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RESUMO

A Doenca de Alzheimer (DA) caracteriza-se por ser um distirbio neurodegenerativo
progressivo e irreversivel de memoria e outras fungdes cognitivas, afetando o funcionamento
ocupacional e social. O uso de compostos hibridos com potencial inibidor para mais de um
alvo, como a enzima acetilcolinesterase (AChE) e a agregacdo de placas B-Amiloides (Ap),
vem sendo apontado como de grande valia para o tratamento da DA devido a possiblidade de
inibir simultaneamente alvos que contribuem para a instalagdo e manuten¢ao da doenga. 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 agregacao de placas Ap ¢
uma das principais responsaveis pela morte neuronal. Estudos recentes publicados pelo nosso
grupo de pesquisa (LaDMol-QM) demostraram o nucleo alquilamino-cumarina como um
potencial inibidor da enzima AChE e agregacdo de placas AfS. Esses resultados inspiraram a
série planejada dos novos derivados 3-(1,2,3-triazol)-cumarinicos propostos nesse trabalho,
baseando-se em requisitos estruturais presentes nestes inibidores alquilamino-cumarinicos,
onde se propos a avaliagdo de diferentes grupamentos alquilamino ciclico, a avaliagdo de
diferentes tamanhos de cadeia alquilica entre o grupamento alquilamino e o nucleo
cumarinico, a adi¢do do grupamento 1,2,3-triazol com diferentes substituintes. Os compostos
foram sintetizados em rendimentos de razoaveis a bons a partir das reagdes de: sintese da 7-
hidroxicumarina, O-alquilacdo da 7-hidroxicumarina com uma série de dibrometos com
diferentes tamanhos de cadeia, a bromagdo da posicdo 3 do nucleo cumarinico das 7-
bromoalcoxi-cumarina, reagdo de acoplamento cruzado de Sonogashira a partir das 3-bromo-
7-bromoalcoxi-cumarina, desprote¢do do grupamento trimetilsilila da 7-bromoalcoxi-3-
((trimetilsilil)etenil)-cumarina, reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar catalisada por cobre
(CuAAc), utilizando 3-etenil-7-bromoalcoxi-cumarina e azidas aromaticas, aminagdo da
cadeia alquilica das 3-(1H-1,2,3-triazol-4-R,)-7-(aminoalcoxi)-cumarina. Os compostos
obtidos foram purificados e, entdo, caracterizados por técnicas espectroscopicas (RMN 'H e
BC). Todos os compostos sintetizados foram capazes de inibir a AChE, ensaiados e
apresentaram valores de Clsy variando de 0,006 a 4,79 uM.

PALAVRAS-CHAVE: Alzheimer, Cumarinas, Inibidores de colinesterasicos, Inibidores de

agregacao de placas f-amiloide.



ABSTRACT

Alzheimer’s Disease (AD) is a progressive and irreversible neurodegenerative disorder,
which affects memory and other cognitive functions, also affecting ocupational and social
aspects. Using hybrid compounds with inhibition potential to multiple targets, like
acetylcholinesterase enzyme (AChE) and B-amyloid peptides plaques aggregation (A), has
been observed as a high value objective for AD treatment due to possibilty to inhibit
simultaneously different targets that contribute to instalation and maintenance of the disease.
AChE acts controlling levels of the neurotransmitter acetylcholine (ACh) in synaptic cleft,
that plays a role in the processes of learning and memory developing. The aggregation of A
plaques is one of the main responsible for neuronal death. Recent published studies by our
research group (LaDMol-QM) revealed the alkylamino-coumarin nucleus as a potential
inhibitor of AChE and AP plaques aggregation. These results inspired a planned developing
serie of new 3-(1,2,3-triazole)-coumarin derivatives purposed in this paper, based in structural
aspects existent in those alkylamino-coumarin inhibitors, where it was purposed an evaluation
of different cyclic alkylamino groups, also the evaluation of different sizes of alkyl chain
between the alkylamino group and coumarin group, the addition of 1,2,3-triazole group with
different substituents. The compounds were synthesized in yields reasonable to good from
reactions of: synthesis of 7-hydroxycoumarin, O-alkylation of 7-hydroxycoumarin with a
dibromides serie with different chain sizes, bromation of position 3 of coumarin nucleus of
the 7-bromoalkoxy-coumarin, reaction of Sonogashira’s cross-coupling from 3-bromo-7-
bromoalkoxy-coumarin, deprotection of trimethylsilyl group of 7-bromoalkoxy-3-
((trimethylsilyl)ethenyl)-coumarin, reaction of 1,3-dipolar cycloaddition copper catalyzed
(CuAACQ), using 3-ethenyl-7-bromo-alkoxy-coumarin and aromatic azides, amination of alkyl
chain of 3-(1H-1,2,3-triazol-4,R)-7-(aminoalkoxy)-coumarin. The compounds were purified
and then characterized by spectroscopic techniques (NMR 'H ¢ ®C). As a result, all
synthesized compounds were able to inhibit AChE, based on assays and presented ICs values
from 0,006 to 4,79 uM.

KEY WORDS: Alzheimer, Coumarins, Cholinesterase inhibitors, B-Amyloid plaques
aggregation inhibitors
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1. INTRODUCAO
1.1 Doenca de Alzheimer

A doenga de Alzheimer (DA) ¢ assim denominada por sugestdo de Emil Kraepelin em
referéncia ao médico alemao Alois Alzheimer (KRAEPELIN, 1915), que desde 1901 vinha
documentando em detalhes os sintomas e o progresso da degeneragdo mental em uma
paciente de 51 anos de nome Auguste Deter. Apds sua morte, 0 exame anatdmico revelou
uma atrofia difusa de todo o cérebro e alteracdes caracteristicas nas suas estruturas internas,
como a formacao de placas amiloides e feixes densos de fibrila, que atualmente sabemos que
s30 as principais caracteristicas da doenca (MOLLER, 1998). Alzheimer entdo publicou esse
caso de deméncia pré-senil em 1907, onde pela primera vez, foram descritas alteracdes nos
emaranhados neurofibrilares (CAIXETA, 2012).

A doenga de Alzheimer (DA) ¢ uma forma de deméncia, representando o caso mais
frequente entre as doencas neurodegenerativas, estando relacionada a 50-60% destes casos.
(ALZHEIMER’S DISEASE INTERNATIONAL, 2019). Com o incontestavel aumento da
populacdo idosa no Brasil e no mundo, a incidéncia de doengas cronicas e cognitivas, como o
Alzheimer, cresce significativamente. O numero de casos de deméncia aumenta
expressivamente com a idade, de modo que em pessoas de 60 a 64 anos a prevaléncia de
deméncia ¢ inferior a 1% dos individuos, porém a partir dos 65 anos, a probabilidade de
desenvolver a doenca duplica a cada cinco anos, de modo que em pessoas com 85 anos ou
mais a incidéncia estd entre 24% a 33% dos pacientes (FERRI et al., 2006). Alguns dados
publicados em 2016 relatavam que mais de 47 milhdes de pessoas possuem algum tipo de
deméncia. A estimativa € que nos proximos 20 anos esse numero deve duplicar, atingindo 82
milhdes de pessoas em 2030 e 152 milhdes em 2050, devido ao aumento previsto da
expectativa de vida (PRINCE et al., 2016; WHO, 2019).

A DA ¢ uma doenga degenerativa e progressiva, de aparecimento insidioso, em que ha
deterioragdo das fungdes cognitivas de modo superior ao que seria esperado pelo
envelhecimento normal. Ela compromete a memoria, orientagdo, capacidade de julgamento,
compreensdo, aprendizagem, linguagem, raciocinio e a capacidade de realizar atividades
cotidianas, além, de causar diretamente, grandes impactos na vida dos cuidadores e familiares
dos portadores desta sindrome (WHO, 2019).

Embora tenha sido descoberta ha bastante tempo, foi nos ultimos 30 anos que a doenga
recebeu maior enfoque, surgindo uma série de conceitos relacionados a evolucao da doenca e

métodos terapéuticos, permitindo diagndsticos mais precoces, mesmo permanecendo



desconhecida a ordem exata das alteragdes que ocorrem no cérebro para desencadear a doenca

(CAIXETA, 2012).

1.2 Marcadores Bioquimicos

A DA ¢ uma doenca multifatorial, ou seja, causada pela interacio de multiplos
mecanismos patogénicos. No entanto, a forma como se originam e como esses fatores
contribuem para prejudicar as fungdes neuronais € a manutengdo da doenga, continuam
indefinidos. Observagdes a nivel microscopico permitiram identificar nas estruturas do lobo
temporal medial e areas corticais do cérebro, que as lesdes caracteristicas de DA sdo a
ocorréncia de placas senis (ou neuritica) ¢ emaranhados neurofibrilares, juntamente com a
degeneracdo dos neurdnios e das sinapses. Dentre os diversos mecanismos patogénicos que
estdo envolvidos nessas mudancgas, os que possuem maior enfoque incluem a deposi¢ao [3-
amiloide (AB) composta por peptideos e a deposi¢do de placas; emaranhados neurofibrilares
intracelulares  associados a  hiperfosforizagdo da  proteina Tau (PTau); a
proeminente neuroinflamacdo de células gliais proximas; disfun¢do neurovascular, estresse
oxidativo, alteragdes do ciclo celular, disfuncdo mitocondrial, disfungdo colinérgica, perda
sinaptica e morte neuronal especifica (LUO; RODINA; CHIOSIS, 2008). No entanto
nenhuma dessas hipdteses ¢ capaz de explicar de forma independente as condigdes

patologicas observadas na DA (RAJASEKHAR; GOVINDARAIJU, 2018).

