-secretase e a y-secretase, clivam a PPA em diferentes lugares, originando
fragmentos de peptideo AS de diferentes tamanhos, em especial com 40 e 42 residuos, sendo
eles respectivamente os peptideos Af1.40 € Af1-42 (LEVY etal., 1990; CHEIGNON et al., 2017).
Embora o fragmento de Af1-40 Seja 0 mais comum, atualmente considera-se que o fragmento
de ApBi-42, 0 mais hidrofébico, possui um maior potencial amiloidogénico, apesar de ambos
serem capazes de se agregar e originar protofibrilas, fibrilas e, por fim, placas insoliveis
(SOREGHAN; KOSMOSKI; GLABE, 1994; CHEIGNON et al., 2017). Em cérebros saudaveis
0 peptideo A também é formado, mas sofre uma degradacdo proteolitica por proteases de
degradacéo de peptideos A5 (ABDPS), que sdo responsaveis por regular os niveis de peptideos
A no cérebro (Figura 5), mostrando que no paciente com DA existe um desbalan¢o nesse
processo natural (SAIDO; LEISSRING, 2012).
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Figura 5. Formac&o dos peptideos Af seguida do seu acimulo, levando & formagao das placas
A insoltveis em cérebros portadores da DA (Adaptado de CHEIGNON et al., 2017).

Na presenca do peptideo Af1-42, a forma mais toxica do mesmo, os neurdnios do cortex
e do hipocampo também sofrem modificagdes, resultando na indugédo de déficits cognitivos e
de memoria, mesmo sem ocorrer a morte neuronal (DANYSZ; PARSONS, 2012). Portanto, o
acumulo progressivo do peptideo e a seérie de eventos amiloidogénicos que levam a formacao

das placas, verificado experimentalmente por meio da administracdo repetida de peptideos Aj



em ratos, sdo considerados importantes mecanismos nas fases iniciais de perda da memoria
(YAMADA et al., 2005). Dessa forma, a producao de agregados de placas Ag € considerada
central na patologia da DA, ainda que estas deposicdes possam ser também detectadas em
pequenas quantidades em cérebros de idosos sadios (Figura 6) (HARDY; HIGGINS, 1992).
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Figura 6. Representacdo comparativa de neur6nios saudaveis e de portadores da DA (com

agregacéo de placas Ap) (Adaptado de alzhermer’s association, 2018).

1.1.6. Tratamento da DA na atualidade

O conhecimento dos distarbios de neurotransmissores na DA tem guiado o
desenvolvimento de fA&rmacos com efeitos sobre os sintomas da doenga, que séo aprovados em
muitos paises. Estes farmacos atuam sobre o estado comportamental do paciente, mas ndo na
cura da doenca. Diversas abordagens terapéuticas sdo aplicadas no tratamento dos sintomas
comportamentais como, agitacdo, depressao, alucinacdes e delirios, que sdo mais frequentes
com a progressdo da enfermidade. Além disso, avancos da pesquisa na patogénese molecular
da DA também tém levado a novos farmacos como potenciais modificadores da doenca, que
agora vém sendo utilizados em ensaios clinicos (FERRI et al., 2006; SALOMONE et al., 2012;
FALCO et al., 2016; GODYN et al., 2016).



A hipdtese colinérgica da DA afirma que a degeneracdo dos neurdnios colinérgicos nos
nucleos do prosencéfalo basal, provoca distlrbios nos terminais colinérgicos pré-sinapticos no
hipocampo e no neocdrteXx, que sdo regides de extrema importancia para distdrbios de memoria
e outros sintomas cognitivos (TERRY; BUCCAFUSCO, 2003). Como resultado da
neurodegenaracdo, a atividade de neurbnios colinérgicos, aqueles que utilizam o
neurotransmissor ACh, € reduzida. Uma abordagem terapéutica para melhorar a
neurotransmissao colinérgica é aumentar a disponibilidade de ACh pela inibicdo da AChE, a
enzima responsavel pela hidrolise da acetilcolina na fenda sinaptica (FERRI et al., 2006).

Os inibidores da AChE donepezila (4), rivastigmina (5) e galantamina (6) sdo aprovados
para uso clinico na doenca de Alzheimer (Figura 7). Galantamina (6) e donepezila (4) séo
inibidores seletivos da AChE, enquanto que a rivastigmina (5) inibe a AChE e também a

buturilcolinesterase (BChE) com afinidades semelhantes.

Donepezila (4) Galantamina (5) Rivastigmina (6)
Figura 7. Representacdo estrutural dos farmacos inibidores da AChE utilizados no tratamento
da DA.

Outro farmaco utilizado, principalmente nos estagios mais avancados da doenca, é a
memantina (nome comercial: Namenda®) (7), que foi aprovado para uso clinico em 2003
(Figura 8). A abordagem terapéutica da memantina (7) segue a hipdtese glutamatérgica,
também conhecida como excito-tdxica. O glutamato, o principal neurotransmissor excitatorio
do sistema nervoso central, tem sua atividade mediada por receptores de trés tipos, sendo um
deles, o N-metil-d-Aspartato (NMDA). Segundo a hipétese glutamatérgica, em condicGes
especificas, tais como, a alteragdo do metabolismo energético celular, ocorre uma excessiva
ativacdo de receptores de NMDA. Uma vez que o glutamato alcance os receptores NMDA das
células de superficie, pode ocorrer uma alteracdo na homeostase de célcio, o levando a fluir

livremente para dentro da célula, uma vez aumentada a concentracdo de calcio no meio



intracelular, este pode provocar o processo de apoptose (degeneracdo e morte) neuronal.
Portanto, a hipotese glutamatérgica postula que, essa excito-toxidade glutamato-dependente
possa constituir um dos mecanismos patogénicos necessarios para a manutencao e amplificacéo
do processo neurodegenerativo. Dessa forma, o fa&rmaco memantina (7) age inibindo os
receptores NMDA (FALCO et al., 2016).

NH,

Memantina (7)

Figura 8. Estrutura do farmaco mematina, inibidor de receptores NMDA.

A hipétese da cascata amiloide afirma que a acumulacdo de placas Af no cérebro € o
principal fator que impulsiona a patogénese da doenca (HARDY, 2002; HARDY, 2009). Além
disso, os depositos de peptideos Ag infligem lesGes oxidativas nos neurdnios circundantes e
provocam uma resposta inflamatoria aguda, o que contribui para a neurodegeneracao observada
na DA (CASADESUS et al., 2007; SALOMONE et al., 2012). Embora ainda ndo haja nenhum
farmaco aprovado para o tratamento da DA com essa abordagem terapéutica, existem
candidatos a farmacos sendo estudados em fase clinica (FALCO et al., 2016; GODYN et al.,
2016; LIU et al., 2017). Um exemplo disso é a Epigalocatequina-3-galato (EGCG) (8), um
flavanol natural derivado do cha verde que apresenta maltiplas atividades neuroprotetoras. Em
sua principal acéo terapéutica no tratamento na DA, 0 EGCG liga-se ao peptideo Ag, inibindo
a formacdo das placas senis. Atualmente ele se encontra na fase 111 dos ensaios clinicos para
tratamento da DA (XICOTA et al., 2017). Dentro desse contexto amiloidogénico, outros alvos
que passaram a ser explorados sdo as enzimas /- e y-secretases, por desempenharem papel
essencial na formac&o de agregados de peptideos A (GODYN et al., 2016; LIU et al., 2017).
O composto CHF5074 (9), com uma formulagdo baseada na estrutura de R-flurbiprofeno, esta
sendo testado como um modulador de jy-secretase. O mesmo exibiu um perfil de seguranca
aceitavel na fase | e estd atualmente em fase Il de testes clinicos. Ele mostrou ter efeitos no
SNC dependentes da dose, sendo eles, bem tolerados e seguros em portadores de DA de leve a
moderada (IMBIMBO et al., 2013). Outra substancia em fase clinica é a Elenbecestat (E2609)
(10). Esta atua como inibidora da enzima f-secretase e, nos estudos da fase Il, mostrou-se capaz

de provocar redugdes consideraveis dos niveis do peptideos A cerebral, além de ter se revelado
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segura e tolerdvel apos 18 meses de tratamento. Atualmente a mesma encontra-se na fase Ill
dos estudos clinicos. (Figura 9) (BERNIER et al., 2013; LYNCH et al., 2018).
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Figura 9. Representacdo estrutural de inibidores da agregacdo de placas Af e das enzimas -

secretase e f-secretase que atualmente se encontram em fase clinica para o tratamento da DA.

Além da busca por compostos inéditos, alguns farmacos ja aprovados para tratar outras
enfermidades podem ser reposicionados para o tratamento da DA, com diferentes abordagens
terapéuticas, incluindo a inibicdo da formacdo de placas AS (GODYN et al., 2016). A
nilvadipina (11, Figura 10), por exemplo, é um farmaco aprovado para o tratamento da
hipertensdo (com o nome comercial Nivadil®) e esta na fase 11l dos estudos para o tratamento
da DA. Observagoes clinicas revelaram sua influéncia positiva na cognicdo em pacientes
tratados com a substancia. No modelo de camundongo portador de DA, a nilvadipina (11)
reduziu os niveis de peptideo Af no cérebro e aumentou a depuracdo das placas Ag atraves da
barreira hematoencefalica. Devido a estes resultados promissores, a nilvadipina (11) foi
introduzida em ensaios clinicos como um potencial farmaco anti-DA. Segundo o relato mais
recente na literatura, ela esta sendo submetida a um estudo europeu de fase 11, controlado por
placebo, com enfoque em pacientes portadores da DA de leve a moderada (LAWLOR et al.,
2014).
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Nilvadipina (11)

Figura 10. Estrutura do farmaco nilvadipina, atualmente em fase I11 nos estudos clinicos para
o0 tratamento da DA.

1.2. Cumarinas e suas propriedades

O estudo das cumarinas (12) foi iniciado hd mais de dois séculos, sendo que 0 nome
deste grupo quimico amplamente encontrado na natureza deriva do nome da planta
Coumarouna Odorata, ou Dipteryx Odorata, da qual foram isoladas pela primeira vez em 1820
por VVogel (BORGES et al., 2005; BOISDE; MEULY, 2007).

Cumarinas (12) sdo lactonas do acido orto-hidroxi-cinamico (Figura 11). Elas estdo
presentes em diversos vegetais, tais como, guaco (CARVALHO; MARTINS, 2004; AMARAL
et al.,, 2009), castanha da india (muito utilizada contra varizes) (MURI; DE MELLO;
METSAVAHT, 2016), imburana, agrido, cumaru, canela, entre outros, e também estdo

presentes em algumas frutas como morango, cereja e damasco (RODRIGUES, 2005).

5 4

10
6©f\t\i
7
0" ,~0
8912

Cumarina (12)

Figura 11. Representacédo da estrutura basica de uma cumarina.

As cumarinas sao alvo de continuas investigagdes de interesse bioldgico devido as suas
propriedades, tais como: anti-HIV (KUDO et al.,2013), anti-tuberculose (PATEL et al., 2013),
anti-influenza (KHOMENKO et al., 2017), anti-DA (SUN et al., 2014), anti-inflamatério
(GROVER et al.,2014), antimicrobiana (PATEL; KUMARI; PATEL, 2013), anticoagulante
(LEI et al., 2015), anti-diabético (KHAN et al., 2014), entre outras (PEREIRA et al., 2018).
Além de suas propriedades terapéuticas, elas possuem uma caracteristica fotofisica interessante
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que ¢ a fluorescéncia. Isso se deve a seu sistema 7 conjugado, fazendo com que elas exibam
forte fluorescéncia na regido do UV-vis (visivel) que as tornam apropriadas para uso como
corantes, laser de corante, sondas e biomarcadores por fluorescéncia (KOVAC; NOVAC, 2002;
PEREIRA et al., 2018).

Por conta de sua vasta aplicabilidade, diversos grupos de pesquisa vém se dedicando no
desenvolvimento de novas vias sintéticas e protocolos para executar mais facilmente a reacdo
chave de ciclizacéo do anel heterociclico e sua derivatizacao regiosseletiva. Dessa forma, tem-
se aumentado o uso de tecnologias na sua sintese, a fim de diminuir os tempos de reagéo e
facilitar a obtengdo de seus derivados, como micro-ondas reacional, ultrassom, novos
catalisadores, solventes mais “verdes” e reagdes livres de solvente (SYMEONIDIS et al., 2009;
LAUFER; HAUSMANN; HOLDERICH, 2003; FRERE et al., 2001). Os métodos classicos e
mais utilizados para obter os derivados cumarinicos sdo as reacGes de Perkin, Pechmann e

Knoevenagel.

1.2.1 Reacdo de Perkin

As primeiras cumarinas foram sintetizadas em meados do século XIX, tendo como
metodologia pioneira a famosa sintese de Perkin. Ela consiste na obtencdo de cumarinas (15)
pela condensacéo aldélica entre 2-hidroxibenzaldeido (13) e anidrido acético (14), em presenga
de um sal béasico (Esquema 1) (MURRAY, 1995).

(13) (14) (15)

Esquema 1. Esquema reacional de Perkin.

1.2.2. Reagdo de Pechmann

A reacdo de Pechmann consiste na obtencdo de cumarinas (18) a partir da condensacao
de fenois (16) com p-cetoesteres (17), em presenca de catalise acida (Esquema 2). Esse
protocolo de sintese foi amplamente utilizado para obtengdo de cumarinas visando aplicacoes
em quimica medicinal e na industria (SYMEONIDIS et al., 2009). Com o objetivo de aumentar
os rendimentos e reduzir o tempo reacional, diversos grupos de pesquisa tém se dedicado para

otimizacdo dos parametros reacionais. Sdo exemplos de otimizacGes realizadas com sucesso, a
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utilizacdo de suporte solido como catélise e de micro-ondas reacional (LAUFER,;
HAUSMANN; HOLDERICH, 2003; FRERE et al., 2001).

R4
O O
: xR
R OH ' R“MO/\ m
’ Rs R; o)o)

(16) (17) (18)

Esquema 2. Esquema reacional de Pechmann.

1.2.3. Reacdo de Knoevenagel

A reacdo de Knoevenagel consiste na obtencdo de cumarinas (21) a partir da
condensacdo de aldeidos (19) com metilenos (20) ativados em presenca de uma base branda
como catalisador, que pode ser substituida, em alguns casos, por combinagfes de &cidos de
Lewis ou acidos carboxilicos com aminas (Esquema 3). Essa metodologia é amplamente
utilizada na sintese derivados cumarinicos substituidos na posicdo Rz e R7 (TRKOVNIK;
IVEZIC, 2000; PEREIRA et al., 2016).

(19) (20) (21)

Esquema 3. Esquema reacional de Knoevenagel.

1.2.4. Uso de cumarinas na DA frente a inibicdo de acetilcolinesterase e formacgéo de
placas p-Amiloide

Nos ultimos anos compostos contendo o ndcleo cumarinico tém sido descritos na
literatura como bons inibidores frente 8 AChE e até mesmo da agregacéo de placas Ag. Para
fins de comparacéo das atividades frente a estes alvos, a literatura sempre lanca mao do uso de
compostos referéncias com reconhecidas atividades, sendo a donepezila (4), a galantamina (6)
e a tacrina (22) os principais controles utilizados para o estudo da inibicdo da AChE e a
curcumina (23) para a inibicdo da agregacdo de placas AS (SUN et al., 2014). A tacrina
(Cognex®) foi o primeiro medicamento aprovado para o tratamento da DA pela agéncia
regulatoria americana US Food and Drug Administration (FDA), contudo ndo é mais utilizada
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devido & sua hepatotoxidade (Figura 12) (FORLENZA, 2005). A curcumina é um produto
natural derivado do acafrdo, sua atividade frente a agregacdo de placas Ag foi reportada pela

primeira vez em 2001 por Lim e colaboradores (LIM et al., 2001).

NH, O O
| N _0O AN = O g
N" HO ‘ ‘ OH
Tacrina (22) Curcumina (23)

Figura 12. Representacéo estrutural da tacrina (22) e da curcumina (23).

Em 2016, Montanari e colaboradores, desenvolveram um trabalho que visava a sintese
de compostos cumarinicos com possivel atividade inibitdria, entre outras, frente a AChE e
agregacdo de peptideos Ap1-42. Os compostos foram sintetizados mantendo a substituicao etil-
dibenzilaminica na posi¢do 3 da cumarina (farmacoforo responsavel pela atividade inibitdria
da AChE e da formacdo de placas Ap) e variando o numero de carbonos espacadores na cadeia
alcoxilica— 4 e 5 metilenos — assim como a posi¢éo (6 ou 7 do nucleo cumarinico) a qual estes
grupos se ligavam. Os resultados obtidos nos ensaios de inibicdo frente a AChE humana
(hAChE) foram bastante promissores, enquanto frente a agregacéo de peptideos ApB1.42 foram
obtidos bons resultados apenas para alguns compostos da série (Figura 13). Os compostos
substituidos na posi¢cdo 7 da cumarina (25a e 25b) apresentaram os melhores resultados em
ambos os alvos, sendo o composto 25a 0 mais ativo frente a agregacdo de placas Api-4,
apresentando uma inibicdo de 62% da agregacdao a 50 uM e uma concentracdo inibitéria de
50% da atividade enzimaética (Clso) de 12,9 nM frente 8 hAChE. Ja o composto 25b foi 0 mais
ativo frente a hAChE, apresentando um Clso = 11,1 nM e uma porcentagem inibitoria de 59,2%
da agregacdo de peptideos Api-42. Adicionalmente, alguns dos demais compostos da série
apresentaram bons resultados, principalmente frente a hAChE, como os compostos 24a, 24b e
26 (Figura 13) (MONTANARI et al., 2016).
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(26)
Compostos  n hAChE Inibicdo Af142
Clso (NM) a 50 UM (%)
24a 3 30,5 10,3
24b 4 11,7 56,4
25a 3 12,9 62,0
25b 4 11,1 59,2
N ) 273 15,4
donepezila - 23,1 <10

Figura 13. Representacdo estrutural dos compostos sintetizados no trabalho de Montanari e
colaboradores (24a-26) e valores de Clso frente @ hAChE e porcentagem inibitéria frente a

agregacao de peptideos Ap1.42 destes e do controle donepezila (4).