1.2.1 Hipotese amiloide

Dentre as hipoteses, a amiloidica € a mais aceita e estd intimamente correlacionada com
os sintomas da doenca da DA que abrangem todas as hipoteses da doenga, fazendo com que
as placas amiloides sejam consideradas os biomarcadores ideais para o desenvolvimento de
um diagnoéstico precoce da DA (RAJASEKHAR; GOVINDARAJU, 2018). O peptideo -
amiloide (A) € o principal componente dos depositos de amiloide extracelular do cérebro de
portadores de DA e estdo particularmente presentes na regiao do hipocampo, cortex cerebral,
cortex entorrinal e o estriado ventral, as quais sdo responsaveis pelas fungdes cognitivas, e €
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 aminoacidos
(LUO; RODINA; CHIOSIS, 2008). Embora ndo se possa dizer com clareza a fungao
fisiologica da PPA, ela parece exercer um papel importante no desenvolvimento do cérebro,

na regulacdo da atividade da proteina Gy, na memoria e na plasticidade sinaptica



(NALIVAEVA; TURNER, 2013). O mecanismo de clivagem proteolitica da PPA pode
ocorrer por duas vias, a via ndo amiloidogénica e a via amiloidogénica. Segundo a hipdtese de
cascata amiloide, os peptideos AP seriam o produto de uma via secundaria do metabolismo do
PPA, que possui neurotoxicidade e podem gerar a producao de placas senis, resultando em
morte celular (HARDY e HIGGINS, 1992). Segundo essa hipdtese, duas secretases, a 3-
secretase e a y-secretase, clivam a PPA em diferentes lugares, originando fragmentos de
peptideos AP de diferentes tamanhos, principalmente com 40 e 42 residuos (LEVY et al.,
1990; CHEIGNON et al., 2017), onde o peptideo A4 teria a capacidade de interagir com
ions metdlicos presentes no cérebro e formar oligdbmeros e, em seguida, as fibrilas,
encontradas nas placas amiloides (Figura 1). Embora o fragmento de Af)40 seja o mais
comum, atualmente ¢ considerado que o fragmento Af).4,, mais hidrofobico, possua maior
potencial amiloidogénico, apesar de ambos serem capazes de agregar e originar fibrilas e

placas insoluveis (CHEIGNON et al., 2017).

Figura 1. Formacao dos peptideos AP seguida do seu acimulo para formar placas insoluveis

de AP em cérebros portadores da DA (Adaptado de CHEIGNON et al., 2017).

No cérebro saudavel a AP sofre uma degradacao proteolitica por proteases degradantes
de AP (ABDPs), responsavel por regular os niveis de AP no cérebro (SAIDO; LEISSRING,
2012). Entretanto, na DA os fragmentos se acumulam para formar placas insoliveis de AP

(Figura 2). (CHEIGNON et al., 2017).



Figura 2. Representagdo comparativa de neurdnios saudaveis e de portadores da DA (com

agregacdo de placas AB) (Adaptado de Alzhermer’s Association, 2018).

1.2.2 Hipoétese da Proteina Tau

A hipotese da Tau na DA tem sua base patoldgica na hiperfosforilagdo da proteina Tau
(PTau) que leva a desintegracdo de microtubulos e a subsequente agregagdo intracelular de
PTau para formar emaranhados neurofibrilares intracelulares (ENF) (RAJASEKHAR;
GOVINDARAIJU, 2018). A proteina Tau esta associada ao microtubulo (MAP), e atua
modulando a estabilidade dos microtibulos, em especial os microtiibulos axonais, ja que a
proteina tau ¢ predominantemente encontrada nos axdnios dos neurdnios, sendo sua
fosforizagdo fundamental para a estabilidade da funcdo desses neurdnios. No entanto, em
portadores de DA, observa-se uma fosforilagdo descontrolada levando a desintegracdo dos
microtibulos, que formam os filamentos que se agregam intracelularmente, formando
filamentos helicoidais emparelhados, que se depositam e atuam como barreiras fisicas ao
transporte axonal, prejudicando a transmissdo sindptica (Figura 3) (LUO; RODINA;
CHIOSIS, 2008; GOEDERT, 2004).



Figura 3. Hiperfosforilacdo da PTau que causa dissociagdo dos microtibulos, levando a
formacdo de agregados de tau soliveis que, em ultima instancia, formam emaranhados

neurofibrilares que se agregam e depositam (Adaptado de CITRON, 2010).

1.2.3 Hipétese Colinérgica

Em nivel molecular, a hipotese colinérgica foi a primeira e mais estudada abordagem que
descreve a fisiopatologia da DA. E definida como um processo degenerativo primério capaz
de danificar seletivamente grupos de neurdnios colinérgicos no hipocampo e no neocortex,
causados pela degeneragdao dos neurdnios colinérgicos nos nticleos do prosencéfalo basal. As
regides do hipocampo e neocortex desempenham papéis funcionais importantes na
consciéncia, atencao, aprendizagem, memoria e outros processos cognitivos. (SANABRIA et
al., 2018; TERRY; BUCCAFUSCO, 2003). Como consequéncia da neurodegeneragdo, ¢
observada reducdo da atividade de neurdnios colinérgicos, aqueles que utilizam o
neurotransmissor ACh. Essa hipotese levou ao desenvolvimento de uma abordagem
terapéutica baseada em inibidores da acetilcolinesterase (iAChE) capazes de restabelecer a
fung@o colinérgica pelo bloqueio da acetilcolinesterase (AChE), que ¢ a enzima responsavel
pela hidrélise da acetilcolina na fenda sindptica, aumentando consequentemente a
disponibilidade do neurotransmissor ACh. (FERRI et al., 2006).

A biossintese da ACh (1) se da pela a¢do da enzima colina acetiltransferase (ChAT), a
partir da acdo da colina e da acetil CoA, sendo entdo mantida armazenada em vesiculas
sinapticas antes de ser liberada na fenda sinaptica. Apos sua liberacdo, a ACh pode seguir por
duas vias, ou se ligando ao receptor colinérgico no neurdnio pro-sinaptico ou ser degradada

pela enzima acetilcolinesterase (AChE), gerando como produtos um ion acetato (3) € um ion
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de colina (2). Uma vez degradada, a molécula de colina ¢ transportada para o neurdénio pré-
sinaptico, pelos terminais axonais através de um transportador especifico dependente de Na”
(transportador de colina), sendo entdo utilizada na sintese de uma nova molécula de ACh

(Figura 4) (FRANCIS et al., 1999).

Figura 4. Representacdo do ciclo da acetilcolina nos neurdénios (Adaptado de Arquivo
Bioqui, 2018). (a) colina acetiltransferase (ChAT); (b) acetilcolinesterase (AChE); (c)

transportador de colina.

A enzima butirilcolinesterase (BChE) ¢ outra enzima capaz de degradar o
neurotransmissor ACh, porém em menores propor¢des em relagdo a AChE. Em um cérebro de
adultos saudaveis, a AChE ¢ responsavel por 80% da atividade das colinesterases (ChE), com
o BChE sendo responsavel pelo restante (JING et al., 2018). A BChE, também conhecida
como pseudocolinesterase ou colinesterase plasmatica, ¢ produzida pelo figado e estd presente
principalmente no plasma sanguineo (ASTORINO et al., 2017).

Pesquisas indicam que a quantidade de AChE no cérebro diminui com a progressao da
DA. No entanto, a atividade enzimatica da BChE permanece inalterada ou até aumenta, e
pode compensar a perda de AChE. Estudos com camundongos geneticamente modificados,
com desativagdo da AChE, mostraram que os mesmos nao sofreram hiperativagdo colinérgica
na auséncia desta enzima, indicando que a hidrdlise da ACh foi controlada pela BChE
(MESULAM et al., 2002). Além deste, outros relatos mostram uma correlagdo positiva entre
inibicdo seletiva da BChE, melhor desempenho cognitivo e aquisicdo de memoria

(FURUKAWA-HIBI et al., 2011; MAURICE et al., 2016). Portanto, a inibigdo da atividade
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da BChE pode ser benéfica como uma abordagem curativa da DA, sendo esta colinesterase
considerada um potencial alvo terapéutico na DA avangada (JING et al., 2018).

A AChE nao esta envolvida apenas com o controle dos niveis de ACh, ela também serve
como um importante cofator para a agregacdo do peptideo AP, induzindo alteracdes
conformacionais e bioquimicas em solugdo e acelerando sua fibrilogénese. Adicionalmente,
os complexos AChE-AB exibem uma neurotoxicidade consideravelmente maior em
comparagdo com os peptideos AP livres (QUINN, 1987; ALVAREZ et al., 1998), além
também de serem capazes de acelerar sua agregagao, levando a formacao das fibrilas tipicas

da DA (HAN:HE, 2018).