Em 2017, Lan e colaboradores desenvolveram um trabalho de planejamento e sintese
de derivados cumarinicos hibridos (27a-h) como possiveis agentes multialvos para o tratamento
da DA. Dentre estes alvos, estavam a inibi¢cdo da AChE e da agregacdo de peptideos Af1-42, N0S
quais, inclusive, o grupo obteve resultados bastante promissores. A sintese dos compostos se
deu variando a natureza e posic¢ao do grupo ligado ao anel benzilico. Os compostos mais ativos
da serie frente a agregacgéo de peptideos Api-42 foram aqueles com benzilas substituidas com
um atomo de bromo (27f-h), sendo 27h o mais ativo, proporcionando 67,6% de inibicdo da
agregacao de peptideos Af1-42a 20 UM, e um Clso = 217 nM frente & AChE de enguia elétrica
(EeAChE). De forma geral, os compostos que apresentaram maior atividade inibitéria frente a
EeAChE foram aqueles em que o anel benzilico era orto-substituido, exceto quando o

substituinte era o atomo de fldor, quando entdo o melhor resultado observado foi para o
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substituinte em para. O composto 27c¢ foi 0 que se mostrou mais ativo frente a EeAChE,
apresentando um Clso = 35,4 nM e uma atividade inibitoria de 55,2% a 20 pM frente a
agregacdo de peptideos Api42. Nos ensaios de citotoxidade, realizados em células de
neuroblastoma, o composto 27d ndo apresentou citotoxidade a 100 uM, sendo, portanto, o Gnico
composto que teve sua cinética de inibigdo frente a EeAChE estudada, sendo esta do tipo mista.
Na Figura 14 se encontram 0s compostos mais ativos da série sintetizada e seus respectivos
valores de Clso frente a EeAChE e porcentagem inibitéria da agregacdo de peptideos Api.s2,

bem como os controles utilizados (LAN et al., 2017).

A
Ri N o) 0”0
N
R, ®NF
R B(?
3 (27a-h)
EeAChE Inibicdo Ap1-42
Compostos Ri1 R2 Rs
Clso (nM)  a20 uM (%)
27a H H F 65,3 53,7
27b F H H 36,9 49,1
27¢c H H CHs 35,4 55,2
27d H CHs H 83,6 62,1
27e CHs H H 250 58,5
27f Br H H 78,1 63,7
279 H Br H 128,6 62,7
27h Br H H 2175 67,6
donepezila - - - 31,8 -
curcumina - - - - 65,2

Figura 14. Representacdo estrutural dos compostos sintetizados no trabalho de Lan e
colaboradores (27a-h) e valores de Clso frente 8 EeAChE e porcentagem de inibigéo frente a

agregacao de peptideos Apf1-42 destes e dos controles: donepezila (4); e curcumina (23).

Em 2018, Hiremathad, Chand e Keri desenvolveram um trabalho no qual foram
sintetizados uma série de derivados cumarinicos visando, entre outras, suas possiveis atividades

de inibicdo frente 8 AChE e a agregacao de peptideos Af1-42, apresentando bons resultados em
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ambos os alvos. Os compostos foram sintetizados variando-se o0 nimero de carbonos
espacadores (n=1, 2 e 3) e a natureza dos grupos R e R: (Figura 15), sendo eles hidrogénio
(H) e metoxila (OCH3) em ambos 0s casos.

Dos compostos sintetizados com n =1 ou 2, aqueles contendo R = Ry = OCH3 obtiveram
as melhores atividades inibitorias de agregacao de peptideos Af1.42, sendo 28¢ 0 composto mais
ativo, inibindo em 72,1% da agregacdo a 40 uM e apresentando um Clso = 0,32 uM frente a
AChE de arraia elétrica (TCAChE). Entretanto, isso ndo foi observado nos compostos com n =
3, visto que o composto mais ativo desta série foi 0 28e (R = H e R; = OCHz3), apresentando um
Cls0=0,27 uM frente a TCAChE, e 64,5% de inibicdo a 40 UM frente a agregacdo de peptideos
Ap142. Na Figura 15 encontram-se 0s compostos mais ativos da série com seus respectivos
valores de Clsp frente @ TCAChE e porcentagens inibitorias frente a agregacgdo de placas Ap,
bem como o controle utilizado (HIREMATHAD; CHAND; KERI, 2018).

H
X N/\M,N o R,
H n= 1-30
0~ o
R (28a-f)
TcAChE Inibicdo Ap-42
Compostos n R R1
Clso (UM) a 40 uM (%)
28a 1 OCHs OCHs 0,27 64,5
28b 2 H OCHs 0,62 68,7
28c 2 OCHs OCHs 0,32 72,1
28d 3 H OCHjs 0,42 56,5
28e 3 OCHs H 0,18 44,5
28f 3 OCHs OCHs 0,224 64,5
donepezila - - - 0,031 -

Figura 15. Representacdo estrutural dos compostos sintetizados no trabalho de Hiremathad,
Chand e Keri (28a-h) e valores de Clso frente a TCAChE e porcentagem de inibicdo frente a

agregacéo de peptideos Ap1.42 destes e do controle, donepezila (23).

Em 2018, Jiang e colaboradores sintetizaram uma série de derivados cumarinicos
planejados como inibidores da AChE e de agregacdo de peptideos Afi-42, no qual foram

observados bons resultados, principalmente frente a AChE. A partir de um estudo inicial de
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otimizacdo estrutural, no qual variou-se a natureza dos grupos ligados ao grupo tioéster (em
vermelho na Figura 16), elegeu-se o anel piperidinico (em azul na Figura 16) como grupo fixo,
uma vez que este apresentou os resultados mais promissores frente 8 hAChE (mais potente) e a
agregacédo de peptideos Af1-42 (segundo mais potente) concomitantemente. Em um segundo
momento, ampliou-se a série de derivados contendo o grupo piperidinico, variando-se 0 numero
de carbonos espacadores presentes da cadeia alifatica entre o grupo tioéster e o nucleo
cumarinico (Figura 16). Os melhores resultados de inibicdo da hAChE e da agregacéo de

peptideos Ap1-42 foram obtidos para os compostos que possuiam cadeia alifatica de até 5

oPse!
Nj(s\&/);\o oo
S

(29)

carbonos (n=1-4).

Figura 16. Representacédo da estrutura explorada no trabalho de Jiang e colaboradores.

Dentre os compostos sintetizados, 0s mais ativos se encontram na Figura 17 (30-32d)
com seus respectivos valores de Clso frente a hAChE e porcentagens inibitérias frente a
agregacdo de peptideos Api-a2, bem como os controles utilizados. Tomando como base 0s
grupos tioéster e cumarina, o aumento do nimero de carbonos espacadores entre eles levou a
uma melhora na atividade frente a ambos os alvos, que alcangou seu ponto 6timo com quatro
carbonos espacadores (n=3) (32c). A derivatizacdo da piperidina com grupos volumosos (30-
31) levou a um decréscimo da atividade colinesterasica, demonstrando a importancia deste
grupo para a atividade hibrida. O composto 32c, frente a hAChE, apresentou um Clso= 0,027
UM e proporcionou 40,19% de inibicdo da agregacédo de placas A a 25 pM. O ensaio de
citotoxidade, realizado em células de neuroblastoma, e o estudo de cinética enzimatica de
inibicdo da hAChE, foram feitos apenas para 0 composto 32c, nos quais, respectivamente, o
composto ndo provocou morte celular significativa a 50 uM e indicou que a inibigéo é do tipo
mista. O composto 31 foi 0 mais ativo frente a agregacao de placas Ag, proporcionando 43,53%
de inibicdo, e apresentando um Clso= 1,16 uM frente a hAChE (JIANG et al., 2018).
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(32a-d)

hAChE Inibicdo Ap142 a

Compostos n
Clso (nM) 25 UM (%)
30 - 1,99 35,44
31 - 1,16 43,53
32a 1 0,47 37,88
32b 2 0,29 37,03
32c 3 0,027 40,19
32d 4 0,21 40,03
donepezila - 0,041 -
curcumina - - 39,62

Figura 17. Representacdo estrutural dos compostos sintetizados no trabalho de Jiang e
colaboradores (30-32c) e valores de Clso frente a hAChE e porcentagem de inibicéo frente a

agregacéo de peptideos Ap1.42 destes e dos controles: donepezila (4) e curcumina (23).

Além dos relatos acima, diversas outras séries contendo o nucleo cumarinico foram
descritas na literatura. Como exemplo, temos os derivados conjugados a tacrina sintetizados
por Sun e colaboradores em 2014, dos quais os mais ativos frente a hAChE, apresentaram
constante de afinidade (Ki) de 16,7 a 66,1 nM e Clso de 5 a 66 UM frente a agregacéo de
peptideos AB1-42 (SUN et al., 2014). Outro exemplo, séo os derivados contendo dois nucleos
7-alcoxi-cumarinicos interligados sintetizados por Pisani e colaboradores em 2017, os quais
foram planejados como inibidores da AChE e todos mostraram-se ativos, apresentando Clsg de
0,059 a 9,90 uM frente a EeAChE (PISANI et al., 2017). Além destes, em 2018, Jalili-Baleh e
colaboradores, sintetizaram uma série de derivados 3-fenil-cumarinicos planejados como
multialvos para o tratamento da DA, estando a inibicdo da AChE e da agregacao de placas Ap
entre eles. Os compostos mais ativos frente a AChE apresentaram Clso de 7,3 a 12,6 UM e um
dos compostos sintetizados apresentou 62,4% de inibicdo a 100 uM frente & agregacdo de
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peptideo AB1.42 (JALILI-BALEH et al., 2018). Esses relatos demonstram a importancia deste
nacleo para as atividades inibitérias da AChE e da agregagdo do peptideo ApBi42, 0 que

corrobora com a proposta dessa dissertacao.
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2. OBJETIVOS

2.1.  Objetivos gerais

Este trabalho tem como objetivos gerais o planejamento, sintese e avaliagdo farmacoldgica
de novos derivados heterociclicos do tipo alquilamino-cumarinas como possiveis agentes
inibidores da enzima AChE e da agregacéo de placas Ag. O planejamento estrutural tem como
fundamento a construcdo de compostos hibridos simbidticos (VIEGAS et al., 2007) capazes de
atuar inibindo simultaneamente dois alvos que contribuem para a instalacdo e manutencéo da
DA. Ademais, serdo realizadas avaliagdes frente a modelos de inibi¢do enzimatica, in vitro, e
tedricos de interacdo com os biorreceptores alvos por modelagem molecular que ajudardo a
compreender melhor 0 modo de acdo destes compostos e também o planejamento de futuros

derivados.

2.2.  Objetivos especificos
2.2.1. Planejamento dos compostos

Recentemente, foram descritos na literatura compostos (Figura 18) contendo o ndcleo
alquilamino-indanona, responséveis por inibir a enzima AChE e agregacgdo de placas AS. Em
dois de seus melhores resultados, as estruturas (33) e (34) apresentaram, respectivamente,
valores de Clso iguais a 14,8 e 16,5 nM de inibigéo frente a EeAChE, 285,1 e 536,4 nM frente

a hAChE e porcentagens de inibigdo da agregacdo de placas Ap de 85,5% e 78% a 20 puM,
respectivamente (HUANG et al., 2014).

\Agregagéo de Placas Ag (20uM) - 85,5%

4 —/ \ )
N N—
A\
0 Q0
G\l\/\o ’ N\/\O ’
o) o]
(33) (34)
EeAChEi - 14,8 nM EeAChEi - 16,5 nM
hAChEi - 536,4 nM hAChEi - 285,1 nM

Agregacéo de Placas Ag (20uM) - 78@

Figura 18. Estrutura dos compostos 33 e 34 utilizados como protétipos no planejamento

estrutural (Adaptado de HUANG et al., 2014).
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O planejamento dos novos derivados alquilamino-cumarinicos (35; Esquema 4)
propostos nessa dissertacdo foi baseado em requisitos estruturais presentes nestes inibidores
alquilamino-indanona descritos acima (HUANG et al., 2014), assim como no amplo uso das
cumarinas para estas atividades farmacoldgicas. O planejamento das séries foi baseado na: 1-
manutencdo do grupamento alquilamino ciclico, que é o responsavel pela interagdo com o sitio
catalitico catiébnico da AChE; e 2- troca do nucleo indanona pelo cumarinico, através do
isosterismo ndo-classico de expansdo de anéis, a fim de se investigar o seu potencial como
constituinte estrutural para esta classe de compostos hibridos.

Adicionalmente, os grupos R escolhidos, indicados no Esquema 4, sdo essencialmente
hidrofébicos, visando interacdes com o sitio periférico da AChE, assim como com o peptideo
Ap142,uma vez que a inibigdo da agregacdo desses peptideos muitas vezes passa por interacdes

hidrofébicas.

(" )

EeAChEi - 14,8 nM
hAChEi - 536,4 nM
Agregacéo de Placas Ag (20uM) - 85,5%

Grupamentos R escolhidos

sl R

\
n='I,2,3,42r ) /©/N\ Z{Br
35
K

\ 2/

Esquema 4. Planejamento estrutural dos compostos alquilamino-cumarinicos com farmacoforo

de inibicdo da AChE e placas Ag oriundos do prototipo 33. Azul: farmacoforo responsavel

pela inibicdo da AChE; Verde: farmacoforo responsavel pela inibicdo da agregacao de placas
AB.
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2.2.2. Sintese e caracterizacdo dos compostos

Uso da cléssica sintese de Pechmann na construgdo do ndcleo cumarinico e uso de
técnicas atuais de derivatizacao deste pelo uso de reacdes de acoplamento cruzado de paladio.
Caracterizacdo dos compostos sintetizados por meio de técnicas de espectroscopia de
ressonancia magnética nuclear (RMN) de H e 3C e de espectrometria de massas de alta
resolugéo (EMAR).

2.2.3. Avaliacdo farmacolodgica

Investigacdo do perfil e da cinética de inibigdo dos compostos cumarinicos frente a
AChE e BChE e potencial inibitério dos compostos frente a agregacéo de placas AS. Avaliagédo
da atividade antioxidante e do perfil citotoxico dos compostos frente a linhagem de células
mamiferas e determinacdo da correlagdo estrutura-atividade da série visando a proposicao de

novos analogos.

2.2.4. Modelagem Molecular
Investigacdo teodrica do perfil de interacdo dos derivados cumarinicos com 0s
biorreceptores alvos por modelagem molecular através da técnica de “docking molecular”

(atracamento molecular) e otimizacdo dos resultados por métodos semi-empiricos.

3. MATERIAIS E METODODOS

A fase organica das reacdes foi seca sob sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente foi
evaporado a pressao reduzida em evaporador rotatério, modelo RV 10 digital e banho IKA,
modelo HB 10 digital.

O acompanhamento das reacdes foi feito através da técnica de cromatografia em camada
delgada (CCD), na qual foram utilizadas placas de aluminio Kieselgel 60 (HF-254, Merck) com
0,2 mm de espessura. A visualizacdo das substancias em CCD foi realizada em lampada
ultravioleta (254 e 365 nm).

A purificacdo dos compostos foi realizada a partir da técnica de cromatografias liquida
de adsorcdo em coluna (flash), Isolera Biotage, modelo ISO-4SV (ICE-UFRRJ). Para a
confeccdo da pastilha, utilizou-se silica gel 70-230 mesh (Merck). E como fase mdvel, foram
utilizadas as misturas solventes de acordo com as propriedades fisico-quimicas de cada

composto.
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Os espectros de RMN H foram obtidos em aparelhos Bruker Avance-500 e Bruker
Avance-400 (ICE-UFRRJ), operando a 500 MHz e 400 MHz, respectivamente. As amostras
foram dissolvidas em CDsOD, CDClz e DMSO-ds, contendo tetrametilsilano (TMS) como
referéncia interna e colocadas em tubos de 5 mm de diametro.

Os espectros de RMN 13C foram obtidos operando a 125 MHz e 100 MHz, em aparelho
Bruker Avance-500 e Bruker Avance-400 (ICE-UFRRJ), respectivamente, e as amostras foram
dissolvidas em CD30OD, CDClz e DMSO-ds, contendo TMS como referéncia interna.

As areas dos picos foram obtidas por integracdo eletronica e sua multiplicidade descrita
com: s-simpleto / sl-simpleto largo / d-dupleto / dd-duplo dupleto / t-tripleto / g-quarteto / quint-
quinteto / m-multipleto.

A analise de EMAR foi realizada usando um espectrdometro de massas de Orbita
quadrupolo Thermo Fisher Scientific QExactive ™ usando ionizagdo por electrospray (ESI).
As solucBes padrdo dos compostos (1000 ng mL™?) foram preparadas em agua/metanol 7 : 3
com 0,1% de acido formico e 5 mM de NH4CO:H (formato de aménio), e utilizadas por
insercéo direta.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho AAKER modelo PFM-II e os

valores ndo foram corrigidos.

3.1.  Sintese da 7-hidroxicumarina (38)

5 4
’ OH
HO OH Ho)‘\)Y MW HO™ 72970720

(36) (37) O (38)

Em um erlemmeyer de 50 mL foram adicionados 20 mmol de resorcinol (36)
pulverizado, 20 mmol de acido malico (37) e 10 mL de acido sulfdrico (H2SO4). Na saida do
erlenmeyer foi colocado um funil de vidro invertido, a fim de canalizar a saida do gas liberado
na reacdo e evitar proje¢des. Em um micro-ondas caseiro (Eletrolux, MEF28, 1140 W), a
mistura foi irradiada no centro do prato, na poténcia 6 em 3 pulsos de 10 segundos. Logo ap6s
a irradiacdo, foram adicionados 5 mL de &gua quente e a reacdo mantida sob agitacdo. Em
seguida, foi adicionado gelo picado dentro do erlenmeyer. Apos o derretimento do gelo, o

precipitado formado foi filtrado a vacuo e lavado com agua gelada. Por fim, o produto foi
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purificado no equipamento Isolera com fase estacionaria gel de silica e fase mével mistura de
hexano : acetato de etila em gradiente de concentracdo de 40 a 70% do solvente mais polar.

O composto 38 foi obtido como um sélido branco em 70% de rendimento apos
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 238°C (literatura: P.F. = 230°C). RMN'H (500 MHz,
DMSO-de): 6 H3= 6,21 (d, J = 9,4 Hz, 1H); Hs= 7,94 (d, J = 9,5 Hz, 1H); Hs= 7,54 (d, J =
8,5 Hz, 1H), He= 6,76 (dd, J = 8,5, 2,2 Hz, 1H); Hs= 6,72 (d, J = 2,2 Hz, 1H); Hon = 10,60 (s,
1H). RMN*3C (125 MHz, DMSO-ds): 6 C2=161,75; C3=113,5; C4 = 145,02; Cs = 130,20; Cs
=111,88; C7=160,92; Cg=102,89; Co = 156,00; C10=11,75.

3.2.  Reacdo de O-alquilagdo da 7-hidroxicumarina (40a-d)

/@fl \
AN KoCO3
+ Br Br < o
HO o~ Mo 5 B o o~ o

n=2-5 acetona (=5
(38) (39a-d) 60°C, 6-12h (40a-d)

Em um bécher (25 mL) foram solubilizados 2,5 mmol de umbeliferona (38) em 8 mL
de acetona (CH3COCH?3). Em paralelo, foram adicionados a um tubo de reacdo de borosilicato
(20 mL), 2 mL de acetona, 10-15 mmol do respectivo dibromoalcano (39a-d) e 5,0 mmol de
carbonato de potassio (K.COs3). Em seguida, a mistura contida no tubo foi submetida a agitacédo
magnética e adicionou-se gota a gota a solu¢do de cumarina. Ao fim da adi¢do, o tubo de reacao
foi selado e a mistura foi submetida a aquecimento a 60°C por 6-12h (Tabela 1), monitorada
por CCD. Ao final da reagdo a acetona foi evaporada em rotaevaporador. O isolamento foi feito
por particdo com 50 mL de agua destilada e 15 mL de acetato de etila (3 vezes). Ao final da
particdo a solugdo foi seca com sulfato de sodio (Na2SOs) e, apos ser filtrado, o solvente foi
removido em rotaevaporador. Os respectivos produtos foram obtidos na forma de 6leos que
foram precipitados no proprio baldo a partir da adigdo de 50 mL de hexano seguida de irradiagdo
em banho de ultrassom por 10 minutos. Por fim, os produtos foram filtrados e deixados secar a

temperatura ambiente.
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Tabela 1. Tempos de reacdo de alquilacdo da umbeliferona.

Dibromoalcano Tempos de reagdo
" (mmol) (h)
2 15,0 12
3 12,5 10
4 10,0 6
5 10,0 6

7-(2-bromoetoxi)-cumarina (40a)

5 4
10
6 3

.
Br
\2,/\0789020

O composto 40a foi obtido como um so6lido amarelo claro em 75% de rendimento apds
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 132°C (informacdo indisponivel na literatura). RMN'H
(400 MHz, CDCI3): 6 Hs=7,65(d, J=9,3 Hz, 1H); Hs = 7,40 (d, J = 8,5 Hz, 1H); Hs = 6,88
(dd, J = 8,4, 2,1 Hz, 1H); Hs = 6,82 (d, J = 1,8 Hz, 1H); H3 = 6,28 (d, J = 9,5 Hz, 1H); H> =
4,36 (t, J = 6,1 Hz, 2H); Hy = 3,68 (t, J = 6,0 Hz, 2H). RMNC (100 MHz, CDCls): 6 C; =
161,14; C7 = 161,04; Cg = 155,73; C4 = 143,29; Cs = 128,93; C3 = 113,53; C10 = 113,02; Cs =
112,83; Cg =101,63; Ci- = 68,15; C»» = 28,41.

7-(3-bromopropoxi)-cumarina (40b)

3 1"
Br/\z'/\0739020

O composto 40b foi obtido como um sélido amarelo claro em 78% de rendimento ap0os
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 101°C (informacdo indisponivel na literatura). RMN'H
(400 MHz, CDCls): 6 Hs = 7,64 (d, J = 9,5 Hz, 1H); Hs = 7,38 (d, J = 8,5 Hz, 1H); He/Hg =
6,82-6,86 (m, 2H); Hs = 6,26 (d, J = 9,3 Hz, 1H); Hi» = 4,17 (t, J = 5,9 Hz, 2H); H3- = 3,61 (t,
J = 6,3 Hz, 2H); H» = 2,36 (quint, J = 6,1 Hz, 2H). RMNC (100 MHz, CDClz): 6 C; =
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161,79; C7 = 161,11; Cg = 155,77; C4 = 143,33; Cs = 128,79; C10 = 118,52; C3 = 113,19; Cs =
112,69; Cg = 101,47; C1- = 65,80; C3- = 31,89; C» = 29,54.

7-(4-bromobutoxi)-cumarina (40c)

Br\/al\/1'\
. > 0789020

O composto 40c foi obtido como um sélido amarelo claro em 70% de rendimento ap6s
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 65°C (informacédo indisponivel na literatura). RMN!H
(400 MHz, CDCls): 6 Ha = 7,64 (d, J = 9,5 Hz, 1H); Hs = 7,37 (d, J = 8,8 Hz, 1H); Hs = 6,83
(dd, J =8,5, 2,3 Hz, 1H); Hg = 6,80 (d, J = 2,3 Hz, 1H); H3=6,25 (d, J = 9,3 Hz, 1H); H> =
4,06 (t, J =5,9 Hz, 2H); Hs = 3,50 (t, J = 6,4 Hz, 2H); H> = 2,05-2,12 (m, 2H); H3- = 1,96-2,02
(m, 2H). RMN*3C (100 MHz, CDCl): 6 C> = 162,01; C7 = 161,17; Co = 155,82; C4 = 143,38;
Cs = 128,74; C3 = 113,07; Cs = 112,82; C10 = 112,52; Cg = 101,28; Cy- = 67,48; C4 = 33,19;
Co» =29,25; C3» = 27,59.

7-(5-bromopentoxi)-cumarina (40d)

5 4
6 & X3
5 3 1
AN
Br ) > o 7 9 9 O"2°0

O composto 40d foi obtido como um éleo laranja claro em 68% de rendimento apos
purificagdo. RMN!H (400 MHz, CDCls): 6 Hs = 7,64 (d, J = 9,5 Hz, 1H); Hs = 7,37 (d, J =
8,5 Hz, 1H); Hs = 6,83 (dd, J ==8,7, 2,1 Hz, 1H); Hg = 6,80 (sl, 1H); H3 = 6,25 (d, J = 9,5 Hz,
1H); Hy» = 4,03 (t, J = 6,1 Hz, 2H); Hs° = 3,45 (t, J = 6,7 Hz, 2H); H» = 1,92-1,99 (m, 2H); Hs
=1,82-1,89 (m, 2H); H3- = 1,61-1,69 (m, 2H). RMN*3C (100 MHz, CDCl): 6 C, = 162,16; C;
= 161,21; Cg = 155,84; C4 = 143,41; Cs = 128,71; C3 = 112,88; Cs = 112,97; C10 = 112,43; Cg
=101,26; Ci> = 68,16; Cs» = 33,45; C»» = 32,32; C4 = 28,12; C3 = 24,68.
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3.3.  Reacdo de bromacao da posicdo 3 do nucleo cumarinico (42a-d)

Br
m /@f\I
+ AcONa/AcOH
Bry _ > /(’\)\
Br/(/g}o O O Br n O O O

=25 T.A., 2h n=2-5

(40a-d) (41) (42a-d)

Em um tubo de reacdo de borosilicato (20 mL), foram adicionados 1,7 mmol do
respectivo derivado O-alquil-cumarinico (40a-d), 2,1 mmol de bromo (41), 5,0 mmol de acetato
de s6dio (AcONa) e 8 mL de acido acético glacial (AcOH). A reacdo foi submetida a agitaco
magnética a 25°C por 2h, monitorada por CCD. Ao final da reacdo, a mistura reacional foi
adicionada a um bécher de 50 mL contendo gelo picado. Os respectivos produtos desejados
(42a-d) precipitaram e apds o derretimento do gelo, os mesmos foram filtrados a vacuo. Por
fim, os produtos (42a-d) foram purificados no equipamento Isolera com fase estacionaria gel
de silica e fase movel mistura de hexano : diclorometano em gradiente de concentragdo de 50

a 90% do solvente mais polar.

3-bromo-7-(2-bromoetoxi)-cumarina (42a)

. 10 \3 Br
Br. I
o 020

7
8

O composto 42a foi obtido como um so6lido branco em 95% de rendimento apos
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 183°C (informacdo indisponivel na literatura). RMNH
(400 MHz, DMSO-ds): 6 Has = 8,55 (s, 1H); Hs = 7,63 (d, J = 8,8 Hz, 1H); Hg = 7,08 (d, J =
2,3 Hz, 1H); He = 7,02 (dd, J = 8,8, 2,5 Hz, 1H); Hi- = 4,44 (t, J = 6,0 Hz, 2H); H> = 3,84 (t, J
= 6,1 Hz, 2H). RMN®C (100 MHz, DMSO-d¢): 6 C2 = 161,24; C7 = 156,81; Co = 154,59; C4
= 145,28; Cs = 129,11; Ce = 113,39; C3 = 113,36; C10 = 106,91; Cg = 101,34; C> = 68,50; Co’
=31,07.
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3-bromo-7-(3-bromopropoxi)-cumarina (42b)

O composto 42b foi obtido como um sélido branco em 97% de rendimento apos
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 120°C (informagéo indisponivel na literatura). RMN'H
(400 MHz, CDCls): 6 Hs = 8,02 (s, 1H); Hs = 7,36 (d, J = 8,8 Hz, 1H); He = 6,88 (dd, J = =
8,7, 2,4 Hz, 1H); Hg = 6,83 (d, J = 2,3 Hz, 1H); H- = 4,18 (t, J = 5,8 Hz, 2H); H3- = 3,61 (t, J
= 6,3 Hz, 2H); H> = 2,36 (quint, J = 6,1 Hz, 2H). RMN®C (100 MHz, CDCls): ¢ C, = 162,01;
C7 = 157,39; Co = 154,95; C4 = 144,36; Cs = 128,13; Cs = 113,34; C3 = 113,19; Cy10 = 107,85;
Cs = 101,38; Ci> = 65,95; C3> = 31,84; Co» = 29,47.

3-bromo-7-(4-bromobutoxi)-cumarina (42c)

B

6 10 \3 r
Br\/s‘\/T\

" > (@] 9 O"2°0

7
8

O composto 42c foi obtido como um sélido branco em 98% de rendimento apds
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 120°C (informagéo indisponivel na literatura). RMN!H
(400 MHz, CDCl3): é Hs = 8,02 (s, 1H); Hs = 7,35 (d, J = 8,8 Hz, 1H); Hs = 6,86 (dd, J = 8,7,
2,4 Hz, 1H); Hg = 6,80 (d, J = 2,3 Hz, 1H); H» = 4,06 (t, J = 5,9 Hz, 2H); H+ = 3,50 (t, J = 6,4
Hz, 2H); H>- = 2,05-2,12 (m, 2H); H3- = 1,96-2,03 (m, 2H). RMN*3C (100 MHz, CDCl3): 6 C2
= 162,22; C7 = 157,45; Co = 155,00; Cs = 144,41; Cs = 128,08; Cs = 113,47; C3 = 113,02; C10
=107,70; Cg = 101,17; Cy» = 67,61; C4 = 33,15; C» = 29,21; C3 = 27,56.

3-bromo-7-(5-bromopentoxi)-cumarina (42d)
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O composto 42d foi obtido como um sélido branco em 99% de rendimento apds
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 123°C (informacdo indisponivel na literatura). RMN'H
(400 MHz, CDCl3): 6 Ha = 8,02 (s, 1H); Hs = 7,35 (d, J = 8,8 Hz, 1H); Hes = 6,86 (dd, J = 8,7,
2,4 Hz, 1H); Hs = 6,80 (d, J = 2,3 Hz, 1H); Hi- = 4,03 (t, J = 6,3 Hz, 2H); Hs- = 3,45 (, J = 6,8
Hz, 2H); Hy = 1,92-1,99 (m, 2H); H = 1,83-1,90 (m, 2H); H3> = 1,61-1,69 (m, 2H). RMN3C
(100 MHz, CDCls): 0 C, = 162,38; C7 = 157,48; Co = 155,03; C4 = 144,44; Cs = 128,06; Cs =
113,53; C3 = 112,95; C10 = 107,60; Cg = 101,15; Ci> = 68,32; Cs» = 33,45; C»» = 32,30; Cs =
28,09; Cs: = 24,68.

3.4. Reacdo de aminacao da cadeia alquilica (44a-d)

N Br
Br
N NH_ FaN m
+ on N ho o Do
B o o Do ® n=2-5

iy 3-8h, 60°C
n=2- (42a-d) (43) (44a-d)

Em um tubo de reacdo de borosilicato (20 mL), foram adicionados 1,3 mmol do
respectivo derivado 3-bromo-7-bromoalcoxi-cumarinico (42a-d), 3,9 mmol de piperidina (43)
e 8 mL de acetonitrila (CH3CN). Apds a adigdo dos reagentes, o tubo foi selado e a mistura foi
submetida a agitacdo magnética e aquecimento a 60°C por 3-8h (Tabela 2), monitorada por
CCD. Ao final da reacéo a acetonitrila foi evaporada em rotaevaporador. Por fim, os respectivos
produtos (44a-d) foram purificados no equipamento Isolera com fase estacionéria silica e fase
movel mistura de diclorometano : metanol em gradiente de concentracdo de 0-25% do solvente

mais polar.

Tabela 2. Tempos de reacdo de aminagdo dos derivados cumarinicos.

Tempos de
" reacao (h)
2 8
3 5
4 3
5 3
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3-bromo-7-((2-piperidin-1-il)etoxi)-cumarina (44a)
4 5 4
"
- N
° N0 N o N0
7' 2 8

O composto 44a foi obtido como um solido laranja claro em 95% de rendimento apos
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 215°C (informagéo indisponivel na literatura). RMN!H
(500 MHz, DMSO-ds): & Ha= 8,57 (s, 1H); Hs = 7,64 (d, J = 8,5 Hz, 1H); Hs = 7,10 (sl, 1H);
He = 7,02 (dd, J = 8,7, 1,7 Hz, 1H); Hy> = 4,34 (sl, 2H); Ho/ H3:/ Hy» = 2,87-3,16 (m, 6H); Hs/
He = 1,64 (sl, 4H); Hs> = 1,46 (sl, 2H). RMN®C (125 MHz, DMSO-ds): 6 C2=161,31; C7 =
156,78; Co = 154,56; C4= 145,27; Cs = 129,03; Cs = 113,42; C3 = 113,26; C10= 106,81; Cg=
101,34; Cy» = 53,45; Cy»/ Csz/ Cp = 43,69; Cs4/ Ce = 22,18; Cs = 21,61. EMAR
(ESI) m/z calculado para C16H19BrNO3 [M + H]" 552,0548 o valor encontrado foi 552,05390.

3-bromo-7-((3-piperidin-1-il)propoxi)-cumarina (44b)

5 4
3
4' 3' 1
5 N/\Z/\O ™00
6' 8'
>

O composto 44b foi obtido como um s6lido laranja claro em 97% de rendimento apés
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 242°C (informacédo indisponivel na literatura). RMNH
(500 MHz, CDCls): 6 Hs = 8,01 (s, 1H); Hs = 7,34 (d, J = 8,5 Hz, 1H); Hs = 6,88 (dd, J = =
8,8, 2,2 Hz, 1H); Hg = 6,83 (d, J = 2,2 Hz, 1H); Hi» = 4,21 (t, J = = 5,7 Hz, 2H); H3:/ Hs/ Hg’
= 3,17 (t, J = = 5,4 Hz, 2H); H3:/ Ha/ Hg = 2,87 (t, J = = 5,7 Hz, 2H); Hs/ Ha/ Hg = 1,92-
1,94 (m, 2H); Hx/ Hs/ Hy = 1,63-1,70 (m, 6H); He> = 1,47-1,48 (m, 2H). RMN3C (125 MHz,
DMSO-dg): é C2 = 161,56; C7 = 156,79; Co = 154,59; C4 = 145,30; Cs = 129,06; Cs = 113,32;
C3=113,17; C10=106,74; Cs = 101,16; Ci- = 65,84; C3- =53,22; C4/ Cs» =52,18; C» = 23,20;
Cs/ Cy=22,55; C¢=21,27. EMAR (ESI) m/z calculado para C17H21BrNO3 [M + H]" 366,0705
o0 valor encontrado foi 366,07018.
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3-bromo-7-((4-piperidin-1-il)butoxi)-cumarina (44c)
6' 5 4
3 1
- N
8 5 \4|/\2,/\O g 0" 2>0

O composto 44c foi obtido como um sélido laranja claro em 98% de rendimento apos
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 225°C (informagéo indisponivel na literatura). RMN!H
(500 MHz, CDCIl3 / CD3OD): é Ha = 7,97 (s, 1H); Hs = 7,29 (s, 1H); He = 6,78 (dd, J = 8,7,
1,4 Hz, 1H); Hg = 6,70 (sl, 1H); Hy» = 3,97 (t, J = 5,8 Hz, 2H); Hs/ Hs/ Ho = 3,47-3,48 (m,
2H); Ha/ Hs/ Ho- = 2,99-3,02 (M, 2H); H4/ Hs/ Ho» = 2,70 (sl, 2H); Hz/ H3/ He'/ H7/ Hg> =
1,78-2,04 (m, 10H). RMN®¥C (125 MHz, CDCls / CD3OD): é C>=161,95; C7 = 157,75; Co=
154,64; C4= 144,69; Cs=128,18; Cs = 113,21; C3=113,03; C10=107,16; Cg= 101,12; C- =
67,38; Cs = 56,64; Cs/Co = 52,99; C» = 25,94; Ce/Cg = 22,43; C3 = 21,51; EMAR
(ESI) m/z calculado para C1gH23sBrNO3 [M + H]" 380,0861 o valor encontrado foi 380,08518.

3-bromo-7-((5-piperidin-1-il)pentoxi)-cumarina (44d)

5 4
6 10 S Br
3
6' 5' 3 1
i O N
7 N ) > o 7 5 ° 0" 20
g 10"
o

O composto 44d foi obtido como um sélido amarelo claro em 99% de rendimento ap0s
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 176°C (informacdo indisponivel na literatura). RMN!H
(500 MHz, DMSO-ds): 6 Hnn = 9,11 (s, 1H); Ha= 8,56 (s, 1H); Hs= 7,62 (d, J = 8,8 Hz, 1H);
Hs= 7,04 (d, J=1,9 Hz, 1H); Hs = 6,98 (dd, J = 8,5, 2,2 Hz, 1H); Hi-= 4,10 (t, J = 6,3 Hz, 2H);
He/Hio = 3,42 (sl, 2H); Hs» = 3,02-3,05 (m, 2H); He/H1o' = 2,85 (sl, 2H); Ha:/H3/Ha:/H7/Ho =
1,69-1,80 (m, 10H); Hg: = 1,41-1,47 (m, 2H). RMN3C (125 MHz, DMSO-ds): 6 C2= 162,02;
C7=156,83; Co=154,66; C4=143,37; C5s=128,75; C3=112,93; Ce=112,84; C10=106,47; Cs
=101,32; Ci> = 68,06; Cs> = 55,64; C¢/Cio> = 52,00; C» = 27,83; C4 = 22,86; C7/Co = 22,62;
Ces = 22,52; C3» = 21,35. EMAR (ESI) m/z calculado para C19H2sBrNOs [M +H]" 394,1018 o
valor encontrado foi 394,10079.
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3.5. Reagdo de acoplamento de Suzuki para obtencdo dos derivados 3-fenil-7-

aminoalcoxi-cumarinicos (47a-c; 48a-c)

4 o

x5 45 R=H
(46) R = N(CHa),
N o 07 N0 KpCOj3 Pd(PPhs), N
=235 - H20/EtOH/PhMe 3
n (44a,b,d) 6500, 3h (47a'c) R=H

\ (48a-c) R = N(CH3), J

Em um tubo de reacdo de borosilicato (5 mL), foram adicionados 0,14 mmol do

respectivo derivado obtido na etapa de aminagédo (44a;b;d), 0,20 mmol de acido fenilborénico
adequadamente substituido (45; 46) e 0,41 mmol de carbonato de potéssio, que foram
solubilizados em 4 mL de uma mistura dos solventes agua : etanol : tolueno (2 : 1: 1). Em
seguida, o tubo foi fechado e a mistura foi degasada com géas nitrogénio por 10 minutos. Por
fim, foi adicionado a mistura 0,01 mmol do catalisador Pd(PPhsz)4. O tubo foi, entdo, selado e a
mistura foi submetida a agitacdo magnética e aguecimento a 65°C por 3h, monitorada por CCD.
Ao final da reacdo, a mistura de solventes foi evaporada em rotaevaporador. Por fim, 0s
respectivos produtos (47a-c; 48a-c) foram purificados no equipamento Isolera com fase
estaciondria silica e fase mdvel mistura de diclorometano : metanol em gradiente de

concentracdo de 0-25% do solvente mais polar.