1.2.4 Hipotese do estresse oxidativo

O oxigénio ¢ fundamental para o funcionamento de todas as células vivas do nosso
organismo (UTTARA et al., 2009), assim como as espécies reativas de oxigénio (ERO) e de
nitrogénio (ERN) quando possuem geragdo ¢ homeostase controlada, desempenham um papel
central na sinalizagdo celular e na luta contra infeccdes (SIES, 2015). Entretanto, quando
ocorre o desequilibrio entre a homeostase pro-oxidante / antioxidante, o aumento da geracao
de ERO/ERN e radicais livres provocam estresse e danos oxidativos nas células (UTTARA et
al., 2009). Como o cerébro possue um maior consumo de oxigé€nio em relagdo aos demais
orgdos do corpo, ele se torna altamente vuneravel ao estresse oxidativo, que ocasiona acoes
danosas as fungdes fisioldgicas normais e posteriormente a morte neuronal (RAJASEKHAR;
GOVINDARAIJU, 2018).

Nas condigdes fisiopatoldgicas da DA ¢ muito comum observar niveis elevados de
ERO, e varias vias sdo responsaveis por induzir essas condi¢des celulares altamente
desfavoraveis, de modo a estar entrinsecamente correlacionado as outras hipoteses da DA,
como agregacdo AP, metais e disfuncdo mitocondrial (RAJASEKHAR; GOVINDARAIJU,
2018).

1.2.5 Hipotese dos metais

A hipotese dos metais na DA basea-se na instabilidade homeostatica de ions metalicos
(Cu, Fe, Zn e Al) observada no cérebro de portadores de DA (RAJASEKHAR;
GOVINDARAJU, 2018). As altas concentracdes desses biometais no cérebro promovem suas
interagdes com a placa A levando a producao de agregados téxicos. Os ions de cobre e zinco

sdo conhecidos por acelerar a agregagdo de peptideos AP levando a formacao de placas senis



(FALLER et al., 2014). Assim os metais redox-ativos ligados a AP, como Cu-AB e Fe- AB,
demostraram estabilizar as formas oligoméricas dos peptideos AP (LEE et al., 2017), além de
estarem diretamente envolvidos na formacao de espécies reativas de oxigénio (ERO), o que

resulta em estresse oxidativo que leva a morte neuronal (SAVELIEFF et al., 2013).

1.2.6 Hipotese mitocondrial

Ja a hipdtese mitocondrial ¢ baseada na disfuncdo mitocondrial, onde se observa a
redu¢do do ATP, que prejudica as atividades das enzimas da cadeia de transporte de elétrons
(CTE), geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), reducdo do DNA mitocondrial
(mtDNA) e liberacdo da caspase 3 (WU; CHENG; JIANG, 2019). As mitocondrias exercem
varias funcdes essenciais para o funcionamento celular, como a producao de energia derivada
de nutrientes através da fosforilacdo oxidativa aérobica (OXPHOS), homeostase do calcio,
produgdo e eliminagdo de ions livres, plasticidade sinaptica e apoptose (HALLIWELL E
GUTTERIDGE, 2015). Desta forma, como os neurdnios necessitam de muita energia e
possuem capacidade glicolitica limitada, a disfun¢do mitocondrial provoca efeitos nocivos

para o desenvolvimento dos neurdnios (WU; CHENG; JIANG, 2019).

Figura 5. Mecanismos patoldgicos envolvidos na disfuncdo mitocondrial na DA

(Adaptado de GODOY et al., 2014).

A correlagdo entre a disfun¢do mitocondrial e o estresse oxidativo surge a partir da alta
dependéncia da OXPHOS para suprir as necessidades energéticas dos neuronios, ja que

OXPHOS ¢ uma importante fonte de radicais livres enddgenos toxicos, como o peroxido de
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hidrogénio (H,0O,), radical hidroxil (HO") e radicais superéxido (O,"). Como na disfungio
mitocondrial temos a interrup¢do da CTE, os elétrons se acumulam e se envolvem em uma
série de reagdes que indiretamente levam a um aumento de radicais livres. Deste modo, o
excesso de radicais livres se sobrepoe a capacidade neuronal de neutraliza-las, promovendo o
estresse oxidativo e assim o dano neuronal. Essas espécies reativas geradas pelas mitocondrias
ainda atuam em diversos alvos celulares, incluindo os proprios componentes mitocondriais
(lipidios, proteinas e DNA) (MOREIRA et al,. 2010). Outra correlagao proposta ¢ entre a
disfun¢ao mitocondrial e a PTau, onde j& foi demostrado que a superexpressao e a deposi¢cao
de seus agregados prejudicam a funcdo mitocondrial, sobretudo através da diminuicdo da
produgdo de ATP e do aumento do estresse oxidativo, o que leva a disfuncdo sindptica na DA

(CHENG; BAL 2018).

1.2.7 Hipoétese da neuroinflamacio

A neuroinflamacdo ¢ oriunda da resposta de determinadas células especializadas no
cerébro, como das células microgliais e os astrocitos (PARIHAR; HEMNANI, 2004), e atuam
como mecanismo de defesa natural contra os agentes patogénicos invasores ou nocivos, de
modo a iniciar sua degradacgdo e eliminacdo (KNEZEVIC; MIZRAHI, 2018). No entanto, sua
ativacdo pode ter efeitos prejudiciais no caso das doencas neurodegenerativas, onde se torna
responsavel pela remocdo das células danificadas ou mortas (ROGERS; LUE, 2001).
Acredita-se que na DA os depdsitos amiloides (placas senis e emaranhados neurobrilares) e
neurdnios danificados ou mortos ativam a microglia, que comega a produzir mediadores pro-
inflamatérios como citocinas, quimiocinas, espécies reativas de oxigénio (ERO) e radicais
livres toxicos, os quais induzem a microglia aos seus processos de eliminagdo através de
fagocitose e secrecdo de enzimas proteoliticas que degradam as células neuronais, o que
contribui para a morte neuronal (KNEZEVIC; MIZRAHI, 2018).

Os astrocitos sdo células gliais que produzem uma série de citocinas pro-inflamatoérias
as quais atuam como reguladoras dos processos inflamatérios do sistema nervoso central
(SNC), sendo importante para a fagositose e remogdo de placas Ap (MARTIN-JIMENEZ et
al, 2016). No entanto, sob condicdes de estresse oxidativo ocorre a perda de suas fungdes
homeostaticas normais, o que leva a uma acimulo dos astrécitos em sitios de placas AP, que
intensifica a liberagdo dos reguladores pro-inflamatodrios, levando a aumento das fungdes

toxicas e causando um prolongamento da neuroinflama¢do (BROWN; BAL-PRICE, 2003).



1.2.8 Hipotese Glutamatérgica

De acordo com essa hipotese, também conhecida como excito-toxica, a excito-
toxidade glutamato-dependente pode constituir um dos mecanismos patogénicos necessarios
para a manutencdo e amplificagdo do processo neurodegenerativo (GREENAMYRE;
YOUNG, 1989). O neurotransmissor glutamato, que € o principal neurotransmissor
excitatorio do sistema nervoso central, tem sua atividade mediada por receptores de trés tipos:
de N-metil-d-Aspartato (NMDA), do acido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolepropionico
(AMPA) e de cianeto. Segundo a hipotese glutamatérgica, em condigdes especificas, tais
como, a alteragdo do metabolismo energético celular, ocorre uma excessiva ativagdo 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 concentracao de calcio no meio intracelular, este
pode provocar o processo de apoptose (degeneracio e morte) neuronal (MOBIUS;
STOFFLER, 2002). E uma vez que o glutamato liberado ative os receptores de AMPA e de
cianeto, promoveria uma despolarizagdo da célula por meio da entrada de fons Na“ e Ca*™ A
despolarizag¢ao parcial da membrana plasmatica provocada pela a entrada desses ions leva a
remogio do bloqueio promovido pelos fons Mg”" dentro do canal do receptor de NMDA, que
culmina na entrada de mais Ca*" ¢ Na' no neurdnio, contribuindo para a sua excitabilidade

(BARNARD, 1997).

1.2.9 Morte neuronal

A morte neuronal ¢ um evento presente nos portadores da DA e ocorre nas regides
especificas do cérebro que sdo afetadas pelos eventos descritos (Figura 6). Essas regides sao
as responsaveis pelas fungdes cognitivas e abrangem o cortex cerebral, o hipocampo, o cortex

entorrinal e o estriado ventral (SELKOE, 2001).
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Figura 6. Comparacdo entre um cérebro saudavel e um portador da DA

(ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2017).

1.3 Tratamento da doenca de Alzheimer

As pesquisas voltadas a entender os mecanismos patoldgicos e o desenvolvimento de
farmacos para a doenca de Alzheimer vém aumentando nas ultimas décadas. No entanto,
atualmente, os farmacos disponiveis no mercado se baseiam somente no controle dos
sintomas, ou seja, ndo diminuem ou param as alteragdes cerebrais que causam a DA. Diversas
abordagens terapé€uticas sdo aplicadas no tratamento dos sintomas comportamentais como,
agitacdo, depressdo, alucinacdes e delirios, que sdo mais frequentes com a progressdo da
doenca (RANG et al., 2012). Avancos da pesquisa na patogénese molecular da DA também
tém levado a novos candidatos a farmacos como potenciais modificadores da doenca, que

agora vém sendo utilizado em ensaios clinicos (FERRI et al., 2006).