3-fenil-7-((2-piperidin-1-il)etoxi)-cumarina (47a)

O composto 47a foi obtido como um so6lido amarelo claro em 75% de rendimento ap6s
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 90°C (informacdo indisponivel na literatura). RMNH
(500 MHz, DMSO-ds): 0 Hs= 8,20 (s, 1H); Hs/Ha»/He» = 7,67-7,71 (m, 3H); H3»/Hs» = 7,45
(t, J =7,4Hz, 2H); Hs» = 7,39 (t, J = 7,4Hz, 1H); Hg = 7,04 (sl, 1H); He= 6,98 (dd, J= 8,5, 1,9
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Hz, 5Hz, 1H):; Hi-= 4,18 (t, J = 5,7 Hz, 2H); Hy' = 2,68 (t, J = 5,7 Hz, 2H); Hs/H7 = 2,43 (sl,
4H); Ha/He=1,49-1,51 (m, 4H); Hs- = 1,37-1,38 (m, 2H). RMN!3C (125 MHz, DMSO-ds): 6
C. = 161,65; C7= 159,99; Co = 154,81; Cs = 140,87; Cy» = 134,95; Cs = 129,69; C,»/C¢> =
128,32; C3»/Cs» = 128,20; C4» = 128,18; C3=123,14; C¢=113,08; C10=113,02; Cg=100,76;
Cr = 66,38; Cy = 57,15; C3/Cy = 54,37; Cs#/Cs = 2555; Cs» = 23,91. EMAR
(ESI) m/z calculado para C22H24NOs [M + H]" 350,1756 o valor encontrado foi 350,17459.

3-fenil-7-((3-piperidin-1-il)propoxi)-cumarina (47b)

O composto 47b foi obtido como um sélido amarelo claro em 75% de rendimento apos
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 117°C (informacéo indisponivel na literatura). RMN'H
(500 MHz, CDCls): 6 Ha= 7,76 (s, 1H); Hz»/ He> = 7,69-7,70 (m, 2H); Hs/ H3»/ Hs» / Hy» =
7,39-7,46 (m, 4H); He/ Hg = 6,86-6,87 (m, 2H); Hi» = 4,09 (sl, 2H); Hs:/ Ha/ Hg = 2,47-2,55
(m, 6H); H> = 2,05-2,06 (m, 2H); Hs/ Hy = 1,64 (sl, 4H); He = 1,47 (sl, 2H). RMNH
(125 MHz, CDCls): 6 Co=162,04; ; C7=160,92; C9 = 155,27; C4 = 140,05; C;» = 135,03; Cs
=128,78; C,»/Cs»IC3/Cs> = 128,39; C4» = 128,37; C3=124,67; C10=113,23; Ce=113,07; Cs
=100,99; Cy- = 67,04; C3- = 55,83; C4/Cs> = 54,53; Cy> = 26,37; Cs:/Cy = 25,73; C¢ = 24,25.
EMAR (ESI) m/z calculado para Ca23H26NO3 [M +H]" 364,1913 o valor encontrado foi
364,19085.

3-fenil-7-((5-piperidin-1-il)pentoxi)-cumarina (47c)
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O composto 47¢ foi obtido como um sélido amarelo claro em 80% de rendimento apds
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 198°C (informacdo indisponivel na literatura). RMN'H
(500 MHz, CDCl3 / CDsOD): 6 Ha= 7,44 (s, 1H); Hs = 7,28 (m, 1H); Ha»/ H3»/ Ha/ Hs/ He>
= 7,00-7,10 (m, 5H); He/ Hg = 6,47-6,51 (m, 2H); Hi> = 3,68 (t, J = 5,5 Hz, 2H); Hs:/ He/ Hio:
= 2,41-2,52 (m, 6H); Ho/ Hal Hyl Ho = 1,43-1,48 (m, 8H); Hz/ Hg = 1,15-1,22 (m, 4H).
RMN?3C (125 MHz, CDCI3/ CD30D): ¢ C, = 161,86; C7 = 161,36; Cy = 154,89; C4 = 140,44;
Ci» =134,63; Cs = 128,81; C4» = 128,20; C»»/Ce> = 128,13; C3/Cs» = 128,10; Cz = 124,27,
C10=113,10; C¢ =112,96; Cg = 100,63; C> =67,87; Cs» =57,59; C¢/ C1o> = 53,35; Co» = 28,27,
Cs = 24,03; Cy/ Co = 23,35; Csg = 23,30; C3» = 22,31. EMAR (ESI) m/z calculado para
CasH3oNO3 [M + H]* 392,2226 o valor encontrado foi 392,22138.

3-(p-(N,N)-dimetilanilina)-7-((2-piperidin-1-il)etoxi)-cumarina (48a)

O composto 48a foi obtido como um solido verde em 70% de rendimento ap0s
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 140°C (informagéo indisponivel na literatura). RMN!H
(500 MHz, CDCls): 6 Ha= 7,67 (s, 1H); Hy>»/He>= 7,63 (d, J = 8,8 Hz, 2H); Hs = 7,40 (d, J =
8,5 Hz, 1H); He¢/ Hg = 6,84-6,87 (m, 2H); H3/Hs> = 6,77 (d, J = 8,8 Hz, 2H); H1-=4,20 (t, J =
5,8 Hz, 2H); H7»/Hg» = 3,01 (s, 6H); H> = 2,86 (t, J = 5,8 Hz, 2H); Hs//H7 = 2,59 (sl, 4H);
Hs/He = 1,66 (g, J = 5,5 Hz, 4H); Hs> = 1,48 (m, 2H). RMN*3C (125 MHz, CDCls3): 6 C, =
161,58; C7= 161,17; Co= 154,86; C4» = 150,78; C4= 137,33; C»»/Cs» = 129,41; C5 = 128,57;
Ci» = 125,15; C3=122,90; Cy0= 114,17; Cs = 113,07; C3»/Cs> = 112,27; Cg= 101,32; Ci> =
66,47; Co = 57,75; C3/Cy = 55,22; C7»/Cs> = 40,63; C4/Cs = 25,84; Cs» = 24,17. EMAR
(ESI) m/z calculado para C22aH29N203 [M + H]" 393,2178 o valor encontrado foi 393,21741.
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3-(p-(N,N)-dimetilanilina)-7-((3-piperidin-1-il)propoxi)-cumarina (48b)

O composto 48b foi obtido como um sdlido amarelo fluorescente em 75% de
rendimento apds purificacdo. Ponto de fusdo igual a 153°C (informacdo indisponivel na
literatura RMNH (500 MHz, CDCl3): 6 Ha= 7,67 (s, 1H); H2»/He» = 7,63 (d, J = 8,8 Hz, 2H);
Hs=7,39 (d, J = 9,1 Hz, 1H); He/Hg = 6,83-6,85 (m, 2H); H3/Hs> = 6,77 (d, J = 8,8 Hz, 2H);
Hi-=4,08 (t, J = 6,1 Hz, 2H); H7»/Hg» = 3,01 (s, 6H); H3:/Ha/Hg> = 2,49-2,58 (m, 6H); Ho» =
2,07 (9, J =5,5 Hz, 2H); Hs:/H7 = 1,65-1,67 (m, 4H); He> = 1,48 (sl, 2H). RMN*3C (125 MHz,
CDClIs): 6 C2=161,35; C7=161,26; Cg=154,88; C4» = 150,52; C4=137,13; C»/Cs>» = 129,15;
Cs=128,29; Ci» = 124,78; C3= 122,70; C10= 113,76; Cs = 112,76; C3~/Cs» = 112,03; Cg =
100,95; Ci>=66,90; C3 = 55,72; C4/Cs = 54,55; C7/Cs» = 40,39; C» = 26,31; Cs/Cy = 25,61,
Ce = 24,17. EMAR (ESI) m/z calculado para CasHz1N2Os [M +H]" 407,2335 o valor
encontrado foi 407,23246.

3-(p-(N,N)-dimetilanilina)-7-((5-piperidin-1-il)pentoxi)-cumarina (48c)

O composto 48c foi obtido como um solido amarelo fluorescente em 77% de rendimento
apos purificacdo. Ponto de fuséo igual a 206°C (informagéo indisponivel na literatura RMN!H

(500 MHz, CDCL3): 6 Ha= 7,67 (5, 1H); Ho/He- = 7,63 (d, J = 8,5 Hz, 2H); Hs = 7,40 (d, J =
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8,5 Hz, 1H); He/Hs = 6,81-6,84 (m, 2H); H3/Hs» = 6,77 (d, J = 8,8 Hz, 2H); Hi-=4,02 (t, J =
6,3 Hz, 2H); H7+/Hs» = 3,00 (s, 6H); Hs:/He/H10° = 2,61-2,72 (m, 6H); Ha:/Ha/H7/Ho: = 1,79-
1,89 (m, 8H); H3:/ Hg- = 1,50-1,56 (m, 4H). RMNC (125 MHz, CDCl3): 6 C2=161,34; C7=
161,23; Co= 154,65; C4» = 150,51; C4 = 137,14; C»+/Cs» = 129,14; C5= 128,34; C,» = 124,75;
C3=122,66; C10=113,74; Ce=112,71; C3~/Cs>»=112,01; Cg=100,88; C-= 68,09; Cs = 55,38;
Ce/Cio = 53,96; C7/Cs» = 40,38; C» = 28,27; C4 = 25,07; C7/ Co = 24,30; Cs» = 23,85; C3 =
22,32. EMAR (ESI) m/z calculado para C27H3sN203 [M + H]" 435,2648 o valor encontrado foi
435,26382.

3.6. Reacgdo de acoplamento de Buchwald para obtencéo dos derivados 3-(N-anilino)-

7-aminoalcoxi-cumarinicos (50a-c)

4 <)

: NH,

Br NH
N/(A)}O 0 0 Cs,CO; xantphos, N/(/\)FO 0 0]
n=235  (44a;b;d) PACHsC00), =235 (50a-c)

\ 100°C, 3h

Em um tubo de reacdo de borosilicato (5 mL), foram adicionados 0,14 mmol do

respectivo derivado obtido na etapa de aminacao (44a;b;d), 0,21 mmol de Cs>,COs, 0,003 mmol
de xantphos e 0,003 mmol de Pd(CH3COQ).. Em paralelo, em outro tubo de reagdo (10 mL),
foram adicionados 0,17 mmol de anilina (49) e 4 mL de 1,4-Dioxano. Em seguida, os tubos
foram fechados e as misturas foram degasadas com gas nitrogénio por 10 minutos. Apés a
degasagem, a mistura de anilina e dioxano foi retirada do tubo com uma seringa e adicionada
ao tubo de reacdo contendo os demais reagentes. Por fim o tubo foi selado e a mistura foi
submetida a aquecimento a 100°C e agitacdo magnética por 3h, monitorada por CCD. Ao final
da reacdo, o dioxano foi evaporado em rotaevaporador e o0s respectivos produtos (50a-c) foram
purificados no equipamento Isolera com fase estacionaria silica e fase mdvel mistura de

diclorometano : metanol em gradiente de concentragdo de 0-25% do solvente mais polar.
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3-(N-anilino)-7-((2-piperidin-1-il)etoxi)-cumarina (50a)

& 5 4
NH

5' 3' 6 0 \3
6' N N
N N0 N N0 N0

O composto 50a foi obtido como um so6lido amarelo em 77% de rendimento apos
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 114°C (informacéo indisponivel na literatura). RMN'H
(500 MHz, CDCls): 6 H3»/ Hs»=7,38 (t, J = 7,9 Hz, 2H); Ha/Hs/H2»/He> = 7,19-7,23 (M, 4H);
Hs» =7,08 (t, J = 7,4 Hz, 1H); He/ Hg = 6,84-6,86 (M, 2H); Hnh = 6,63 (sI, 1H); Hi-= 4,14 (t, J
=6,0 Hz, 2H); H2» = 2,81 (t, J = 6,0 Hz, 2H); H3:/H7 = 2,53 (sl, 4H); Hs/He =1,63 (9, J = 5,5
Hz, 4H); Hs = 1,46-1,47 (m, 2H). RMNC (125 MHz, CDCls): 6 C, = 160,11; C; = 158,45;
Co=149,67; Ci» = 140,24; C3-/Cs» = 129,57; C3=127,00; Cs = 126,31; C4» = 122,92; C,-/Cs>
=120,01; C10=114,11; C4=113,23; Cs = 109,93; Cg = 101,48; Ci> = 66,46; C» = 57,72; C3/Cy
= b5507; Cs#lCe = 2587; Cs = 2411. EMAR (ESI) m/z calculado para
C22H25N203 [M + H]" 365,1865 o valor encontrado foi 365,18552.

3-(N-anilino)-7-((3-piperidin-1-il)propoxi)-cumarina (50b)

5 3"
6" 2
T
5 4
10 NH
6 X

O composto 50b foi obtido como um sélido amarelo em 75% de rendimento apos
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 166°C (informacdo indisponivel na literatura). RMN'H
(500 MHz, CDCls / CD3OD): é H3»/ Hs»=7,31 (m, 2H); Ha/Hs/H»»/[He» = 7,11-7,16 (m, 4H);
Hs» =6,96 (t, J = 8,4 Hz, 1H); He/ Hs/ Hnh = 6,69-6,73 (m, 3H); Hi-= 3,95 (t, J = 6,6 Hz, 2H);
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Hs/Hs /Hg- = 2,53-2,58 (m, 6H); H>- = 1,99 (sl, 2H); Hs/ H7» = 1,60 (sl, 4H); He = 1,42 (sl,
2H). RMN®C (125 MHz, CDCIz / CD3OD): é C, = 160,14; C7= 158,14; Co= 149,39; C;» =
139,98; C3»/Cs» = 129,30; C3= 126,81; Cs = 126,27; C4» = 122,69; C,»/Cs> = 119,78; C10=
114,03; C4=112,84; C¢=110,14; Cg=101,07; C;> = 66,20; C3> = 55,43; C4/Cg = 53,94; C» =
2524 CsICr» = 2440; Ce = 2318. EMAR (ESI)m/zcalculado para
Ca3H27N203 [M + H]" 379,2017 o valor encontrado foi 379,20138.

3-(N-anilino)-7-((5-piperidin-1-il)pentoxi)-cumarina (50c)

5 3"
6" 2
T
5 4
NH
6 & \3
6' 5' 3 1
OV
7 N > (O 4 9°0" 20
8 10

O composto 50c foi obtido como um so6lido amarelo em 80% de rendimento apos
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 202°C (informagéo indisponivel na literatura). RMN!H
(500 MHz, CDCL): 6 Hy+/ Hs» = 7,38 (t, J 7,1 = 2H); Ha/Hs/Ha/He» = 7,19-7,23 (m, 4H); Hy
=7,07 (t, J = 6,9 Hz, 1H); He/ Hg = 6,81-6,83 (m, 2H); HxH = 6,62 (sl, 1H); H1-=3,99 (t, J =
5,7 Hz, 2H); Hs:/He /H10> = 2,78-2,91 (M, 6H); H>'/H4/H7/Ho> = 1,84-1,95 (m, 8H); Hg> = 1,53-
1,57 (m, 2H); Hs = 1,25 (sl, 2H). RMNC (125 MHz, CDCls): ¢ C, = 160,09; C7 = 158,50;
Co=149,86; Ci» = 140,20; C3-/Cs» = 129,56; C3 = 126,96; Cs = 126,39; C4» = 122,92; C»-/Cs>
= 119,99; Cyo = 114,05; C4= 112,95; Cs = 110,95; Cg = 101,36; ; Ci» = 67,86; Cs = 57,87,
CelCio = 53,59; Cy» = 28,60; Cs = 24,21; Cy/ Co = 23,70; Cs = 23,40; C3 = 22,70. EMAR
(ESI) m/z calculado para C2sH31N203 [M + H]" 407,2335 o valor encontrado foi 407,23228.

3.7. Avaliagdo in vitro da atividade anticolinesterasica dos derivados cumarinicos

A atividade anticolinesterasica foi determinada de acordo com o método adaptado de
Ellman (ELLMAN, 1961). Todas as solugbes utilizadas nos ensaios foram preparadas em
tampéo tris-HCI 0,02 M (pH = 7,5, ajustado com solugdo 1 M de HCI ou NaOH) e as solucdes
estoque dos compostos foram preparadas em DMSO (50 mM). Em uma placa de 96 pocos de

fundo plano foram adicionados 150 pL de solugcdo do composto inibidor (44a-d; 47a-c; 48a-c;
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50a-c; donepezila) em oito diferentes concentracdes diluidas em série, as quais variaram de 100
-0,00001 uM para AChE (fator de dilui¢ao =10) e de 400 - 0,1 uM para BChE (fator de diluigao
= 4). O controle veiculo (DMSO - concentracéo final 0,2% v / v para AChE e 0,8% v / v para
BChE), foi utilizado como referéncia (controle negativo). Em seguida, foram adicionados 60
pL de acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB, reagente de Ellman) a 1,1 mM e 30 uL de
acetilcolinesterase isolada de cérebro de enguia elétrica (EeAChE) ou butirilcolinesterase
isolada de soro equino (EQBChE) a 0,20 U/mL na presenca de 1 mg/mL de albumina sérica
bovina (BSA). A absorbancia foi entdo registada utilizando um leitor de placas iMark (Bio-
Rad) equipado com um filtro de luz de = 415 nm e esta medida foi usada como uma referéncia
em branco. Ap6s uma incubacdo de 10 minutos a 25°C, 24 uL de solucéo do substrato iodeto
de acetiltiocolina (ACTI) ou iodeto de S-butiriltiocolina (BCTI) a 2,75 mM foram adicionados
e a absorbancia foi registrada ap6s 5 minutos de incubacéo a 25°C a A = 415 nm por 3 vezes
dentro de 60 segundos. A atividade enzimaética foi calculada como porcentagem referente a
média dos valores de absorbancia medidos para o controle tratado com DMSO, descontada dos
valores de referéncia em branco. Os ensaios foram realizados em triplicatas (para o calculo do
desvio-padréo) e os valores de Clso foram calculados com auxilio do programa Graphpad Prism

7.0 utilizando 0 modelo de regressé@o nao linear para a inibicdo dose-resposta.