1.3.1 Tratamento sintomatico

Atualmente, os inibidores da colinesterase, como a Tacrina (4), Rivastigmina (5),
Donepezila (6) e Galantamina (7) (Figura 7) e um antagonista do receptor NMDA, a
Memantina (8) sdo os unicos farmacos aprovados para o tratamento da DA.

A abordagem terapéutica para melhorar a neurotransmissdo colinérgica ¢ baseada no
aumento da disponibilidade de ACh pela inibi¢do da AChE, a enzima que degrada a
acetilcolina na fenda sindptica (FERRI et al., 2005). Dos inibidores de AChE destacados
(Figura 7), a Tacrina (4) foi o primeiro inibidor reversivel utilizado para tratamento de DA

apresentando, no entanto, uma alta hepatoxicidade, o que vem fazendo com que a sintese de
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derivados da Tacrina (4) seja o alvo de muitas pesquisas, na tentativa de diminuir a
toxicidade, sem perder atividade como iAChE. A Rivastigmina (5) ndo ¢ muito seletiva, de
modo que inibe com afinidades muito semelhantes tanto a AChE quanto a BChE, ja a
Donepezila (6) e Galantamina (7) sao inibidores seletivos de AChE, mas ainda possuem

efeitos adversos associados (LIU et al., 2017).
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Figura 7. Inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) aprovados para o tratamento de
DA.

O outro farmaco utilizado, a memantina (8) (Figura 8), que foi aprovado para uso
clinico em 2003 e ¢é prescrito principalmente para estagios mais avancados da doenca. A
abordagem terap€utica da memantina (8) segue a hipdtese glutamatérgica e age inibindo os

receptores NMDA (FALCO et al., 2016).
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Figura 8. Estrutura do firmaco memantina, inibidor de receptores NMDA.

1.3.2 Tratamento com Efeitos Potencialmente Modificadores da Doenca

Atualmente, ndo existe nenhum farmaco aprovado que atue sob essa abordagem
terap€utica para o tratamento de DA, porém, existem alguns candidatos a fairmacos em fase
clinica (LIU et al., 2017).

Dentro do contexto amiloidogénico alguns dos alvos explorados sdo as enzimas /- e y-
secretases, por desempenharem papel essencial na formacao de agregados de peptideos ApS
(GODYN et al., 2016; LIU et al., 2017). Um exemplo disso ¢ o Umibecestat (CNP520) (9)
(Figura 9), desenvolvido pela empresa farmacéutica Norvatis, que ¢ um inibidor de BACE].
BACEI ¢ a enzima de clivagem da proteina percurssora -amiloide 1, que ¢ uma proteina
transmembranar de tipo 1, sendo a enzima com atividade B-secretase (VASSAR et al., 1999).
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Ao inibir a BACEI, o CNP520 bloquearia a via amiloidogénica na sua iniciacdo,
interrompendo potencialmente todos os processos subsequentes, em particular a producgdo de
peptideos AP potencialmente toxicos (NEUMANN et al., 2018). Recentemente, o CNP520 foi
descontinuado apo6s o teste clinico fase II/111.

Vale ressaltar que outros compostos inibidores de BACE1 vém sendo descontinuados
nas fases clinicas, como por exemplo, o Elenbecestat (E2609) (10) e o Verubecestat (MK-
8931) (11). Os motivos variam entre nao apresentarem efetiva diminuicao dos niveis de AP
no cérebro dos pacientes e por darem origem a efeitos adversos graves, que incluem
mielinizacdo reduzida dos neurdnios, distirbios na homeostase da glicose e hepatotoxicidade
(RAJENDRAN et al., 2008), isso porque a [-secretase desempenha um papel vital na
melhoria da plasticidade sinaptica e no desempenho cognitivo (VENUGOPAL et al., 2008).
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Figura 9. Representacao estrutural de inibidores das enzimas [-secretase e da agregacao de

placas AP, que atualmente se encontram em fase clinica para o tratamento da DA.

Paradoxalmente, os peptideos AP também estdo presentes desde nosso nascimento e
sdo continuamente produzidos ao longo da vida. Assim, os alvos mais diretos na terapia anti-
AP seriam a redugdo da producdo deste peptideo através da inibig¢do das - e y-secretase como
descrito acima (GAO; PIMPLIKAR, 2001; YANG et al., 2003). Entretanto, as questdes de

seguranca tém sido a razao primordial da falha desta classe nos estudos clinicos, porque a y-
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secretase tem muitos substratos fisiologicamente essenciais, sendo inevitaveis os efeitos
colaterais como a diferencia¢ao de linfocitos e a alteragdo da estrutura de células intestinais
(VAN ES et al,. 2005). A inibigdo da B-secretase ndo deveria ter o mesmo risco de toxicidade.
No entanto, a concepcao de inibidores da B-secretase tem sido um desafio, pois esta contém
um grande sitio catalitico. Inibidores desta enzima s3o muito volumosos atrapalhando a
permeabilidade na barreira hematoencefalica (CITRON, 2010).

Outra proposta terapéutica seriam as multialvos como o caso da Epigalocatequina-3-
galato (EGCG) (12) (Figura 9), um flavanol natural derivado do cha verde que apresenta
multiplas atividades neuroprotetoras. A proposta terapéutica neste caso ¢ que o EGCG liga-se
ao peptideo AP, inibindo a formacao das placas senis. Atualmente ele se encontra na fase 111
dos ensaios clinicos para tratamento da DA, além de fase II para o tratamento da Sindrome de
Down e fase Il para tratamento de Atrofia de Multiplos Sistemas (XICOTA et al., 2017).

Abordagens de associacdo terapéutica (mais de um principio ativo em um Unico
medicamento) também vém sendo estudadas, sendo uma delas a terapia combinada usando os
farmacos ibuprofeno e a cromolina para a formulagdo do ALZT-OP1 (13) para o tratamento
da DA (Figura 10). O ibuprofeno ¢ um medicamento anti-inflamatorio ndo esteroide (suprime
a liberagdo de citocinas) que demonstrou ter um efeito significativo na DA. A cromolina
mostrou ser capaz de inibir tanto in vitro quanto in vivo a agregacao do monomero Af para
formar oligdbmeros e fibrilas (HORI et al., 2015). O ALZT-OP1 encontra-se em fase III dos
ensaios clinicos.

Os inibidores da agregacdo da PTau também constituem uma abordagem para o
tratamento de DA. O LMTX (14) ¢ um inibidor da agregacdo de proteinas tau de segunda
geragdo para o tratamento da DA e deméncia frontotemporal (CONGDON et al., 2012)
(Figura 10). E uma formulagio de substituicdo para o Rember®, que foi a primeira
formulagdo patenteada e purificada de cloreto de metiltioninio (MTC). O LMTX e Rember
sdo formas purificadas do azul de metileno que é amplamente utilizado na Africa para o
tratamento da maldria, bem como para a metahemoglobinemia e outras condi¢des (RIHA et
al., 2011). Eles compartilham o mesmo modo de a¢do, mas o LMTX foi projetado como uma
forma estabilizada e reduzida de MTC para melhorar a absor¢do, biodisponibilidade e
tolerabilidade do medicamento (WILCOCK et al., 2018). Atualmente se encontra em fase II1

para DA e fase Il para deméncia frontotemporal.
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Figura 10. Representagdo estrutural de compostos que atualmente se encontram em fase

clinica para o tratamento da DA.

1.4 Cumarinas e suas propriedades

Isoladas pela primeira vez em 1820 por Vogel, as cumarinas (15) 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), cumaru, canela, imburana, agrido, entre outros, ¢ também estio
presentes em algumas frutas como morango, cereja e damasco (RODRIGUES, 2005).
Cumarinas (15) s@o lactonas do 4cido orto-hidroxi-cindmico (Figura 11) e o nome desse
grupo quimico deriva do nome da planta Coumarouna odorata ou Dipteryx odorata, da qual

foi isolada pela primeira vez (BORGES et al., 2005; BOISDE; MEULY, 2007).

Cs s )

‘ 103

7 0,0
8912

_ Cumarina (15)/

Figura 11. Representacdo da estrutura basica de uma cumarina.

As cumarinas compreendem uma importante classe de metabodlitos secundarios
amplamente distribuidos no reino vegetal e encontrados em diversas partes de plantas, tanto
em raizes como em flores e frutos. Diferentes espécies vegetais com habitos bastante
diversificados sdo capazes de biossintetizar cumarinas, tais como arvores, arbustos e ervas
(RIBEIRO E KAPLAN, 2002).

Do ponto de vista bioldgico, as cumarinas sdo amplamente investigadas devido a

grande gama de atividades farmacoldgicas relevantes demonstradas, tais como: anti-
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inflamatério (GROVER et al.,2014), antimicrobiana (PATEL; KUMARI; PATEL, 2013),
anticoagulante (LEI et al., 2015), anti-HIV (KUDO et al.,2013), anti-DA (SUN et al., 2014),
anti-tuberculose (PATEL et al., 2013), anti-influenza (KHOMENKO et al., 2017), anti-
diabético (KHAN et al., 2014), entre outras (PEREIRA et al., 2018). Além disso, possuem
aplicabilidades como corantes, laser de corante, sondas e biomarcadores por fluorescéncia,
isso devido a sua forte fluorescéncia na regido do UV-vis (visivel), devido a seu sistema ©
conjugado (KOVAC; NOVAK, 2002; PEREIRA et al., 2018).