3.8.  Estudo do mecanismo de inibi¢ao enzimética

O estudo cinético foi realizado de acordo com o0 método adaptado de Ellman (ELLMAN,
1961). Todas as solugdes utilizadas nos ensaios foram preparadas em tampdo tris-HCI 0,02 M
(pH = 7,5, ajustado com solugdo 1 M de HCI ou NaOH) e as solugdes estoque dos compostos
foram preparadas em DMSO (50 mM). Em uma placa de 96 pogos de fundo plano foram
adicionados 150 pL de solucdo do composto inibidor (44d; 48a; 50a) em duas concentragdes
diferentes (Tabela 3) distribuidas em oito conjuntos de triplicatas cada. Oito conjuntos de
triplicatas tratados com DMSO (concentracao final 0,0004% v / v para AChE e 0,012% v / v
para BChE), foram utilizados como controle negativo. A seguir, foram adicionados 60 uL de
acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzéico (DTNB, reagente de Ellman) a 1,1 mM e 30 pL de
acetilcolinesterase isolada de cérebro de enguia elétrica (EeAChE) ou butirilcolinesterase
isolada de soro equino (EqBChE) a 0,20 U / mL na presenga de 1 mg / mL de albumina sérica
bovina (BSA). A absorbancia foi entdo registada utilizando um leitor de placas iMark (Bio-
Rad) equipado com um filtro de luz de = 415 nm e esta medida usada como uma referéncia em
branco. Ap6s 10 minutos de incubagdo a 25°C, 24 uL de solucdo do substrato iodeto de
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acetiltiocolina (ACTI) ou iodeto de S-butiriltiocolina (BCTI) em oito concentragdes diluidas
em serie (fator = 1,3) de 2,75 - 0,44 mM (concentra¢do final: 0,25 - 0,04 mM) foram
adicionados aos respectivos pogos e a absorbancia registada apds incubacdo durante 10 minutos
a 25°C a A =415 nm. Os graficos reciprocos de Lineweaver-Burk foram obtidos por plotagem
de um gréfico de 1 / velocidade versus 1 / [substrato] para o controle negativo e duas
concentracgdes diferentes de inibidor. A regressao linear de cada conjunto de dados mostra um
comportamento convergente, de forma que a regido na qual as curvas convergem determina o
tipo de inibicdo observada. Os valores de Ki, Ki (constantes de inibicdo competitiva e néo-
competitiva respectivamente), Km (constante de Michaelis-Menten) e Vmax (velocidade
maxima) foram calculados com auxilio do programa Graphpad Prism 7.0 usando modelos de
regressao ndo linear para cinética enzimatica - inibicao e cinética enzimatica - substrato versus

velocidade.

Tabela 3. Concentracdes dos inibidores utilizados nos ensaios de estudo do mecanismo de

inibicdo enzimatica.

Concentracéo do inibidor (uM)

Composto 44d 48a 50a
AChE 0,10e 0,20 0,01e0,03 0,04 e 0,06
BChE 2,00 e 5,00 3,00 e 6,00 10,00 e 15,00

3.9. Ensaios de interacdo enzimatica in silico

Para os ensaios in silico de interacdo entre os inibidores e a enzima EeAChE foi utilizado
o modelo disponivel no Protein Data Bank (PDB) 1C20 (resolucéo cristalografica de 4,2 A)
(BOURNE et al., 1999). Para a enzima EgQBChE, que ndo possui estrutura cristalografica
disponivel no PDB, foi construido um modelo tridimensional por homologia a partir da
estrutura cristalografica da BChE humana co-cristalizada com N-((1-(2,3-dihidro-1H-inden-2-
il)piperidin-3-il)metil)-N-(2-metoxietil)-2-naft-amida (PDB 4TPK, 2,52 A) (BRUS et al., 2014)
utilizando o servidor on line Swiss-Model (BIASINI et al., 2014). O modelo homélogo e a
estrutura de partida apresentaram identidade entre sequéncias de 90,40%, com uma cobertura
de 0,95. A qualidade do modelo global e por residuo foi verificada utilizando-se a fungéo
QMEAN (BENKERT et al., 2011).

O programa GOLD 5.6 (CCDC Software Ltd., Cambridge UK) foi utilizado para avaliar

a capacidade de ligacéo dos inibidores aos sitios ativos das enzimas. Para isso, foi realizado um
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teste preliminar da habilidade de docagem do programa utilizando-se o ligante dimérico bis-
tacrina (N,N'-di-1,2,3,4-tetrahidroacridin-9-il-pentano-1,5-diamina). Uma vez que o modelo de
EeAChE utilizado no ensaio ndo possui ligante co-cristalizado, os valores obtidos foram
comparados com a enzima co-cristalizada com ligante bis-tacrina (PBD 2CMF) (RYDBERG
et al., 2006).

O programa Spartan 14 (Wavefunction Inc.) foi utilizado para a construcao e otimizagao
dos modelos tridimensionais das estruturas quimicas dos inibidores. Para tal, foi utilizado o
método de calculo semi-empirico PM6 (STEWART, 2007). O estudo de docagem para cada
inibidor avaliado gerou diversas posicOes de ligagdo, de modo que a posi¢cdo com a maior
pontuagdo em cada caso foi utilizada para a analise da interagdo com os residuos de
aminoacidos. No programa GOLD as pontuacOes obtidas sdo apresentadas como valores
adimensionais, 0s quais mensuram a aptidao do ligante em interagir com o centro da proteina,
de modo que, maiores valores de pontuacdo representam as melhores conformacdes e

orientagdes do ligante no biorreceptor.

3.10. Avaliacdo da atividade antioxidante pelo Método de Reducdo do fon Férrico

(FRAP)

A solucdo de FRAP foi recém preparada misturando 25 mL de tampao acetato (0,30 M)
a pH 3,6, 2,5 mL de cloreto férrico (20 mM) e 2,5 mL de 2,4,6-tri(2-piridil)-1,3,5-triazina
(TPTZ) (10 mM). Num tubo de ensaio contendo 4,5 mL de reagente FRAP foram adicionados
0,5 mL de solucdo metanolica a 500 UM do composto a ser testado (44a-d, 47a-c, 47a-c e 50a-
c). Ap6s uma incubacdo de 10 minutos a 37°C, a absorbancia foi registada num
espectrofotometro a A = 593 nm utilizando metanol como referéncia em branco (JONES et al.,
1997; SALGUEIRO; CASTRO, 2016). Obteve-se uma curva padrdo tracando a leitura da
absorbancia ap6s o tratamento com 10, 25, 30, 50, 75 e 100 uM de quercetina e os resultados
foram expressos em mmol de quercetina (Q) equivalente por mol de inibidor (mmol Q / mol),

obtidos em triplicatas.

3.11. Avaliacéo da toxidez sobre linhagem de células de neuroblastoma de camundongo
(N2A)
Células de neuroblastoma humano da linhagem N2A (ATCC) foram cultivadas em meio
DMEM completo suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 5% de penincilina a
37°C sob atmosfera contendo 5% CO-. O recolhimento das células para o experimento se deu
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pelo tratamento com solugdo de tripsina-EDTA (1,25-0,185 mg/mL) a 37°C por 5 minutos
seguido de adicdo de 5 mL de meio DMEM + 10% SFB e centrifugacdo a 1600 rpm por 6
minutos a 4°C. Apos a remocéao do sobrenadante, a concentracdo da suspenséao de células foi
ajustada para 5,0 x 10° células/mL com meio DMEM + 10% SFB e semeadas em aliquotas de
100 pL em uma placa de 96 pocos (5,0 x 10 células/pogo). Apds incubagédo por 12 ha 37°C e
5% CO. para adeséo, o0 meio de cultivo foi renovado e o tratamento com 0s compostos 44a-d,
47a-c, 48a-c, 50a-c e donepezila, pré-dissolvidos em DMSO a 50 mM, feito as concentracdes
finais de 50 e 10 UM em triplicata. Controles negativo (sem tratamento), positivo (DMSO 20%
vlv), veiculo (DMSO 0,2% v/v) e branco (auséncia de células) foram mantidos para
comparacao. A viabilidade celular foi verificada apds 24 h de incubacéo a 37°C e 5% CO> pelo
método de MTT (WANG et al, 2016). A médias dos valores de absorbancia obtidos (A = 570
nm) foram convertidos em percentual de viabilidade celular relativa a média do controle ndo
tratado descontados da média do controle branco. Os resultados de citotoxidade sdo
apresentados como médias dos valores encontrados em ao menos trés experimentos

independentes e as barras de erro sao relativas aos valores de desvio padréo.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1.  Planejamento sintético dos compostos

A sintese da série de compostos planejados foi pensada com base na analise
retrossintética detalhada no Esquema 5.

Inicialmente, por meio de uma desconexdo C-C (etapa a), pOode-se observar que o0s
compostos 3-fenil-7-aminoalcoxi-cumarinicos (47a-c; 48a-c) tém como precursores 0s acidos
fenilbordnicos (45;46), devidamente substituidos, e as 3-bromo-7-aminoalcoxi-cumarinas
(44a;b;d), mediante uma reacdo de Suzuki. Em paralelo, uma desconex@ C-N (etapa a’),
apontou a anilina (49) e as 3-bromo-7-aminoalcoxi-cumarinas (44a;b;d) como precursores das
3-(N-anilino)-7-aminoalcoxi-cumarinas (50a-c), sendo essa etapa proporcionada por uma
reacdo de Buchwald.

Através de uma desconexdo C-N (etapa b), foi possivel identificar a piperidina (43) e as
3-bromo-7-bromoalcoxi-cumarinas (42a-d) como precursoras das 3-bromo-7-aminoalcoxi-

cumarinas (44a-d), mediante uma reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2).
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A partir de uma desconexdo C-Br (etapa c), identificaram-se o Bromo (41) e as 7-
bromoalcoxi-cumarinas (40a-d) como precursores das 3-bromo-7-bromoalcoxi-cumarinas
(42a-d), via reacdo do tipo substituicdo eletrofilica aromatica (SeAr).

Por meio de uma desconexdo C-Br (etapa d), observou-se que os compostos 7-
bromoalcoxi-cumarinicos (40a-d) tém como precursores a 7-hidroxi-cumarina (38) e 0s
respectivos dibromoalcanos (39a-d), através de uma reacdo de substituicdo nucleofilica
bimolecular (Sn2).

Por fim, uma desconexdo C-C e C-O sobre a 7-hidroxi-cumarina (etapa €), aponta o
resorcinol (36) e o acido formilacético (51) como reagentes de partida, explorando a
condensacdo de Pechmann. Entretanto, como o &cido formilacético é instavel, indica-se a

utilizacdo do acido malico (37), o qual é capaz de gerar o acido formilacético “in situ .

) O
"o o L
n125 n125(50a0)
a
(47a<c) R =H ) c-C
(48a-c) R=N(CHs), 1) Suzuki R BUChwa'd
c) C-Br

Br N
X 3) S\Ar
YA, O 2 e KL
O“ o f\/f\o o n

n 12,5 (42ad n=t2s (02
n=125 (44a-d) n= (42a-d) d) C-Br
4)Sy2

X
HO 0’230

(38)
) C-C/C-O
5) Condensacao
de Pechmann

ISW
N
HO OH HOMH

\_ (36) 1) )
Esquema 5. Andlise retrossintética para obtencdo dos compostos planejados.

4.2.  Sintese da 7-hidroxicumarina (38)

A sintese da 7-hidroxicumarina (38) foi realizada através da condensacdo de
Pechmann (PECHMANN, 1884). Empregou-se a metodologia de sintese via irradiacdo de
micro-ondas caseiro, desenvolvida pelo nosso grupo de trabalho (PEREIRA et al., 2018), como
demonstrado no Esquema 6. Atraveés desta, foi obtido um solido branco com rendimento igual

a 70% apds purificacdo, com ponto de fusdo igual a 238°C (literatura: P.F. = 230°C). A
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metodologia convencional (por meio de aquecimento) néo foi empregada, porque esta necessita

de temperatura elevada, longo tempo reacional e resulta em baixos rendimentos.

+
OH
HO OH HO)K/S‘/ MW" Ho o~ o
B7) o

(36) (38)

Esquema 6. Sintese da 7-hidroxicumarina (38).

Para realizar esta condensacdo, foram utilizados resorcinol (36) e acido malico (37) em
meio de acido sulfarico, os quais foram irradiados na poténcia de 265 W e 30 segundos de
reacdo, com 3 pulsos de 10 segundos no centro do prato (Esquema 6). Nesta reacdo, o0 acido
sulfurico atua como catalisador e o acido malico como um gerador in situ de acido formilacético
(47) (Esquema 7).

O  OH H2S0,

O O
OH M * CO * HO
HO)‘\)\”/ MW HO H
B o (51)

Esquema 7. Formacao in situ do &cido formilacético (51) a partir do acido malico.

O mecanismo proposto (Esquema 8) da-se, inicialmente, com a formacdo in situ do
acido formilacético (51). Em seguida, ocorre uma substituicdo eletrofilica aromatica (SgAr),
através do ataque dos elétrons m do resorcinol (36) ao carbono carbonilico do acido
formilacético (51) - ativado pelo catalisador acido (JOULE; MILLS, 2010). Neste momento ha
a quebra de aromaticidade, no entanto, o intermediario catiénico I (ion arénio) é estabilizado
pelo efeito de ressonancia. Seguidamente, uma base presente no meio abstrai o hidrogénio do
ion arénio e, assim, os elétrons que faziam parte da ligacdo com o préton migram para anel,
restabelecendo a aromaticidade (I11). Posteriormente, o acido protona o oxigénio carboxilico do
intermediario 11, tornando o carbono carboxilico mais suscetivel ao ataque nucleofilico
intramolecular (111). Subsequentemente, 0 oxigénio do resorcinol ataca o carbono carboxilico
parcialmente positivo, resultando no intermediario 1V que se encontra em equilibrio com sua
forma protonada V. Entéo, V elimina agua, visto que esta é considerada um bom grupo de saida
— base fraca — seguida da formacao do éster e abstracdo do hidrogénio da carbonila lactonica
(VI). Por fim, a hidroxila do intermedidrio VIl é protonada, levando ao intermediario
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positivamente carregado VIII. Este, entdo, sofre a abstracdo do hidrogénio « a carbonila,
seguida da eliminacdo de &gua e consequente formacdo da ligacdo dupla, levando a formacéo

da 7-hidroxi-cumarina (38).

H,Q
A
X
HQ 0”0 HQ Q" "0

\.. Vil hed hrd o (38) oo )

Esquema 8. Esquema de intermediarios proposto para formacdo da 7-hidroxicumarina (38)
através da condensacdo de Pechmann (Adaptado de JOULE; MILLS, 2010).

Para confirmar a formacéo da 7-hidroxi-cumarina (38) foram realizados experimentos
de determinacdo estrutural de RMN 'H e °C. No espetro de RMN !H, alguns sinais

caracteristicos possibilitaram a comprovacdo da formacdo deste composto, como o sinal
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simpleto em & 10,61 (s, 1H), referente ao hidrogénio da hidroxila fendlica (Hon), € hidrogénios
absorvendo na regido caracteristica de aromaticos: 6 7,54 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 6 6,76 (dd, J1 =
8,5Hz,J2=2,2Hz,1H) e 3 6,72 (d, J = 2,2 Hz, 1H), atribuidos respectivamente aos hidrogénios
Hs, He e Hs. Estas atribuigcdes foram feitas levando-se em consideracdo a capacidade que o
substituinte hidroxila possui em aumentar a densidade eletronica do anel por efeito mesomeérico,
causando uma blindagem dos hidrogénios na posicéo orto em relacdo a ele, o que leva estes
hidrogénios (He € Hsg) a absorverem em menores frequéncias. A diferenciacéo entre eles foi
possivel atraves da multiplicidade dos sinais, isto é, o duplo dupleto que foi atribuido ao Hs,
pois este acopla com Hs (J%) e, a longa distancia, com Hs (J°) e o dupleto ao Hs, pois acopla
apenas a longa distancia com Hg (J°) (Figura 19).

( Hs )

HO™ 7 9 ' 0O"2>0

1.04 1.08

8 \& | —

Figura 19. Estrutura numerada da 7-hidroxi-cumarina (38) e multiplicidade dos sinais de He

(duplo dupleto) e Hg (dupleto).

Tambeém foram observados sinais em 6 6,21 (d, J=9,4 Hz, IH) ¢ 6 7,94 (d, J = 9,5 Hz,
1H) referentes aos deslocamentos quimicos dos hidrogénios do anel lactdnico (sistema
carboxilico a, f-insaturado). Tais hidrogénios (Hs e Ha) encontram-se ligados a carbonos sp?,
logo, séo desblindados devido ao campo anisotropico dos elétrons n. Ademais, a diferenga entre
os deslocamentos quimicos destes hidrogénios pode ser explicada pelo efeito g-carboxilico de
desprotecdo, causado pelo efeito mesomérico entre a ligagdo dupla C=C e a carboxila do anel
(Figura 20).
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Figura 20. Efeito de ressonancia entre a ligagcdo dupla conjugada a carboxila do anel lacténico.

No espectro de RMN C, a presenca do sinal em § 161,75 caracteristico de carbono
carboxilico foi um dos fatores mais importantes na confirmacdo da formacdo do produto
desejado. Além disso, observou-se a presenca de sinais caracteristicos de anel aromatico em: 8
160,92, & 156,00, 6 111,75 (carbonos quaternarios), 6 130,20, & 111,88 e 6 102,89 (carbonos
metinicos). Levando-se em consideracdo a capacidade que o oxigénio possui em retirar elétrons
por efeito indutivo, por conta de sua alta eletronegatividade, os sinais em 160,92 e 156,00 ppm
foram atribuidos aos carbonos quaternarios C; e Co, respectivamente, visto que este efeito
indutivo causa uma desblingadem do nucleo, levando estes carbonos a absorverem em
frequéncias mais altas. J& os sinais em 111,88, 102,89 e 111,75 ppm foram atribuidos aos
carbonos Ce, Cg € C1o, respectivamente, por estarem em posic¢éo orto em relagéo ao substituinte
hidroxila e/ou ao oxigénio lactonico e, consequentemente, serem blindados pelo efeito
mesomeérico positivo caracteristico deste grupamento.

Os sinais presentes em 6 113,5 e 6 145,02 foram atribuidos aos carbonos Cz e Ca,
respectivamente. Estes valores de deslocamento quimico sio caracteristicos de carbono sp?, que
sdo desblindados devido ao campo anisotropico dos elétrons . Porém a diferenca entre estes
valores pode ser considerada como consequéncia do efeito p-carboxilico de desprotecéo,
causado pelo efeito mesomérico entre a ligacdo dupla C=C e a carboxila do anel, como

observado para os hidrogénios equivalentes (Figura 20).

4.3. Reacgdo de O-alquilagdo da 7-hidroxicumarina (40a-d)

Os derivados 7-bromoalcoxi-cumarinicos (40a-d) foram sintetizado via reagdo de O-
alquilacdo (Esquema 9), os quais foram obtidos nas formas de solido e 6leo de diferentes cores.
Foram obtidos rendimentos entre 68-78%, variando de acordo com o numero de carbonos
espacadores, e ponto de fusdo de 65-132°C (ndo havendo relatos de P.F. na literatura para

nenhum dos sélidos obtidos) (Tabela 4).
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Tabela 4. Cores dos compostos obtidos, seus respectivos pontos de fusdo e rendimentos obtidos
para os compostos 40a-d .

n Ponto de Fuséo (°C) Forma e cor Rendimento (%)
2 132-133 Sélido amarelo claro 75
3 101 Sélido amarelo claro 78
4 65 Solido amarelo claro 70
5 - Oleo laranja claro 68

A reacédo de O-alquilagéo foi realizada a partir da 7-hidroxi-cumarina (38), carbonato

de potassio (K2-COz3) e dibromoalcanos (39a-d) em acetona, sob 60°C. (Esquema 9).

X X
* Br/(/\)F Br K2COs -
HO 0 0 n=2-5 acetona Br”™ n0 0 0

(38) (39a-d) n=2-5 (40a-d)

Esquema 9. Sintese das 7-bromoalcoxi-cumarinas (40a-d).

Esta reacdo passa por um mecanismo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2), no
qual, inicialmente o carbonato abstrai o préton da hidroxila fenolica da 7-hidroxi-cumarina (38),
para que, assim, a umbeliferona tenha seu par de elétrons mais disponivel para realizacdo do
ataque nucleofilico ao brometo de alquila, formando bicarbonato e a 7-oxicumarina (1X). Em
seguida, ocorre uma Sn2, na qual a 7-oxicumarina formada atua como nucledfilo e ataca o
carbono ligado ao bromo. De maneira concertada, a ligacdo nucleéfilo-carbono vai se
formando, enquanto a ligacdo C-Br vai se rompendo, até o brometo ser liberado e assim formar
a 7-bromoalcoxi-cumarina (40a-d) (Esquema 10) (CAREY & SUNDBERG, 2008).

HCO3

JO S W m ww# m
QQ+CO3 n=1-4

(38) (39a d) (40a-d)

Esquema 10. Esquema de intermediarios proposto para formacdo dos derivados 7-
bromoalcoxi-cumarinicos (40a-d) (Adaptado de CAREY; SUNDBERG, 2007).

Por se tratar de um mecanismo de Sn2, o impedimento estérico é determinante para a
eficiéncia do ataque nucleofilico. Desta forma, a reagcdo com dibromoetano foi a mais demorada
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e necessitou de uma maior quantidade deste reagente para ocorrer. Ao passo que as reagdes com
dibromobutano e dibromopentano obtiveram menores rendimentos por haver um menor
impedimento estérico, possibilitando, assim, um segundo ataque da umbeliferona, dando
origem a um produto bis-alquilado (52, Figura 21). No acompanhamento por cromatografia
em camada fina das reagfes com dibromobutano e dibromopentano, pdde-se observar a
formacdo de um produto secundario mais apolar do que o produto desejado, o qual acredita-se
ser o produto de bis-alquilacdo, visto que o mesmo ndo foi observado nas reacGes com

dibromoetano e dibromopropano.

fj@\ /@E\/\I\
o~ O O/HFO o~ ~O

n=4-5
(52)

Figura 21. Produto de bis-alquilacao oriundo das rea¢es da umbeliferona com dibromobutano

e dibromopentano.

Os produtos foram obtidos na forma de um O6leo apds a particdo e evaporacdo do
solvente, devido a presenca de haleto de alquila, que foi adicionado em excesso na reacdo. Para
a obtencdo dos produtos na forma de um sélido, os mesmos foram precipitados em hexano, no
baldo em que foi evaporado o solvente da parti¢do, a partir da imersdo do mesmo em banho de
ultrassom. O composto com 5 carbonos espacadores ndo precipitou, sendo obtido na forma de
um oleo de coloracdo laranja clara. Todos os s6lidos obtidos, independentemente do nimero de
espacadores, tinham forma amorfa e apresentaram coloracdo amarela clara.

O acompanhamento da reacdo se deu através de analise por cromatografia em camada
fina, com silica como fase estacionaria e hexano : acetato de etila 50% como eluente. Através
desta, foi observada a formagédo de um produto com carater mais apolar em relagéo ao reagente
de partida (umbeliferona). Esse fato se explica pela melhor interacdo da hidroxila &cida da
umbeliferona com a silica, realizando ligagdes de hidrogénio, 0 que ndo ocorre nos respectivos
produtos.

A fim de se confirmar a formacdo das 7-bromoalcoxi-cumarinas (40a-d) foram
realizados experimentos de determinacdo estrutural de RMN 'H e *C dos compostos
sintetizados. Os principais indicativos da formacéo destes compostos no espectro de RMN H
foram a presenca dos sinais de hidrogénio na regido de hidrogénio ligado a carbono sp?, dos
quais 0 mais caracteristico foi a presenca de um tripleto na regido de 6 4,03-4,36 com integrago
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igual a dois, referente aos hidrogénios metilénicos ligados ao carbono oxigenado. No espectro
de RMN 3C o que evidenciou a formagc&o dos produtos foi a presenca dos sinais de carbono na
regido de carbono sp®, dos quais 0 mais caracteristico foi a presenca de um sinal de carbono
metilénico na regido de 6 65,80-68,16, referente ao carbono ligado ao oxigénio presente na
posicdo 7 da cumarina (Figura 22). Ademais, no espectro de RMN *H n&o foi observado o sinal
referente ao hidrogénio da hidroxila fendlica (6 10,61) presente no reagente de partida (38), fato
este que também corrobora para a confirmacao da obtencao das 7-bromoalcoxi-cumarinas (40a-
d).

Oy = 4,03-4,36 ppm

6y =10,61 ppm dc = 65,80-68,16 ppm
A l N
Lo —
HO 0" X0 o 0" X0
(38) n=1-4 (40b-c)

Figura 22. Atribuicdo comparativa dos principais sinais dos compostos 7-bromoalcoxi-
cumarinicos (40a-d) e 7-hidroxicumarina (38) nos espectros de RMN *H e 13C.

4.4. Reacdo de bromacao da posicédo 3 do nucleo cumarinico (42a-d)

Os derivados 3-bromo-7-bromoalcoxi-cumarinicos (42a-d) foram sintetizados via
reacdo de bromacdo (Esquema 10), os quais foram obtidos nas formas de um sélido branco e
amorfo. Os rendimentos variaram de 79-84% e os pontos de fusdo de 120-183°C (ndo havendo

relatos de P.F. na literatura para nenhum dos solidos obtidos) (Tabela 5).

Tabela 5. Pontos de fusdo e rendimentos obtidos para os compostos 42a-d.

n Ponto de Fuséo (°C) Rendimento (%)
2 182-183 84
3 120 80
4 120-121 83
5 123 79

A reacdo de bromacdo foi realizada a partir das respectivas 7-bromoalcoxi-cumarinas
(40a-d) e do bromo (41) a 25°C em meio tamponado com acetato de sodio/acido acético
(CH3COONa/CH3COOH) (Esquema 11).
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N N Br
+ Br2 AcONa/AcOH
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Br/HFo 0~ 0 Br/H?o o~ Yo

n=2-5 (40a_d) (41) n=2-5 (423-d)

Esquema 11. Sintese dos derivados 3-bromo-7-bromoalcoxi-cumarinicos (42a-d).

Esta reacdo segue 0 mesmo mecanismo de uma substituicdo eletrofilica aromética
(SeAvr), de forma que inicialmente ocorre um ataque nucleofilico dos elétrons xt da dupla ligagéo
a,p-carboxilica, do anel lactonico, do respectivo composto 40a-d ao bromo parcialmente
positivo do Brz, levando a formacao de Br e do intermediario catiénico X, que € estabilizado
pelo efeito de ressonancia do anel vizinho. Seguidamente, o brometo (Br’) presente no meio
abstrai o hidrogénio deste intermediario e, assim, os elétrons que faziam parte da ligacdo com
o0 préton migram para anel, levando a formacéo dos respectivos produtos desejados (42a-d) e
de acido bromidrico (HBr). Por ocorrer a formacdo de HBr como subproduto e este se tratar de
um &cido forte, a reacdo é realizada em meio tamponado com CH3COONa/CH3COOH, a fim

de se evitar uma possivel abertura do anel lactdnico do nucleo cumarinico (Esquema 12).

~
5 AN m ' Br_Br LA /@IH
/H\
n= 25 (40a-d) (41) oo 25 = 25
Estruturas candnicas de X I
Br Br
T OB = S
Br/H?O /H\ 0 r/H\O ® o
n=2-5 n=2- 5 n=2-5
l Estruturas candnicas de X
N Br
+ H-—Br
Br/HFO O 0
L n=2-5 (42a-d) )

Esquema 12. Esquema de intermediarios proposto para formacéo dos derivados 3-bromo-7-
bromoalcoxi-cumarinicos (42a-d) (Adaptado de CLAYDEN et al., 2001).

O acompanhamento da reacdo se deu através de analise por cromatografia em camada

fina, com silica como fase estacionaria e hexano : acetato de etila 50% como eluente. Pela
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analise de camada fina foi possivel observar a formagdo de um produto de carater mais apolar
em relacdo ao reagente de partida. Isso se deve ao fato do substituinte bromo, presente nos
produtos, conferir um carater mais apolar aos produtos.

Os produtos obtidos ap6s a precipitacdo em gelo apresentaram cor alaranjada,
provavelmente devido a presenca de um pequeno excesso de Bra no meio reacional, e ap6s a
purificagdo em coluna cromatogréfica, todos se apresentaram na forma de um sélido amorfo de
coloracgéo branca.

A fim de se confirmar a formacdao das 3-bromo-7-bromoalcoxi-cumarinas (40a-d) foram
realizados experimentos de determinagdo estrutural de RMN *H e 3C dos compostos
sintetizados. O principal indicativo da formagdo destes compostos no espectro de RMN H é a
auséncia do sinal de hidrogénio na regido de hidrogénio ligado a carbono sp? em & 6,25-6,28
com integracdo igual a um, referente ao hidrogénio metinico ligado ao carbono a-carboxilico
da lactona. No espectro de RMN 3C o que evidenciou a formag&o dos produtos foi a mudanca
de fase do sinal de carbono na regifo de carbono sp? no DEPT-Q, em & 112,95-113,36, referente

ao carbono a-carboxilico da lactona (Figura 23).

f 8y = 6,25-6,28 ppm 8¢ = 112,95-113,36 pph

mH /©f\IBr
Br B
o 0" X0 "~ >0 0" o
n=1-4 n=1-4
(40a-d) (42a-d)

Figura 23. Atribuicdo comparativa dos principais sinais dos compostos 7-bromoalcoxi-

cumarinicos (40a-d) e 3-bromo-7-bromoalcoxi-cumarinicos (42a-d) nos espectros de RMN H

e 18C.

4.5. Reacgdo de aminacéao da cadeia alquilica (44a-d)

Os compostos 3-bromo-7-aminoalcoxi-cumarinicos (44a-d) foram sintetizados via
reacdo de aminacgdo, conforme demonstrado no Esquema 13, os quais foram obtidos nas formas
de um sélido amorfo de diferentes cores. Os rendimentos variaram de 95-99% e os pontos de
fusdo de 120-183°C (ndo havendo relatos de P.F. na literatura para nenhum dos solidos obtidos)
(Tabela 6).
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Tabela 6. Coloragéo, pontos de fuséo e rendimentos obtidos para os compostos 44a-d.

n Coloracéo Ponto de Fuséo (°C) Rendimento (%)
2 Laranja claro 215 95
3 Laranja claro 242 97
4 Laranja claro 225-226 98
5 Amarelo claro 176 99

Esta reacéo foi realizada a partir da piperidina (43) e dos respectivos derivados 3-bromo-
7-bromoalcoxi-cumarinicos (42a-d) em acetonitrila, sob aquecimento a 60°C. (Esquema 13).

B
Br 2 r
> " —_— PN
/(")\ ¥ L N nO (0] e
Br” 'nO (@) 6] Acetonitrila n=2-5

n=2-5 (42a-d) (43) (44a-d)

Esquema 13. Sintese dos derivados 3-bromo-7-aminoalcoxi-cumarinicos (44a-d).

Esta reacdo passa por um mecanismo de Sn2, no qual, a piperidina atua como nucledfilo,
através dos elétrons ndo ligantes do nitrogénio, que promove um ataque nucleofilico ao carbono
metilénico ligado ao bromo. De maneira concertada, a ligacdo nucleofilo-carbono se forma,
enquanto a ligacdo C-Br se rompe, até o brometo ser liberado e assim formar o intermediario
protonado XI. Em seguida, a piperidina abstrai o préton ligado ao nitrogénio, formando, assim,
0s respectivos compostos 3-bromo-7-aminoalcoxi-cumarinicos (44a-d) e, como subproduto, o
sal brometo de piperidinio. Pelo fato da piperidina agir também como uma base nesta reacéo, a

mesma foi adicionada em excesso ao meio (Esquema 14) (CLAYDEN et al., 2001).
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n=1-4  (44a-d)

Esquema 14. Esquema de intermediarios proposto para formacéo dos derivados 3-bromo-7-
aminoalcoxi-cumarinicos (44a-d) (Adaptado de CLAYDEN et al., 2001).

Por se tratar de um mecanismo Sn2, 0 impedimento estérico é determinante para a
eficiéncia do ataque nucleofilico, pelas razbes previamente explicadas no item 4.3. Desta forma,
areacdo com os derivados com menor nimero de carbonos espacadores (42a-b) se deu de forma
mais demorada e com menores rendimentos do que as demais (42c-d).

O acompanhamento da reacdo se deu através de analise por cromatografia em camada
fina, com silica como fase estacionaria e diclorometano : metanol 10% como eluente. Através
da analise em camada fina foi possivel observar a formacdo de um produto de carater mais polar
em relacdo ao reagente de partida. Esse fato se explica pela melhor interacdo dos produtos com
a silica, devido a presenca do nitrogénio que é capaz de realizar ligaces de hidrogénio com a
silica, 0 que ndo ocorre nos respectivos reagentes.

Os produtos obtidos foram confirmados através das técnicas de RMN H e 3C e
espectrometria de massas de alta resolugdo. O espectro de RMN *H para o derivado com cadeia
espacadora de 3 carbonos (44b) e mostrado de forma representativa aos demais derivados da
série (Figura 24). As atribuicGes dos sinais aos hidrogénios localizados nas respectivas
posi¢des se encontram indicadas na propria figura por meio da numeracdo apresentada. Cabe
salientar os sinais caracteristicos do ntcleo cumarinico: 6 8,01 (s, 1H); 6 7,34 (d, J = 8,5 Hz,
1H); 6 6,83 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 6 6,88 (dd, J1 = 8,5 Hz, J2 = 2,2 Hz, 1H), bem como os sinais
referentes a cadeia alquilica e ao anel piperidinico que confirmam a obtencdo do produto: &
4,20 (t, J=5,7 Hz, 2H); 6 1,63-1,70 (m, 6H); 6 2,87 (t, J = 5,7 Hz, 2H); 6 3,16-3,18 (m, 2H); &

1,92-1,94 (m, 2H); & 1,47-1,48 (m, 2H).
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Figura 24. Espectro de RMN *H do derivado 3-bromo-7-((3-piperidin-1-il)propoxi)-cumarina
(44b).

Os sinais multipletos em 6 3,16-3,18 e 6 1,92-1,94 foram atribuidos aos hidrogénios Ha
e Hg’, porém ndo hé evidéncias o suficiente para que se possa afirmar a quais hidrogénios cada
sinal se refere. Visto que a cadeia alquilica pode assumir diferentes conformacdes, e que a
cadeia piperidinica assume conformacdes similares ao ciclohexano (Figura 25), acredita-se que
esteja ocorrendo algum efeito de protecdo e desprotecdo relacionado a posicdo desses
hidrogénios em relagdo a algum ou alguns dos grupos presentes na molécula. Porém, por se
desconhecer a causa desse efeito, ndo se pode afirmar se cada sinal se refere aos hidrogénios

geminais, ou seja, aos hidrogénios ligados a um mesmo carbono, ou se cada sinal se refere a
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uma conformacdo especifica desses hidrogénios (axial e equatorial), sendo eles
diastereotdpicos. Na Figura 25, estdo demonstradas as conformac6es do tipo cadeira e cadeira
invertida do anel piperidinico, nas quais 0s hidrogénios axiais e equatoriais, em questdo, estdo

representados como Ha e He, respectivamente.

H
He H, a
DFN, H,
TLHG v
! N
H
H, ©

a

Figura 25. Estrutura dos conférmeros do tipo cadeira (a esquerda) e cadeira invertida (a direita)

do anel piperidinico.

4.6. Reagdo de acoplamento de Suzuki para obtencdo dos derivados 3-fenil-7-
aminoalcoxi-cumarinicos (47a-c; 48a-c)

Os compostos 3-fenil-7-aminoalcoxi-cumarinicos (47a-c; 48a-c) foram sintetizados via
reacdo de acoplamento de Suzuki, conforme demonstrado no Esquema 15, os quais foram
obtidos nas formas de um sélido amorfo de diferentes cores. Os rendimentos variaram de 70-
75% e os pontos de fusdo de 90-153°C (ndo havendo relatos de P.F. na literatura para nenhum
dos solidos obtidos) (Tabela 7).

Tabela 7. Coloracdo, pontos de fusédo e rendimentos obtidos para os compostos 47a-c e 48a-C.

Ponto de Fuséao Rendimento

n R Coloragéo

°C) (%)
2 H Amarela clara 90 75
3 H Amarela clara 114-115 75
5 H Amarela clara 198 80
2 N(CHs), Verde 140 70
3 N(CHs)>  Amarela fluorescente 153 75
5 N(CHs3), Amarela fluorescente 206 77

Esta reacdo foi realizada a partir dos acido fenilborénico devidamente substituidos (45;

46) e dos respectivos derivados 3-bromo-7-aminoalcoxi-cumarinicos (44a;b;d) em uma
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mistura de solventes (&4gua : etanol : tolueno — 2 : 1 : 1), sob aquecimento a 60°C (Esquema
15).

OH
4 0" )
IO
R R
5 (45)R=H O

AN
PN > R
QN ~o 0" Xp KyCO; Pd(PPhy), O\l Ne| 0" o

n=2,3,5 (44a;b;d) H,O/EtOH/PhMe n=2,35 (47a<c) R=H

\ (48a-c) R = N(CH3y

Esquema 15. Sintese dos derivados 3-fenil-7-aminoalcoxi-cumarinicos (47a-c; 48a-c).