Ao passo que o interesse pela classe quimica cumarina aumentava, novas vias
sintéticas aperfeigoadas para a obtencdo da cumarina foram desenvolvidas por diversos
grupos de pesquisas. Dessa forma, tem-se aumentado o uso de tecnologias na sua sintese, a
fim de diminuir os tempos de reacdo e facilitar a obtengdo de seus derivados, como micro-
ondas reacional, ultrassom, novos catalisadores, solventes mais verdes ¢ reacoes livres de
solvente (SYMEONIDIS et al., 2009; LAUFER; HAUSMANN; HOLDERICH, 2003;
FRERE et al., 2001). Os métodos classicos ¢ mais utilizados para obter os derivados

cumarinicos sdo as reagdes de Perkin, Pechmann e Knoevenagel.

1.4.1 Reaciao de Perkin

Foi a primeira metodologia utilizada para a obtencdo das cumarinas por via sintética,
em meados do século XIX. A reacdo consiste em uma condensacao aldolica de aldeido orto (°
OH) substituido (16) e um anidrido acético (17), em presenga de um sal basico, levando assim

a obtengdo das cumarinas (Esquema 1) (MURRAY, 1995).

16) a7 as)

Esquema 1. Esquema reacional de Perkin.

1.4.2 Reacido de Pechmann

Consiste na condensagdo de fenois (18) com f-cetoesteres (19) em presenca de catalise
acida, levando assim a formag¢do das cumarinas (Esquema 2). Esse protocolo de sintese foi
amplamente utilizado para obten¢do de cumarinas visando aplicagcdes em quimica medicinal e
na industria (SYMEONIDIS et al., 2009). Muitos grupos de pesquisa se dedicam na
otimizagdo da reagdo de Pechmann visando alcangar melhores rendimentos e otimizacao dos

parametros reacionais. Sao exemplos de otimizagdes realizadas com sucesso, a utilizagdo de
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suporte so6lido como catilise e de micro-ondas reacional (LAUFER; HAUSMANN;
HOLDERICH, 2003; FRERE et al., 2001).

R4
O O < Rs
edodlg —
R, OH R, o0

Rs
(18) (19) (20)

Esquema 2. Esquema reacional de Pechmann.

1.4.3 Reacao de Knoevenagel

Consiste na condensacao de aldeidos (21) com metilenos (22) ativados em presenca de
uma base branda como catalisador, que pode ser substituida, em alguns casos, por
combinacoes de acidos de Lewis ou acidos carboxilicos com aminas, levando a formacgao das
cumarinas (23) (Esquema 3). Essa metodologia ¢ amplamente utilizada na sintese derivados
cumarinicos substituidos na posi¢ao R; e R; (TRKOVNIK; IVEZIC, 2000; PEREIRA et al.,
2016).

(" 0 )

| (0] (0] Rs
AN
+ /\OMR e
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R 0] (@]

R, OH 7

\ @1 (22) (23) )

Esquema 3. Esquema reacional de Knoevenagel.

1.5 Triazol e suas propriedades

Com uma ampla variedade quimica, os compostos heterociclicos de cinco membros
estdo diretamente associados ao tratamento de diversas doengas (FERREIRA et al., 2013),
constituindo um dos ramos mais estudados na quimica medicinal (BOZOROV et al., 2019). A
bioatividade desses heterociclicos esta correlacionada aos heterodtomos que os constituem,
podendo ser nitrogénio, oxigénio, enxofre e outros. Eles podem ser os responsaveis pelas
interacdes com o alvo, além de influenciar o metabolismo e farmacocinética. Destacam-se
entre eles os azdis, heterociclicos de nitrogénio com cinco membros, devido a sua abundancia
e popularidade nos contextos quimico e bioldgico nas ultimas décadas (BOZOROV et al.,
2019).

Os triazois sdo anéis de cinco membros com trés atomos de nitrogénio que pertencem
a classe dos az6is (FERREIRA et al., 2013). Sua estrutura ¢ constituida por um anel di-
insaturado de cinco membros, ao qual trés atomos sdo de nitrogénio e dois atomos de
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carbono, apresentando dois isdbmeros, o 1,2,3-triazol e o 1,2,4-triazol (Figura 12) (KHARB et

al., 2011).
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Figura 12. Isémero 1,2,3-triazol e 1,2,4-triazol.

Os triaz6is compoem o nucleo mais conhecido e importante dentre os heterociclicos,
pois estdo presentes em uma gama de medicamentos, muitas vezes como componente
estrutural central, apresentando atividade como antimicrobiano (CHEN et al., 2000), anti-
inflamatorio (BANU et al., 1999), analgésico (HAFEZ et al., 2005), antiepilético (GUAN et
al., 2007), antiviral (JOHNS et al., 2009), antineoplasico (PASSANNANTI et al.,1998), anti-
hipertensivo (SHALINI et al., 2011), antimalarico (GUJJAR et al., 2009), anestésico local
(BANU et al., 1999), antiproliferativo (MANFREDINI et al., 2000), anticancer (DURAN et
al., 2002), anti-histaminico (ZHOU et al., 2009), antitubercular (MI et al., 2007),
antidiabéticos (ZHOU et al., 2010), entre outros.

1.5.1 Sintese de 1,2,3-triazol via cicloadicao 1,3-dipolar

Dentre os heterociclicos que contem nitrogénio, o anel 1,2,3-triazol vem cada vez mais
recebendo destaque devido a possibilidade de seu uso em diferentes seguimentos, sendo
muito utilizada para o desenvolvimento de novos farmacos devido as atividades
farmacoldgicas relevantes desempenhada por essa classe e como ligante de blocos nas
abordagens de hibridacdo molecular (AGALAVE et al., 2011), mas também sendo utilizada
como ligantes, na ativagdo de C-H e como precursores de carbeno (FOKIN et al., 2012).

Os 1,2,3-triazois sdo considerados acidos fracos (pKa=9,40) e bases (pKaH=1,17)
fracas, ou seja, possuem comportamento anfotero. Sua sintese pode ser realizada de diferentes
modos, entretanto, a reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar ¢ o método mais importante para a
sintese de 1,2,3-triazdis a partir de azidas e alcinos (BUILLA et al., 2011).

A reacdo de cicloadicao 1,3-dipolar foi observada pela primeira vez por Arthur
Michael em 1893 (MICHAEL, 1893), porém, s6 teve seu mecanismo elucidado em 1967,
através dos estudos desenvolvidos de Rolf Huisgen (HUISGEN et al., 1967).

18



Figura 13. Mecanismo de reacao de cicloadi¢ao 1,3-dipolar térmica.

Tradicionalmente, a sintese dos 1,2,3-triazdis era realizada via cicloadicao de Huisgen
[3 +2], entre alcinos e azidas organicas que na maioria das vezes resultava em uma mistura de
regioisomeros 1,4 e 1,5 dissubstituidos, sendo pequena a taxa de sucesso ao tentar de separar
esses regioisdmeros por cromatografia, além de serem longos os tempos reacionais (NORRIS
et al., 1996; TALEKAR E WIGHTMAN, 1997).

O mecanismo proposto por Huisgen apresentava problemas relacionados a alta energia
de ativagdo necessdria para que a reagdo ocorresse, o que levava a necessidade de altas
temperaturas e longo tempo de rea¢do, que culminava em rendimentos insatisfatorios (DE
OLIVEIRA FREITAS, 2011). Além disso, como as diferencgas de energia entre os orbitais de
fronteira HOMO e LUMO de azidas e alcinos sdo de proporgdes similares, interagdes
ocorrem, simultaneamente, entre dipoloHOMO e dipoloLUMO, produzindo misturas
regioisoméricas de triazois quando utilizado alcinos assimétricos (HOWELL et al., 2001).

Entretanto, com os avancos das pesquisas de diferentes grupos, foram propostas as
reacoes de cicloadicdo 1,3-dipolar catalisada (AAC) entre azidas e alcinos, podendo ser
consideradas reacdes de Click Chemistry (MELDAL et al., 2002; SHARPLESS et al., 2002).
Essas reagdes apresentam uma série de beneficios, entre elas, um aumento significativo na
velocidade de reacdo na ordem de 7 vezes, além de permitir com facilidade a obtencdo de
1,2,3-triazdis regiospecificos. De modo que a reagdo de cicloadi¢ao 1,3-dipolar catalisada por
cobre (I) (CuAAC), leva excepcionalmente ao 1,4-regioisdmero (KUMAR et al., 2009). E
quando a reagdo ¢ catalisada por ruténio (RuAAC) fornece principalmente o 1,5-regioisdmero
(TAKASU et al., 2010).