O mecanismo da reacdo de Suzuki é melhor visualizado a partir da perspectiva do
catalisador de paladdio (XII). A reacdo inicia-se com o processo de adi¢do oxidativa dos
respectivos compostos 44a;b;d ao paladio para formar a espécie de organopaladio XII1. Em
seguida, a reacdo entre o intermediario XIII e o carbonato, d& origem ao intermediario X1V,
que via transmetalacdo com o complexo de boronato (XV; XVI) (produzido pela reacdo do
acido fenilborénico (45; 46) com o carbonato) forma a espécie de organopaladio XVIII. Por
fim, ocorre o processo de eliminacdo redutiva dos respectivos produtos desejados (47a-c; 48a-
c), restaurando o catalisador de palddio original (XI1), o qual completa o ciclo catalitico

(Esquema 16).
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(PPh3),Pd® (44a;b;d)
R—Ph Xl Adicao Oxidativa
(47a-c; 48a-c)
Eliminagao Redutiva
R
||/ 1 R
(PPhs),Pd (PPhy),Pd"
Xvii Ph
@ Xl Br
K ¢H
Kozco—Els—ocozK K2CO3
OH

XVl R4

Transmetalagao /

(PPhs),Pd"
XIv OCO,K
OH
Ph K-CO I KB
E|; L2y, PhEI?—OCOZK '
HO” ~OH OH
(45; 46) (XV; XVI)
X

N’H;o o~ Yo
Ry = n=2,3,5

Esquema 16. Esquema de intermediarios proposto para formacdo dos derivados 3-fenil-7-
aminoalcoxi-cumarinicos (47a-c; 48a-c) (Adaptado de MIYAURA; SUZUKI, 1995).

O acompanhamento da reacdo se deu através de andlise por cromatografia em camada
fina, com silica como fase estacionaria e diclorometano : metanol 25% como eluente. Pode-se
observar a formacdo de um produto levemente mais apolar do que o reagente de partida, até
mesmo para os produtos que continham o dimetilamino como substituinte do anel fenilico, ou
seja, observou-se uma menor interacdo com a silica por parte dos produtos quando comparados
aos reagentes de partida.

A obtencdo desses derivados foi confirmada através das técnicas de RMN H e °C e
espectrometria de massas de alta resolucéo. Os espectros de RMN *H dos derivados com cadeia
espacadora de 2 e 3 carbonos e com R = H e N(CHz3)2 (47a; 48b), sdo mostrados nas figuras 26
e 27, respectivamente, de forma representativa aos demais derivados da série que possuem
hidrogénio e dimetilamino como substituinte do anel fenilico. As atribui¢cdes dos sinais aos

hidrogénios localizados nas respectivas posi¢des se encontram indicadas na propria figura por
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meio da numeracdo apresentada. Cabe salientar que os sinais caracteristicos do nucleo
cumarinico se mantiveram, assim como os sinais referentes aos hidrogénios da cadeia alifatica
e aos do anel piperidinico.

No espectro de RMN H do derivado 47a, pode-se observar o aparecimento de um
multipleto referente aos hidrogénios ligados aos carbonos 2°’ e 6°’, 0S quais cairam na mesma
regido do hidrogénio ligado ao carbono 5 (do ntcleo cumarinico): & 7,68-7,72 (m, 3H). Pode-
se observar também o aparecimento de dois tripletos referentes aos demais hidrogénios (Hs-,
Hs» e Hs») do sistema aromatico do substituinte fenil: & 7,46 (t, J = 7,4Hz, 2H); 6 7,40 (t, J =
7,4Hz, 1H), o que corroborou para a confirmacdo da formacdo do produto desejado (Figura
26).
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Figura 26. Espectro de RMN !H do derivado 3-fenil-7-((2-piperidin-1-il)etoxi)-cumarina

(47a).

No espectro de RMN *H do derivado 48b, pode-se observar o aparecimento de dois

dupletos na regido de hidrogénio de sistema aromatico com perfil de para substitui¢io: 6 7,39
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(d, J = 8Hz, 2H); 6 6,77 (d, J = 8Hz, 2H), e também o0 aparecimento de um simpleto com

integracdo para 6 hidrogénios, referente aos hidrogénios das metilas do substituinte

dimetilamino presente na fenila: 6 3,01 (s, 6H) (Figura 27).
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Figura 27. Espectro de RMN H do derivado 3-(p-(N,N)-dimetilanilina)-7-((3-piperidin-1-

il)propoxi)-cumarina (48b).
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4.7. Reacgdo de acoplamento de Buchwald para obtencéo dos derivados 3-(N-anilino)-
7-aminoalcoxi-cumarinicos (50a-c)

Os compostos 3-(N-anilino)-7-aminoalcoxi-cumarinicos (50a-c) foram sintetizados via
reacao de acoplamento de Buchwald, sendo obtidos nas formas de solidos amorfos de coloracao
amarela. Os rendimentos variaram de 75-80% e os pontos de fusdo de 114-202°C, ndo havendo

relatos de P.F. na literatura para nenhum dos sélidos obtidos (Tabela 8).

Tabela 8. Pontos de fusdo e rendimentos obtidos para os compostos 50a-c.

Ponto de Fusao Rendimento

(°C) (%0)
2 114 77
3 166 75
5 202 80

Esta reacéo foi realizada a partir da anilina (49) e dos derivados 3-bromo-7-aminoalcoxi-

cumarinicos (44a;b;d) em dioxano, sob aquecimento a 100°C (Esquema 17).

4 )

©/NH2

Br NH
N/H?O o 0 CsyCO3 xantphos, N’H}o O @)
- Pd(CH3;COO =2,3,
\ n=23.5 (44a;b;d) 1,4(-Di03xano 2 e (S0a-c) J

Esquema 17. Sintese dos derivados 3-(N-anilino)-7-aminoalcoxi-cumarinicos (50a-c).

Assim como na reacdo de Suzuki, o mecanismo € melhor visualizado a partir da
perspectiva do catalisador de paladio (XIX). A reacdo inicia-se com o processo de adigdo
oxidativa dos respectivos compostos 3-(N-anilino)-7-aminoalcoxi-cumarinicos (44a;b;d) ao
paladio para formar a espécie de organopaladio XX. Em seguida, a reacao entre o intermediario
XX e anilina (49), catalisada pelo carbonato de césio (Cs2CQ3), d& origem ao intermediario
XXI. Por fim, ocorre o processo de eliminagdo redutiva do produto desejado (50a-c),
restaurando o catalisador de paladio original (XIX), o qual completa o ciclo catalitico

(Esquema 18).
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Esquema 18. Esquema de intermediarios proposto para formacéo dos derivados 3-(N-anilino)-
7-aminoalcoxi-cumarinicos (50a-c) (Adaptado de MUCI; BUCHWALD, 2002).

O acompanhamento da reacdo se deu através de andlise por cromatografia em camada
fina, com silica como fase estacionaria e dicloro/metanol 25% como eluente. Pdde-se observar
a formacao de um produto de polaridade semelhante a do reagente de partida, havendo diferenca
somente na coloracdo da fluorescéncia apresentada sob luz ultravioleta de A = 365 nm, a qual
mudou de azul para amarela.

A obtencdo desses derivados foi confirmada através das técnicas de RMN H e °C e
espectrometria de massas de alta resolugdo. O espectro de RMN 'H do derivado com cadeia
espacadora de 2 carbonos (50a), € mostrado na figura 28 de forma representativa aos demais
derivados da série. As atribui¢bes dos sinais aos hidrogénios encontram-se localizados nas
respectivas posicdes e indicadas na propria figura por meio da numeracao apresentada. POde-
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se observar que 0s sinais caracteristicos do nicleo cumarinico se mantiveram, assim como 0s
sinais referentes aos hidrogénios da cadeia alifatica e aos do anel piperidinico. Observou-se a
presenca de dois tripletos em & 7,38 (t, J = 7,9 Hz, 2H) ¢ 6 7,08 (t, J = 7,4 Hz, 1H), referentes
aos hidrogénios ligados aos carbonos 3°°, 5’ e 4°°, respectivamente. Também foi observada a
presenca de um multipleto referente aos hidrogénios ligados aos carbonos 2’ ¢ 6°°, os quais
cairam na mesma regido dos hidrogénios ligados aos carbonos 4 e 5 (do nicleo cumarinico) em
6 7,19 — 7,23 (m, 4H), e de um simpleto largo referente ao hidrogénio ligado ao nitrogénio
(HnH) em 6 6,63 (sl, 1H).
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Figura 28. Espectro de RMN 'H do derivado 3-(N-anilino)-7-((2-piperidin-1-il)etoxi)-

cumarina (50a).
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4.8. Resultados de atividade inibitoria dos compostos obtidos frente &8 AChE e BChE
Foram feitos os ensaios de inibicdo frente & AChE e BChE, utilizando o método de
Ellman com os compostos 44a-d, 47a-c, 48a-c, 50a-c e com o farmaco donepezila. Este teste
consiste na clivagem enzimatica da acetiltiocolina ou butiriltiocolina (53a-b) promovida pela
AChE ou BChE, respectivamente. Nele, adiciona-se o reagente DTNB, que em presenca de
tiocolina (XXI1), produto da clivagem da acetiltiocolina ou da butiriltiocolina, reage formando
o0s produtos 54 e 55. Este ultimo apresenta coloracdo amarela, a qual pode ser quantificada por
medida da absorbancia em um leitor de placas equipado com filtro de luz a A = 415 nm. Desta
forma, a atividade da enzima é medida de maneira indireta por meio da reac¢do do produto de

clivagem enzimética com um reagente pro-cromoforico (Esquema 19).

o)
/ | o Q  acheBchE e \
D e s N
/T\/\SJ\R “IsH RJ\OH
(53a) R=CHj XXl acido acético R =CHj,
(53b) R =(CH,),CHj3 acido butirico R =(CH,),CHj
HOOC COOH
ol o5y
(DTNB)
HOOC, COOH
I
OZN@S\S/\/@T\ + Hs NO,

\ (54) (55) J

Esquema 19. Reac¢do ocorrida no ensaio de Ellman.

Todos 0s compostos testados foram potentes e seletivos quanto a capacidade de inibir a
AChE. Nestes ensaios, 0 composto menos ativo foi 0 48c, o qual apresentou valor de Clso =
0,96 UM e os mais ativos foram o 48a e o0 50a, os quais apresentaram valores de Clso = 0,02
MM e 0,05 pM, respectivamente. Os respectivos resultados de Clso obtidos nos ensaios de

inibicdo frente as colinesterases encontram-se na Tabela 9.
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Tabela 9. Resultados obtidos nos ensaios inibi¢do enzimatica frente 8 EeAChE e EqQBChE.

STNES

n

Clso (uM) = DP?

Compostos R n ISd
AChEP BChE®

44a Br 1 0,18 £ 0,009 8,37 £ 0,167 47
44b Br 2 0,37+£0,008 15,87 +0,007 43
44c Br 3 0,55+ 0,010 4,92 + 0,095 9
44d Br 4 0,15 £ 0,005 5,01 £ 0,253 33
47a Fenila 1 0,14 + 0,009 2,50 £0,177 18
47b Fenila 2 0,24 £0,014 1,86 + 0,024 8
47c Fenila 4 0,45 £ 0,036 0,90 £ 0,001 2
48a 4-(CHs)2N-Ph 1 0,02 £ 0,001 6,73+0,040 337
48b 4-(CHs)2N-Ph 2 0,33 +£0,011 7,27 £0,273 22
48¢ 4-(CHs)2N-Ph 4 0,96 £ 0,036 3,85+ 0,190 4
50a N-anilino 1 0,05+0,002 11,07+0530 221
50b N-anilino 2 0,30 £ 0,011 6,67 £ 0,103 22
50c N-anilino 4 0,23+ 0,010 1,94 + 0,107 8

donepezila - - 0,007 £0,0002 2,39 + 0,105 341

& Concentracdo necessaria para inibir 50% da atividade colinesterasica, dados obtidos +
desvio padrdo (DP) de triplicatas de ensaios independentes; ® AChE de enguia elétrica;
¢ BChE de soro equino; ¢ indice de seletividade (IS) é dado como BChE Clso/AChE Clso.

Foi possivel observar que, no geral os compostos que apresentaram 0s melhores
resultados inibitdrios frente a AChE foram aqueles em que o nimero de carbonos espagadores
entre o grupo piperidinila e o nucleo cumarinico é igual a 2. Com relagdo aos compostos com
0s substituintes bromo, fenil e p-(N,N)-dimetilanilina na posi¢do 3 do anel cumarinico (44a-c;
47a-c; 48a-c), pode-se observar uma tendéncia decrescente da atividade conforme a cadeia
alquilica aumenta de tamanho, conforme era esperado, uma vez que esse comportamento foi
observado nos derivados do composto prototipo (33). Porém, o composto com substituinte
bromo com 5 metilenos espagadores (44d) apresentou um resultado inesperado de atividade
inibitdria, sendo o mais ativo da série com este substituinte. Outro composto que se destacou
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por apresentar alta atividade inibitoria, foi 0 48a, que apresentou atividades muito semelhantes
ao composto protétipo, validando o planejamento da série cumarinica e o bioisosterismo néo
classico entre as indanonas e as cumarinas. Além disso, este composto se destacou pelo indice
de seletividade obtido entre as colinesterases (IS = 337), sendo muito similar ao do farmaco

donepezila (IS = 341), o que faz dele um composto bastante promissor.

4.9. Resultados dos ensaios do mecanismo de inibigdo enzimatica

Os inibidores enzimaticos reversiveis podem atuar por diferentes mecanismos de
inibicdo. Estes mecanismos sdo identificados pelo efeito que os inibidores produzem nas
constantes cinéticas Km e Vma, que os classificam como inibidores competitivos, nédo-
competitivos ou incompetitivos. A inibicdo competitiva é aquela em que o inibidor compete
com o substrato pelo sitio catalitico da enzima, formando um complexo enzima-inibidor (EI)
que é semelhante ao complexo enzima-substrato (ES). Para este tipo de inibi¢do, observa-se um
aumento dos valores de Km enquanto Vmax se mantém constante. J& o inibidor ndo-competitivo
liga-se a um sitio alostérico da enzima, ou seja, um sitio diferente do sitio ativo. Por mais que
0 substrato ainda possa se ligar ao complexo El formando um complexo ternario enzima-
substrato-inibidor (ESI), este complexo ndo é capaz de converter substrato em produto. Para
este tipo de inibicdo, observa-se uma diminuicdo dos valores de Vmax enquanto Kn se mantém
constante. Por fim, na inibicdo incompetitiva, o inibidor pode se ligar somente ao complexo ES
e ndo a enzima livre e, portanto, o inibidor se liga a um sitio que é criado durante a alteracéo
conformacional da enzima, promovida pela ligacdo ao substrato, formando o complexo ternario
ESI. Neste caso, tanto Km quanto Vmax sdo reduzidos na presenca do inibidor.

Visando uma maior compreensdo do tipo de inibicdo promovida pelos compostos
testados frente as colinesterases, realizaram-se ensaios de cinética enziméatica em ambas as
enzimas para os dois compostos mais ativos frente a AChE, 48a e 50a, e para 0 composto 44d,
por ter apresentado uma atividade diferente da esperada, sendo o mais ativo da sua série
(substituinte bromo). Através dos valores de Km e Vmax (Tabela 10) e do perfil do grafico de
Lineweaver—Burk, foi possivel observar que o tipo de inibicdo promovida por todos os
compostos testados é o tipo mista para ambas as enzimas. De maneira que 0S compostos
inibidores sdo capazes de ligarem-se tanto ao sitio catalitico das enzimas (inibigdo competitiva)
quanto ao sitio alostérico (inibicdo nao-competitiva), atuando, assim, de duas maneiras

diferentes. Desta forma, calcularam-se duas constantes de afinidade para cada um dos
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compostos em cada enzima, sendo eles Ki (inibicdo competitiva) e K; (inibicdo néo-

competitiva), conforme pode ser observado na Tabela 10.

Tabela 10. Parametros cinéticos de 44d, 48a e 50a em AChE e BChE.

Concentracao Vmax £ DP?2 Km + DP2 Ki + DP? Ki £ DP?2
(uM) (1 x 10° nM/min) (1 x 10°nM) (nM) (nM)
44d em AChE
0 3,064 + 0,063 23,060 + 2,744
0,1 2,209 £+ 0,060 48,083 £2,189 21,273+0,816 157,350 + 4,674
0,2 1,752 £ 0,198 81,645 £ 7,743
44d em BChE
0 6,306 + 0,138 78,160 + 0,141
3 5,791 £ 0,185 97,903 +0,309 2129 + 148 6621 + 322
6 4,669 + 0,229 114,500 £ 1,061
48a em AChE
0 3,168 + 0,188 25,290 + 0,651
0,01 1,762 £ 0,128 56,185+ 3,910 1,610+0,066 10,499 + 0,438
0,03 1,254 £ 0,043 76,095 + 1,025
48a em BChE
0 5,811+ 0,201 80,190 + 0,625
2 4,837 + 0,399 109,483 + 5,504 2585 + 236 7376 + 558
5 3,224 + 0,284 112,827 + 1,961
50a em AChE
0 3,159 + 0,045 24,150 + 0,735
0,04 1,939 £ 0,003 47,300+ 0,431  3,03+0,018 12,705+ 0,312
0,06 1,417 £ 0,015 65,630 + 1,245
50a em BChE
0 5,380 + 0,060 73,780 + 1,639
10 3,119 + 0,079 125,400 £ 1,473 2476 + 54,8 7744 + 168
15 2,106 + 0,105 136,050 + 0,778

2 Desvio-padrdo (DP) de triplicatas de ensaios independentes
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Como foi dito, o perfil do grafico de Lineweaver—Burk também é capaz de indicar o
mecanismo de inibicdo. Isso é possivel observando-se 0 comportamento das retas, que podem
ser paralelas entre si (inibicdo incompetitiva) ou concorrentes (neste caso o que ira determinar
o0 tipo de mecanismo sera o local de intersecdo dessas retas). No caso da inibicdo ser do tipo
competitiva, o ponto de intersecdo ird ocorrer na regido positiva do eixo y (1/v) e se o inibidor
for ndo-competitivo, a interse¢do ocorreré na regido negativa do eixo x (1/[S]). Na Figura 29
pode-se observar os graficos de Lineweaver—Burk do composto 48a para AChE (a esquerda) e
BChE (a direita), nos quais as retas se cruzam no segundo quadrante do sistema cartesiano, o
que caracteriza este inibidor como do tipo misto. As concentrages utilizadas do composto para
obtencdo das curvas encontram-se nos graficos representadas pelo simbolo [I].

0= o 1.0 - [I]=0
-~ [I] =
- [I]=3 uM

& [1]=0,01 puM U
=6p
1-//./. = [I]=0,03 uM 0.5

T T T 1 T T 1
-10 0 10 20 30 -10 0 10 20 30
1/[S] 1/[s]

1/v
1/v

Figura 29. Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibicdo em EeAChE (a esquerda) e
EgBChE (a direita) do composto 48a.