O uso do catalisador agregou diversos beneficios a reacao de cicloadi¢cdo 1,3-dipolar,
ja que transformou o mecanismo concertado em varias etapas sequenciais rapidas, que
incluem intermediarios polares que sdo os responsaveis por proporcionar a formagdo
exclusiva do regioisdmero, tudo isso com a utilizagdo de condi¢des muito mais brandas, ja
que supera a barreira cinética presente na cicloadi¢do 1,3-dipolar puramente térmica de
Huisgen, o que implicou na obtenc¢do de rendimentos bastante satisfatorios. Trouxe ainda a

possibilidade de utilizagdo de diversos solventes, incluindo a 4gua, que além de ser um
19



solvente benigno, universal e de boa capacidade de absor¢do do calor gerado na reacgdo, tem
implicagdes ambientais positivas (MELDAL et al., 2002; SHARPLESS et al., 2002;
RODIONOV et al., 2005; BOCK et al., 2006; DOHLER et al., 2017). Por essas vantagens, a
reacdo de cicloadi¢do 1,3-dipolar catalisada por Cu a partir de azidas organicas e alcinos
terminais (CuAAC) ¢ considerada uma reagao “Click Chemistry”.

O conceito Click foi idealizado pelos cientistas Kolb, Finn e Sharpless em 2001 com o
objetivo desenvolver um conjunto expansivel de blocos que fossem modulares e seletivos,
para serem capazes de superar problemas relacionado a sintese de moléculas complexas.

Conforme o que foi proposto pelos autores, as reagdes de Click Chemistry devem ser
um processo sintético modular, de amplo alcance, eficiente, rapido e facil (KOLB et al.,

2001).

20



2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

Esse trabalho tem como objetivos o planejamento, a sintese e avaliagdo farmacoldgica
dos novos composto hibridos simbidticos' 3-(1,2,3-triazol)-cumarinicos como possiveis
agentes inibidores da enzima AChE e da agregacdo de placas AP, capazes de atuarem

inibindo simultaneamente alvos que contribuem para a instalagdo e manutencao da DA.

2.2.  Objetivos especificos

e Obtencdo dos derivados de 3-(1,2,3—triazol)-cumarinas planejados;

e Investigacdo do perfil e da cinética de inibicdo dos compostos cumarinicos frente a

AChE e de inibi¢ao dos compostos frente a agregacao de placas Ap;

e Investigagdo tedrica do perfil de interacdo dos derivados cumarinicos com os
biorreceptores alvos por modelagem molecular, através da técnica de “docking

molecular” (atracamento molecular).

2.3. Planejamento Estrutural dos compostos 3-(1,2,3—triazol)-cumarinas

Conforme demostrado em estudos publicados em 2014, o nucleo alquilamino-
indanona apresentou-se como um potencial inibidor da enzima AChE e da agregacdo de
placas Af. Dentre os resultados obtidos nesses estudos, destacam-se os compostos (26) e (27)
que apresentaram, respectivamente, valores de Clsg iguais a 14,8 € 16,5 nM de inibicao frente
a AChE e porcentagens de inibigdo da agregacao de placas Af de 85,5% e 83,3% a 20uM,
respectivamente (Figura 14) (HUANG et al., 2014).

Recentemente, nosso grupo de trabalho (LaDMol-QM), publicou estudos
demonstrando o ntcleo alquilamino-cumarinico como um potencial inibidor da enzima AChE
e da agregagdo de placas Ap, a partir da troca do nucleo indanona pelo cumarinico, através do
isosterismo nao-classico de expansdo de anéis. Dentre os resultados obtidos nesses estudos,

destaca-se o composto (28) que apresentou valores de Clsg iguais a 20nM de inibi¢do frente a

Simbioticos: sdo empregados como estratégia terapéutica em doencas multifatoriais, onde o agente
simbiodtico atua em no minimo dois alvos biologicos distintos, pertencentes a diferentes janelas
bioquimicas, porém, envolvidos em uma mesma resposta fisiopatologica (MANSSOUR FRAGA;
BARREIRO, 2008).
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ACHhE e seletividade (Clso BChE/AChE = 354), bastante semelhante a referéncia ao farmaco
donepezila (6) (Clso = 6 nM; Clso BChE/AChE = 365), apresentando também propriedades
antioxidantes, baixa citotoxicidade e boas propriedades preditas de ADMET (Figura 14) (DE
SOUZA et al., 2019).
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i-AChE = 20nM

Figura 14. Estrutura dos compostos 26, 27 e 28 utilizados como prototipos no

planejamento estrutural.

O planejamento dos novos derivados 3-(1,2,3-triazol)-cumarinicos (29; Esquema 4),
propostos neste trabalho, foi baseado em requisitos estruturais presentes nestes inibidores
alquilamino-cumarinicos descritos acima (DE SOUZA et al., 2019). O planejamento da série
foi baseado na:

i.  Manutencdo do grupamento alquilamino ciclico, que ¢ o responsavel pela interagao
com o sitio catalitico anionico da AChE, porém variando a amina ciclica visando
melhorar as interacdes nessa regido da enzima.

ii.  Substituicdo do anel aromatico pelo grupamento 1,2,3-triazol, através de um
bioisosterismo, visando melhorar as interacdes no sitio periférico da AChE. Os grupos
R; escolhidos serdo essencialmente hidrofébicos, visando interagdes com o sitio
periférico da AChE. Além disso, esses grupos hidrofébicos podem ser responsaveis
pela inibi¢do da agregacdo do peptideo Af.42, como foi na série indandnica original.

Sera estudado também a influéncia de uma maior liberdade conformacional no sistema
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triazolico através da introdugdo de um metileno entre o triazol e o substituinte

aromatico ligado a este.

-

OPNes

i-AChE = 20nM

3

O

(28)

—>

R4

00

X = -CH, -CCHj, -NH, -NCHj

\J

Esquema 4. Planejamento estrutural dos compostos 3-(1,2,3-triazol)-cumarinicos com

farmacoforo de inibi¢do da AChE e placas AP oriundos dos prototipos 26. Azul:

farmacoforo responséavel pela inibicdo da AChE; Vinho: farmacdéforo responsavel pela

inibi¢do da agregagdo de placas Ap;
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. Planejamento sintético dos compostos

A sintese da série de compostos (29a-k) foi planejada com base na analise
retrossintética detalhada no Esquema 5.

Inicialmente, através de uma desconexdo C-N (etapa a), foi possivel identificar as
aminas ciclicas (30a-d) e as 3-(1H-1,2,3-triazol-R;)-7-bromoalcoxi-cumarina (31a-e) como
precursoras das 3-(1H-1,2,3-triazol-R;)-7-aminoalcoxi-cumarinas (29a-k), por meio de uma
reacdo de substituicao nucleofilica bimolecular (Sn2).

Através de duas desconexdes C-N (etapa b), foi possivel identificar que os compostos
3-(1H-1,2,3-triazol-R,)-7-bromoalcoxi-cumarina (31a-e) tem com percursores as azidas (32a-
b) e o 3-etenil-7-bromoalcoxi-cumarina (33a-d), sendo essa etapa proporcionada pela reagao
de cicloadigdo de alcino-azida catalisada por cobre(I), da sigla do inglés CuAAC.

A partir de uma interconversao de grupos funcionais (IGF) (etapa c), foi possivel
observar a amina aromatica (34) como precursoras da respectiva azida (32a), a qual foi obtida
via reagdo de diazotacdo e por meio de uma desconexdo C-N (etapa d), foi possivel identificar
o brometo de benzila (35) como precursor da benzil-azida (32b), mediante uma reagdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2).

Ap6s interconversdes de grupos funcionais (IGF) (etapa e), verificou-se os compostos
3-bromo-7-bromoalcoxi-cumarina (36a-d) como precursores das 3-etenil-7-bromoalcoxi-
cumarina (33a-d), por intermédio da reagcdo de acoplamento cruzado de Sonogashira (ACS).
Contudo, devido a impossibilidade de realizar tal reacdo utilizando acetileno, por se tratar de
uma gas inflamével com alta periculosidade, a reacdo pode ser realizada a partir de acetileno
protegido com trimetilsilano, sendo necessario posterior etapa de desprotegdo do alcino.

Por intermédio de uma desconexdo C-Br (etapa f), foi possivel identificar o bromo
molecular (37) e as 7-bromoalcoxi-cumarinas (38a-d) como precursores das 3-bromo-7-
bromoalcoxi-cumarinas (36a-d), via reagdo do tipo substituicao eletrofilica aromatica (SgAr).

Através de uma desconexdo C-O (etapa g), foi possivel identificar os compostos 7-
hidroxicumarina (39) e os dibromoalcanos (40a-d) como percursores dos respectivos
compostos 7-bromoalcoxi-cumarinicos (38a-d) mediante uma reagcdo de substituicdo
nucleofilica bimolecular (Sn2).

Por fim, uma desconexdo C-C e C-O sobre a 7-hidroxicumarina (etapa h), sugere o
resorcinol (41) e o acido formilacético (42) como reagentes de partida, explorando a
condensacdo de Pechmann. Porém, devido a instabilidade do acido formilacético, recomenda-
se sua formacao “in situ” a partir do dcido malico (43).
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Esquema 5. Analise retrossintética para obtencdo dos compostos planejados.

3.2 Sintese da 7-hidroxicumarina (39)

A sintese do composto 7-hidroxicumarina (39) foi realizada através da condensagado de

Pechmann (PECHMANN, 1884). No entanto, ndo se optou pelo uso da metodologia

convencional, a qual se faz uso de aquecimento por convecgdo, visto que esta necessita de
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temperatura elevada, longo tempo reacional e resulta em baixos rendimentos. Assim sendo,
foi empregada a metodologia de sintese via irradiagdo de micro-ondas caseiro, desenvolvida
pelo nosso grupo de trabalho (PEREIRA et al., 2018), como demonstrado no Esquema 6.
Através desta, foi obtido um solido laranja, que ap6s a etapa de purificagdo por cromatografia,
resultou em um sélido branco com rendimento igual a 70%, com ponto de fusdo igual a

235°C (literatura: P.F. =230 °C).

O OH X
. oy H2SO,
HO OH " HO —> HO o o

(41) 43) O MW

Esquema 6. Sintese da 7-hidroxicumarina (39).

Nesta condensagao, foram utilizados resorcinol (41) e acido malico (43) em meio de
acido sulfurico, os quais foram irradiados na poténcia de 265 W e 30 segundos de rea¢do, com
3 pulsos de 10 segundos no centro do prato (Esquema 6). O acido sulftrico atua nessa reagdo

como catalisador ¢ o acido malico como um gerador in situ de acido formilacético (42)

(Esquema 7).
O OH O O
H,SO + + H-O
HO OH 29Uy HOMH CcoO 2
(43) O MW (42)

Esquema 7. Formacao in situ do 4cido formilacético (42) a partir do acido malico.

O mecanismo proposto para a formagdo da 7-hidroxicumarina (39) (Esquema 8) se
inicia com a formacao in situ do acido formilacético (42). Posteriormente, prossegue uma
substituicdo eletrofilica aromatica (SeAr), por intermédio do ataque dos elétrons m do
resorcinol (41) ao carbono carbonilico do 4cido formilacético (42) - ativado pelo catalisador
acido (JOULE; MILLS, 2010). Neste instante ha a quebra de aromaticidade onde, contudo, o
intermediario cationico I (ion arénio) formado ¢ estabilizado pelo efeito de ressonancia. Em
seguida, 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
(II). Posteriormente, o 4cido protona o oxigénio carboxilico do intermediario II, tornando o

carbono carboxilico mais suscetivel ao ataque nucleofilico intramolecular (III).
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Esquema 8. Esquema de intermediarios proposto para formacao da 7-hidroxicumarina (39)

através da condensacao de Pechmann (Adaptado de JOULE; MILLS, 2010).

Subsequentemente, o oxigénio do resorcinol ataca o carbono carboxilico parcialmente
positivo, resultando no intermedidrio IV que se encontra em equilibrio com sua forma
protonada V. Entdo, V elimina agua, visto que esta ¢ considerada um bom grupo de saida —
base fraca — seguida da formagdo do éster e abstracdo do hidrogénio da carbonila lactonica

(VI). Por fim, a hidroxila do intermedidrio VII ¢ protonada, levando ao intermedidrio
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positivamente carregado VIII. O meio acido entdo favorece a eliminacdo (E;) da agua,
levando a formagdo do carbocation e em seguida ocorre a abstragdo do hidrogénio a a

carbonila e consequente formagao da ligacao dupla, levando a formagao da 7-hidroxicumarina

(39).

A confirmagdo da formagdo da 7-hidroxicumarina (39) foi realizada a partir de
experimentos de determinacio estrutural de RMN 'H ¢ *C (Anexo 1 e 2). No espectro de
RMN 'H, foi possivel observar alguns sinais caracteristicos que possibilitaram a comprovagao
da formagdo deste composto, como o hidrogénio da hidroxila fendlica (Hop) observado como
o sinal simpleto em 6 10,61 (s, 1H) e hidrogénios absorvendo na regido caracteristica de
aromaticos: 6 7,54 (d, J= 8,5 Hz, 1H), ¢ 6,76 (dd, J1= 8,5 Hz, J2=2,2 Hz, IH) ¢ 6 6,72 (d, J
= 2,2 Hz, 1H), atribuidos respectivamente aos hidrogénios Hs, He ¢ Hs. Tais atribui¢des foram
feitas baseada no efeito mesomérico promovido pelo substituinte hidroxila que leva a um
aumento da densidade eletronica do anel, ocasionando uma blindagem dos hidrogénios na
posicdo orto em relagdo a ele, o que leva estes hidrogénios (Hs e Hg) a absorverem em
menores frequéncias. A diferenciagdo entre eles foi possivel através da multiplicidade dos
sinais, isto é, o duplo dupleto que foi atribuido ao Hs, pois este acopla com Hs (J3) e, a longa
distancia, com Hs (J5 ) e o dupleto ao Hs, pois acopla apenas a longa distancia com Hs (J5)

(Figura 15).

Figura 15. Estrutura numerada da 7-hidroxi-cumarina (39) e multiplicidade dos sinais de Hg

(duplo dupleto) e Hg (dupleto).

Os sinais referentes aos hidrogénios do anel lactonico (sistema carboxilico a, f-
insaturado) foram observados com deslocamento quimicos em 6 6,21 (d, J=9,4 Hz, 1H) e o
7,94 (d, J = 9,5 Hz, 1H). Esses hidrogénios (H3 e H4) absorvem em frequéncias maiores
devido ao campo anisotropico dos elétrons m dos carbonos sp® ao qual estio ligados. Além
disso, a diferenga entre os deslocamentos quimicos destes hidrogénios pode ser explicada pelo

28



efeito f- carboxilico de desprotegdo, causado pelo efeito mesomérico entre a ligagdo dupla

C=C e a carboxila do anel (Figura 16).

- 1)

@

OO~ T
O O HO @) O

LF = )

Figura 16. Efeito de ressonancia entre a ligacdo dupla conjugada a carboxila do anel.

No espectro de RMN °C um dos fatores cruciais para a confirmagio da formagio da
7-hidroxicumarina (39) foi a presenca do sinal em & 161,75 caracteristico de carbono
carboxilico. Ademais observou-se a presenga de sinais caracteristicos de anel aromatico em: 0
160,92, 6 156,00, & 111,75 (carbonos quaternarios), 6 130,20, 6 111,88 ¢ 6 102,89 (carbonos
metinicos). Levando-se em consideragdo 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 Cy, respectivamente, visto que
este efeito indutivo causa uma desblindagem do nucleo, levando estes carbonos a absorverem
em frequéncias mais altas. J4 os sinais em 111,88, 102,89 e 111,75 ppm foram atribuidos aos
carbonos Cg, Cg e Cjp, respectivamente, por estarem em posicdo orfo em relacdo ao
substituinte hidroxila e/ou ao oxigénio lactdnico e, consequentemente, serem blindados pelo
efeito mesomeérico positivo caracteristico deste grupamento. Os sinais presentes em o 113,5 e
0 145,02 ppm foram atribuidos aos carbonos C; e C,4, respectivamente. Estes valores de
deslocamento quimico sdo caracteristicos de carbono sp”, que sdo desblindados devido ao
campo anisotropico dos elétrons m. Porém a diferenca entre estes valores pode ser considerada
como consequéncia do efeito f-carboxilico de desprotecdo, causado pelo efeito mesomérico
entre a ligagdo dupla C=C e a carboxila do anel, como observado para os hidrogénios

equivalentes (Figura 16).

3.2. Reacio de O-alquilacio da 7-hidroxicumarina (38a-d)
A sintese dos compostos 7-bromoalcoxi-cumarinicos (38a-d) se deu via reagdo de O-
alquilacao (Esquema 9), e os produtos obtidos se apresentaram sob a forma de solido ou 6leo

com diferentes coloragdes. Seus rendimentos variaram entre 46-71%, de acordo com o
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nimero de carbonos espagadores, e ponto de fusdo de 63-133 °C (ndo havendo relatos de P.F.

na literatura para nenhum dos sélidos obtidos) (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas fisicas, pontos de fusdo e rendimentos dos compostos 7-

bromoalcoxi-cumarinicos (38a-d).

JO T
Br\/@p o0 o

Composto n Caracteristicas fisicas P.F °C Rendimento (%)
38a 1 Soélido branco 132-133 46
38b 2 Soélido branco 99-103 57
38c 3 Soélido amarelo claro 63-67 64
38d 4 Oleo marrom - 71

A reagdo de O-alquilagdo (Sintese de Williamson) foi realizada a partir da 7-
hidroxicumarina (39), carbonato de potassio (K,COs3) e dibromoalcanos (40a-d) em acetona,

sob 60 °C (Esquema 9).

X . 5 k\)\/Br K2CO3 X
r n acetona BrM/\
HO (0] (@] 0 O (@] (@]

60 °C, 6-12h
n=1-4
n=1-4

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

Esquema 9. Sintese das 7-bromoalcoxi-cumarinas (38a-d).

O mecanismo proposto para essa reacdo inicia-se com a abstracdo do proton da
hidroxila fenoélica pelo carbonato (CO5™), formando a 7- oxicumarina (IX) e um bicarbonato
(HCOj3). Em seguida, ocorre uma substitui¢do nucleofilica bimolecular (Sy2), na qual a 7-
oxicumarina formada atua como nucleéfilo e ataca o carbono ligado ao bromo. De maneira
concertada, a ligacdo nucleofilo carbono vai se formando, enquanto a ligagdo C-Br vai se
rompendo, até o brometo ser liberado e assim formar a 7-bromoalcoxi-cumarina (38a-d)

(Esquema 10Erro! Fonte de referéncia nao encontrada.) (CAREY & SUNDBERG, 2008).
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Esquema 10. Esquema de intermedidrios proposto para formagdo dos derivados 7-

bromoalcoxi-cumarinicos (38a-d) (Adaptado de CAREY; SUNDBERG, 2007).