4.10. Resultados dos ensaios de interacdo enzimatica in silico

Todas as quatro fungdes disponiveis no programa GOLD 5.6 foram capazes de produzir
posicdes de ligacdo de bis-tacrina (ligante co-cristalizado) com valores de RMSD inferiores a
1,00 A nas enzimas avaliadas (EeAChE e EqBChE). No entanto, apenas a funcio GoldScore
(JONES et al., 1997) apresentou simultaneamente para uma mesma posicao de ligacdo o menor
valor de RMSD e a maior pontuacdo de atracamento, sendo, por esse motivo, esta funcéo
escolhida para os procedimentos subsequentes de atracamento molecular. Os resultados obtidos
para 0S compostos 44a, 48a e 48c sdo apresentados na Tabela 11. Observou-se que as
pontuacgdes obtidas na avaliacdo in silico seguiram o perfil qualitativo das atividades observadas

No ensaio enzimatico in vitro.
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Tabela 11. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados.

Inibidor EeAChE EqBChE
GoldScore Clso GoldScore Clso
44a 64,9 0,18 + 0,009 57,6 8,37 £ 0,167
48a 78,1 0,02 £ 0,001 63,0 6,73 £ 0,040
48¢c 71,4 0,96 + 0,036 67,9 3,85+ 0,190

A anélise das posicGes de ligacdo obtidas do estudo de docking mostrou que 0s
inibidores foram capazes de ocupar, simultaneamente, os sitios ativo (CAS) e periférico (PAS),
em concordancia com os dados observados no estudo de cinética enzimética. No sitio ativo o
grupo piperidinila protonado dos inibidores realiza interacdo do tipo cation-z com o residuo
Trp86. No sitio periférico, as moléculas apresentaram interacao do tipo empilhamento-z com o
residuo Trp286, no entanto essa intera¢do se mostrou mais efetiva para 48c, devido a uma maior
proximidade do nucleo cumarinico com o residuo de aminoacido. No caso de 44a ocorrem
somente interacOes hidrofdbicas fracas. Por outro lado, a menor cadeia espacgadora alquilica de
48a permite que o ndcleo cumarinico se posicione no canal do sitio ativo, realizando interacGes
do tipo ligacdo de hidrogénio com o residuo Tyr337 e o grupo peptidico do residuo Phe295.
Essas interacOes, devido a sua maior energia e pelo fato de ndo haver interacdo similar para o
complexo enzima/48c, explicam a maior efetividade da interagcdo de 48a e a enzima EeAChE,
fato esse que pode ser extrapolado para explicar também a maior atividade inibitoria deste
composto nos ensaios enzimaticos in vitro. A Figura 30 apresenta as posicdes dos ligantes 44a,

48a e 48c (em sobreposicdo) em relacdo aos sitios ativo e periférico da enzima EeAChE.
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Figura 30. Resultados dos estudos de docking dos compostos 44a, 48b e 48c na AChE no
programa GOLD 5.6. A: 44a e 48a; B: 48a e 48c. Cadigo de cores vs. atomos: vermelho,
oxigénio; azul, nitrogénio; branco, hidrogénio; verde, carbono; vinho, bromo. Figura gerada

com PyMol 0.99 (DeLano Scientific LLC).
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4.11. Resultados de atividade antioxidante dos compostos

Visando a hipotese do estresse oxidativo como uma das principais causas da morte de
células nervosas (BUTTERFIELD; BOYD-KIMBALL, 2018), foram realizados ensaios de
atividade antioxidante com o reagente FRAP (ferric reducing ability of plasma). Este ensaio
consiste na capacidade de reduzir o complexo férrico via transferéncia de elétrons, ou seja,
transferindo-se elétrons do composto ativo para o complexo. A capacidade antioxidante é
quantificada pela intensidade da coloracdo azul, uma vez que, em pH acido, reduzindo-se o
complexo férrico a forma ferrosa (Fe?*), desenvolve-se uma cor azul intensa com um maximo
de absorcéo a 593 nm (Esquema 20). Desta forma, quanto mais intensa for a cor, maior é a
atividade antioxidante do composto testado. Neste ensaio é necessario o uso de um padrao de
referéncia, pois o resultado é dado de maneira comparativa a este padrdo. A quercetina foi o
padrdo utilizado neste trabalho por sua capacidade antioxidante e por haver outros trabalhos na
literatura que a utilizam como padrdo (MALHOTRA et al., 2016). Desta forma, os valores

obtidos s&o equivalentes em mmol de quercetina por mol de amostra (mmol Q / mol).

~ G

N N
/ + ant|OX|dante / /
Fe(lll) Fe

“ o @%

\ [Fe(ll)(TPTZ),]* [Fe(Il)(TPTZ),1%* J

Esquema 20. Esquema reacional entre o reagente FRAP e 0 composto antioxidante.

A avaliacéo antioxidante dos compostos cumarinicos mostrou que apenas as séries 48a-
c e 50a-c apresentam atividade, cujos valores obtidos variaram entre 2,42 e 285,53 mmol Q /
mol (Tabela 12). As séries 44a-d e 47a-c ndo apresentaram atividade, o que indica que o efeito
antioxidante observado é oriundo das subunidades, p-(N,N)-dimetilanilina e N-anilino. Os
resultados obtidos se mostraram promissores, visto que sdo superiores aos de outras 7-alcoxi-
cumarinas descritas na literatura (MALHOTRA et al., 2016).
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Tabela 12. Atividade antioxidante dos compostos.
Composto  Valor de FRAP (mmol Q/mol)

48a 7,49 + 0,61
48b 2,42 +0,19
48c 2,77 +0,00
S0a 101,96 * 8,58
50b 285,53 + 13,74
50c 278,40 £ 6,74

4.12. Resultados de toxidez sobre linhagem celular de neuroblastoma de camundongo

(N2A)

Um dos aspectos mais importantes que compostos com aplicagdo medicinal devem
apresentar € a especificidade. Em relagdo ao tratamento da DA, estes ndo s6 devem apresentar
atividade nos alvos propostos, como também ndo podem apresentar citotoxidade, ou seja, ndo
devem ser nocivos as células. Para avaliarmos o perfil citotoxico dos compostos sintetizados,
estes foram submetidos a ensaios de toxidez frente & uma linhagem celular de neuroblastoma
de camundongo (N2A), linhagem escolhida por se tratar de um tipo celular neuronal. Nestes
ensaios, as células foram incubadas por 24h juntamente com cada um dos compostos 44a-d,
47a-c, 48a-c e 50a-c a 10 e 50 uM e donepezila a 50 uM. Na Figura 31 pode-se observar que
0S compostos mais ativos frente a AChE (48a e 50a), assim como a grande maioria dos demais,
apresentou um perfil citotdéxico baixo com uma viabilidade celular acima de 90%, para 48a e
50a, e acima de 60%, para os demais, mesmo para a concentragdo mais elevada (50 pM). No
entanto, o0 composto com trés carbonos espacadores e substituinte p-(N,N)-dimetilanilina (48b)
e quase todos os compostos com cinco carbonos espacadores (47c, 48c e 50c), com excegéo
apenas do que possui 0 bromo como substituinte (44d), apresentaram uma toxidez elevada a 50
MM, com uma viabilidade celular proxima de 20%. Desta forma, os resultados obtidos frente a
N2A corroboraram 0s demais, indicando, mais uma vez, 0os compostos 48a e 50a como

promissores candidatos a farmacos anti-DA.
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Figura 31. Gréfico de barras da viabilidade celular para cada um dos compostos 44a-d, 47a-c,
48a-c e 50a-c a 10 e 50 uM e donepezila a 50 pM.

5. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos a partir da sintese foram considerados satisfatorios, uma vez que
as reacOes apresentaram alta pureza e bons rendimentos, de modo que os produtos obtidos (44a-
d; 47a-c; 48a-c; 50a-c) foram todos caracterizados por RMN *H e 3C e por espectrometria de
massas de alta resolucdo, confirmando sua estrutura quimica.

Os resultados dos ensaios de inibicdo da atividade enzimatica in vitro revelaram que
todos os compostos foram capazes de inibir seletivamente a AChE frente a BChE. Dentre os
compostos da série, 0s mais ativos foram 48a (Clso = 0,02 uM, IS = 337) e 50a (Clso = 0,05
UM, 1S = 221), sendo que o primeiro apresentou poténcia e seletividade similares ao do farmaco
donepezila (Clso = 0,007 puM, IS = 341). No geral, os resultados obtidos frente a AChE
seguiram uma mesma tendéncia em relacéo aos derivados do protétipo (33), no que diz respeito
ao namero de carbonos espacadores de 2, 3 e 5 carbonos. A hipotese de que a distancia 6tima
entre o nucleo cumarinico e o grupo farmacoforico piperidinil seriaa de 2 carbonos espagadores
foi confirmada, uma vez que os compostos 47a, 48a e 50a foram os mais ativos de suas
respectivas subseries. Através dos ensaios de modelagem molecular computacional, foi
possivel entender melhor as causas dessa tendéncia observada. O posicionamento do grupo
piperidinil protonado no sitio catalitico por meio de intera¢fes cétion-n foi comum a todos os

derivados analisados. No entanto as interagdes entre os residuos de aminoacidos do sitio
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periférico do tipo ligacdo de hidrogénio com o &tomo de oxigénio na posicao 7 juntamente com
interagdes do tipo empilhamento  com os anéis fenila ligados a posi¢do 3 do nucleo cumarinico
foram determinantes para uma melhor estabilizacdo dos inibidores no sitio ativo, culminando
em uma maior atividade inibitoria in vitro. Adicionalmente, os compostos 48a e 50a
apresentaram atividade antioxidante superior a de outras 7-alcoxi-cumarinas descritas na
literatura, resultado interessante uma vez que diversos estudos associam o estresse oxidativo no
cérebro com a evolucdo da DA.

O conjunto dos resultados, tanto de sintese quanto de atividade bioldgica, justifica a
ampliacdo da série de derivados 7-aminoalcoxi-cumarinicos, especialmente a partir das
estruturas de 48a e 50a, visando conhecer o efeito de diferentes grupos substituintes no anel
fenilico ligado a posicdo 3 do grupo cumarinico. A otimizacao estrutural desses compostos pode
resultar em derivados mais potentes, seletivos e com menor toxidez a células mamiferas.

As perspectivas para este trabalho incluem ainda, realizar os ensaios de inibicdo in vitro
da agregacdo de placas S-amildide para todos os compostos planejados e ensaios in vivo de

alteracdo comportamental em modelo de DA induzida em camundongos.
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Anexo 1. RMN *H (500 MHz) para 38
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Anexo 2. RMN 3C (500 MHz) para 38
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Anexo 3. RMN !H (400 MHz) para 40a

Normalized Intensity Normalized Intensity
= N ul ~ o o N u ~ o
I 1 1 1 1 q1 1 1 1 1 ? 1 1 1 1 q‘ 1 1 1 1 ? 1 1 1 1 Lrl 1 1 1 1 ?
T Ire /766 T
B 1-3 —7.64 3
. : :
[6)]
1 rs 741
o ™ LR —7.39
[} .
= i
# —_
- o
=3 -
Q 3 |
= [mg] <3 ~
w . @ o
2 1re-
= - = L= 6.89
= S 4=9
N o = 3 o —6.82
b o
3 LS 6.82
@] £ ]
[N / 1
(5N ] E
oa
O J
= o
o [6)]
5 i
2 i
3© 1 & —6.29
Y 118 \6.27
(3_“/{. o - 7.66 Normalized Intensity
= 3781 j}7.64 o S o 2 5
° s L7141 I L. UL L ¢
S ITR = \7.39 T
O 1
~Nq 0 ~6.89 ) > IN
o o @
=8 \6.29 3 It S
o !4]’ 6.27 S - —4.37
Ls = ' —4.36
© © ~4.34
N =
w
- L
= 437 &
C —4. Q
Cho a7 436 QN
R 370 568 3 -
& \-3.67 e
=
w =
T o
e}
3
N ©
w
) . =
w
~| - 3.70 —3.68
o © ~3.67
f W

9€

92



Anexo 4. RMN 3C (100 MHz) para 40a
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Anexo 5. RMN !H (400 MHz) para 40b
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Anexo 6. RMN 3C (100 MHz) para 40b
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Anexo 7. RMN !H (400 MHz) para 40c
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Anexo 8. RMN 3C (100 MHz) para 40c
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Anexo 9. RMN !H (400 MHz) para 40d
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Anexo 10. RMN *3C (100 MHz) para 40d
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Anexo 11. RMN !H (400 MHz) para 42a
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Anexo 12. RMN 3C (100 MHz) para 42a
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Anexo 13. RMN !H (400 MHz) para 42b
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Anexo 14. RMN 3C (100 MHz) para 42b
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Anexo 15. RMN !H (400 MHz) para 42¢c
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Anexo 16. RMN 3C (100 MHz) para 42¢
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Anexo 17. RMN !H (400 MHz) para 42d
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Anexo 18. RMN 3C (100 MHz) para 42d
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Anexo 19. RMN !H (500 MHz) para 44a

Normalized Intensity Normalized Intensity
o o o o o o o o o o S e e
- S} w = [$2] (2] ~ [ee] | $ $ ?
o —_——
g '
3 o S
o t
=R ~ @
0 o <]
=0 -
o [g —8.57
T o |L°
oo
Normalized Intensity
o o o [
° ¢ 5 =
I L. S M. o
- T
7 S
] &
1] ~ —7.65 2
11 —7.63 °
<1
o]
~ ]
1]
9~
@ B~ J
E
3 ]
S ]
w
=, 4
—~ ~
B w7
Ea.
9 ]
:
o
=N h
» ]
N ]
) 7.65 =4l 2 7.10
[uy . ] © —/.
2 Jco L7%s | ©
B -
[=} 4
Eco'\_ ] —
8 _ 11 ¢
~q_ e 7.04 710 1l 5 3703
=c 703 ~ ] \_7.02
@ ' S 7.01
L 7.02 ] .
7.01 Normalized Intensity
o =
o 5 o
— T T
T
Lo R
o
= &
(8, @
~ 8
o
= o
(S}
o
=0
@
3
© 22 2
n wn o
. = "
)
N
N et
>
E=R —1.64
N —1.46
Cin/
=
S
Cie —1.64
2178
S N s —1.46
o N

108



Anexo 20. RMN 3C (125 MHz) para 44a
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Anexo 22. RMN 3C (125 MHz) para 44b
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Anexo 23. RMN !H (500 MHz) para 44c
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Anexo 24. RMN 3C (125 MHz) para 44c

Normalized Intensity
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Anexo 25. RMN !H (500 MHz) para 44d
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Anexo 26. RMN 3C (125 MHz) para 44d
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Anexo 27. RMN !H (500 MHz) para 47a
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Anexo 28. RMN 3C (125 MHz) para 47a
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Anexo 29. RMN !H (500 MHz) para 47b
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Anexo 30. RMN 3C (125 MHz) para 47b
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Anexo 31. RMN !H (500 MHz) para 47¢
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Anexo 32. RMN 3C (125 MHz) para 47¢
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Anexo 33. RMN !H (500 MHz) para 48a
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Anexo 34. RMN 3C (125 MHz) para 48a
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Anexo 35. RMN !H (500 MHz) para 48b
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Anexo 36 RMN 3C (125 MHz) para 48b
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Anexo 37. RMN !H (500 MHz) para 48c
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Anexo 38. RMN 13C (125 MHz) para 48¢
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Anexo 39. RMN !H (500 MHz) para 50a
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Anexo 40. RMN 3C (125 MHz) para 50a
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Anexo 41. RMN !H (500 MHz) para 50b
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Anexo 42. RMN 3C (125 MHz) para 50b
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Anexo 43. RMN !H (500 MHz) para 50c
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Anexo 44. RMN 3C (125 MHz) para 50c
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Anexo 45. EMAR para 44a

G-2C3 #20-4T7 RT: 0.18-0.39 AN: 14 NL: 5.77E7
T: FTMS + p ESI Full ms [50.0000-500.0000]
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Anexo 46. EMAR para 44b

5-3C3 #19-48 RT: 017-0.39 AV: 153 NL: 7.89ET
T: FTMS + p ESI Full ms [50.0000-500_0000]
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Anexo 47. EMAR para 44c

G-4C3 #1120-1144 RT: 530-540 AV: 5 HNL: 1.25E9
T: FTMS + p ESI Full ms [60.0000-820.0000]
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Anexo 48. EMAR para 44d

G-5C3 #1181-1207 RT: 5.62-5.70 AW: 4 NL: 1.58E8

T: FTMS + p ESI Full ms [60.0000-820.0000]
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Anexo 49. EMAR para 47a

G-2C4 #21-53 RT: 0.18-0.42 AN: 1T NL: 4.16E7
T: FTMS + p ESI Full ms [50.0000-500.0000]
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Anexo 50. EMAR para 47b

5-3C4_181010114510 #20-52 RT: 0.18-043 A\V: 16 MNL: 4 93E7
T: FTMS + p ESI Full ms [20.0000-500.0000]
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Anexo 51. EMAR para 47c

G-5C5 #1358-1379 RT: 6.48-6.56 AV:4 NL: 1.88E9
T: FTMS + p ESI Full ms [60.0000-820.0000]
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Anexo 52. EMAR para 48a

141

5-2C6 #16-51 RT: 0.15-0.42 AN: 18 NL: 1.03E&
T: FTMS + p ESI Full ms [50.0000-500.0000]
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Anexo 53. EMAR para 48b

G-3C6 #1308-1327 RT: 6.22-6.30 AV: 4 HNL: 1.20E8
T: FTMS + p ESI Full ms [60.0000-820.0000]
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Anexo 54. EMAR para 48c

G-5C6 #1406-1428 RT: 6.71-6.82 AV: 5 NL: 9.50ES
T: FTMS + p ESI Full ms [60.0000-820.0000)
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Anexo 55. EMAR para 50a

G-2C8 #23-52 RT: 0.20-0.40 AV: 15 ML: 7.52E7
T: FTMS + p ESI Full ms [S0.0000-500.0000]
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Anexo 56. EMAR para 50b

G3CH #28-42 RT: 0.20-0.2B8 ANV: 7 ML: 2.56E8
T: FTMS + p ESI Full ms [60_0000-800.000:0)
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Anexo 57. EMAR para 50c

G-5C8 #1393-1419 RT: 6.66-6.77 AVW: 5 NL: 1.10E9
T: FTMS + p ESI Full ms [60.0000-820.0000]
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Anexo 58. Gréficos de porcentagem de inibicdo vs. concentracdo do inibidor para EeAChE
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Anexo

59. Graficos de porcentagem de inibicéo vs. concentracdo do inibidor para EQBChE
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Anexo 60. Gréaficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibicdo em EeAChE
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Anexo 61. Gréficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibi¢do em EqBChE
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