Por se tratar de um mecanismo de Snx2, o impedimento estérico ¢ determinante para a
eficiéncia do ataque nucleofilico. Desta forma, a reacdo com dibromoetano foi a mais
demorada e necessitou de uma maior quantidade deste reagente para ocorrer. Ao passo que o
rendimento das reagcdes com dibromobutano e dibromopentano nao foram tdo altos
exatamente por haver um menor impedimento estérico, possibilitando assim, um segundo
ataque da 7-hidroxicumarina (39), dando origem a um produto bis-alquilado (44, Figura 17).
No acompanhamento por cromatografia em camada fina das reagdes com dibromobutano e
dibromopentano, pdde-se observar a formagdo de um produto secundario com um indice de
refracdo (Rf) maior do que o produto desejado, o qual se acredita ser o produto de bis-

alquilacdo, visto que o mesmo ndo foi observado nas reacdes com dibromoetano e

L o L
o~ O O*\)\nO o” "0

n=4-5 (44)

dibromopropano.

Figura 17. Produto de bis-alquilacio oriundo das reagdes da umbeliferona com

dibromobutano e dibromopentano.

Apo6s a evaporagao do solvente todos os produtos estavam sob a forma de 6leo devido
a presenga do haleto de alquila, que foi adicionado em excesso na reag¢do. Para a remocao do
haleto de alquila e demais impureza presente foi realizada purificagdo por coluna
cromatografica utilizando equipamento de cromatografia flash automatizada Isolera™. Apos a
purificacdo, os compostos foram obtidos como solidos amorfos e 6leo com coloragdo variada.

O acompanhamento da reagdo se deu através de analise por cromatografia em camada
fina, com silica como fase estacionaria ¢ hexano: acetato de etila 50% como eluente. Através
desta, foi observada a formacdo de um produto com Rf maior em relagdo ao reagente de

partida (7-hidroxicumarina (39)). Esse fato se explica pela melhor interagdo da hidroxila acida
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da umbeliferona com a silica, realizando ligagdes de hidrogénio, o que ndo ocorre nos
respectivos produtos.

A fim de se confirmar a formacdo das 7-bromoalcoxi-cumarinas (38a-d) foram
realizados experimentos de determinacdo estrutural de RMN 'H e "*C dos compostos
sintetizados (Anexos 3 a 10). Os principais indicativos da formacdo destes compostos no
espectro de RMN 'H foram a presenga dos sinais de hidrogénio na regido de hidrogénio
ligado a carbono sp°, dos quais o mais caracteristico foi a presenca de um tripleto na regido de
0 4,03-4,36 com integragdo igual a dois, referente aos hidrogénios metilénicos ligados ao
carbono oxigenado. No espectro de RMN *C o que evidenciou a formacio dos produtos foi a
presenca dos sinais de carbono na regido de carbono sp”, dos quais o 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 posicao 7 da cumarina (Figura 18). Ademais, no espectro de
RMN 'H nio foi observado o sinal referente ao hidrogénio da hidroxila fendlica (8 10,61)
presente no reagente de partida (39), fato este que também corrobora para a confirmacdo da

obtencao das 7-bromoalcoxi-cumarinas (38a-d).

[ oy = 4,03 -4,36 ppm \

on = 10,61
H ppm dc = 65,80 — 68,16 ppm

ooy — o
o o) B/H 0~ "0 é):/\(\/YnBr
\ B n=1-4 J

Figura 18. Atribuicdo comparativa dos principais sinais dos compostos 7-

bromoalcoxicumarinicos (38a-d) e 7-hidroxicumarina (39) nos espectros de RMN 'H e "°C

3.3. Reacido de bromacio na posicao 3 do nucleo cumarinico (36a-d)

Para a sintese dos compostos 3-bromo-7-bromoalcoxi-cumarinicos (36a-d) foi
realizada uma reagdo de bromacao (Esquema 11), da qual se obteve os produtos sob a forma
de um so6lido amorfo com diferentes coloracdes. Os rendimentos variaram de 83-93% e os
pontos de fusdo de 120-183°C (ndo havendo relatos de P.F. na literatura para nenhum dos

solidos obtidos) (Tabela 2).
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Tabela 2. Caracteristicas fisicas, pontos de fusdo e rendimentos dos compostos 3-(bromo)-7-

(bromoalcoxi)-cumarinicos (36a-d).

/@\/\IBr
B
r\k\%]o o Yo

Composto n Caracteristicas fisicas P.F °C Rendimento (%)
36a 1 Soélido alaranjado 182-183 87
36b 2 Soélido alaranjado claro 118-121 93
36c¢ 3 Soélido alaranjado 120-121 87
36d 4 Sélido alaranjado 121-124 83

A reagdo de bromagao consistiu na reagao entre as 7-bromoalcoxi-cumarinas (38a-d) ¢
o bromo (37) a 25°C em meio tamponado com acetato de sddio/acido acético

(CH3COONa/CH3COOH) (Esquema 11).

N N Br
Br * Br, AcONa/AcOH Br
—_— >
\M/n\o 0 Yo TA. 2h ™o 0" o

n=1-4 (38a-d) (37) n=1-4 (36a-d)

Esquema 11. Sintese dos derivados 3-(bromo)-7-(bromoalcoxi)-cumarinicos (36a-d).

O mecanismo proposto para essa reagao segue por uma substituicdo eletrofilica
aromatica (SeAr), de forma que inicialmente ocorre um ataque nucleofilico dos elétrons m da
dupla ligagcdo a.f-carboxilica, do anel lactonico, do respectivo composto 38a-d ao bromo
parcialmente positivo do Br2, levando a formag¢ao de Br™ e do intermediario cationico 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 ligagdo com o proton migram para anel, levando a formagao dos respectivos produtos
desejados (36a-d) e de acido bromidrico (HBr). Por ocorrer a formacdo de HBr como
subproduto e este se tratar de um 4cido forte, a reagdo ¢ realizada em meio tamponado com
CH3COONa/CH3COOH, a fim de se evitar uma possivel abertura do anel lactonico do nticleo

cumarinico (Esquema 12).
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Esquema 12. Esquema de intermediarios proposto para formagao dos derivados 3-bromo-7-

bromoalcoxi-cumarinicos (36a-d) (Adaptado de CLAYDEN et al., 2001).

O monitoramento reacional se deu através de CCDA com silica como fase estacionaria
e hexano: acetato de etila 50% como eluente, onde foi possivel observar a formacdo de um
produto com Rf maior em relacdo ao reagente de partida. Isso se deve ao fato do substituinte
bromo, presente nos produtos, ter uma interagdo mais fraca com a silica. Os produtos obtidos
apOs a precipitacdo em gelo apresentaram cor alaranjada, provavelmente devido a presenga de
um pequeno excesso de Br, no meio reacional.

Para confirmar a formacao das 3-(bromo)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas (36a-d) foram
realizados experimentos de determinacio estrutural como RMN 'H e "°C (Anexos 11 a 18). A
principal evidéncia da formagio destes compostos no espectro de RMN 'H ¢ a auséncia do
sinal de hidrogénio referente ao hidrogénio metinico ligado ao carbono a-carboxilico da
lactona, que nos compostos (38a-d) se observava na regido de hidrogénio ligado a carbono sp”
com deslocamento variando entre 6,25 - 6,28 ppm e integracdo igual a um. No espectro de
RMN C o que evidenciou a formacdo dos produtos foi a mudanca de fase do sinal de
carbono na regido de carbono sp2 no DEPT-Q, variando entre 112,95 - 113,36 ppm, referente

ao carbono a-carboxilico da lactona (Figura 19).
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Figura 19. Atribuicdo comparativa dos principais sinais dos compostos 7-bromoalcoxi-

cumarinicos (38a-d) e 3-(bromo)-7-(bromoalcoxi)-cumarinicos (36a-d) nos espectros de RMN

He BC.

3.4. Sintese de 7-(bromoalcoxi)-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarinas (45a-d)

A sintese dos compostos inéditos 7-(bromoalcoxi)-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina
(45a-d) foi realizada por meio da reacdo de acoplamento cruzamento de Sonogashira
(Esquema 13), da qual se obteve os produtos sob a forma de um sélido amorfo com diferentes
coloragdes. Os rendimentos variaram de 54-66% (Tabela 3).

Tabela 3. Caracteristicas fisicas e rendimentos dos compostos 7-(bromoalcoxi)-3-

((trimetilsilil)etenil)-cumarinas (45a-d).

\¢ sil
Br\/@p 0 o
Composto n Caracteristicas fisicas PF°C Rendimento (%)
45a 1 Sélido bege 156 — 159 54
45b 2 Sélido ambar 105-110 59
45¢ 3 So6lido amarelo claro 141 - 143 64
45d 4 Solido amarelo 74 -76 66

A reagao de acoplamento cruzado Sonogashira se deu a partir da 3-(bromo)-7-
(bromoalcoxi)-cumarina (36a-d), cloreto de bis(trifenilfosfina)paladio(I), iodeto de cobre,
trietilamina e trimetilsililacetileno (TMS-A) (46) em acetonitrila & 60 °C (YEE et al., 2006)
(Esquema 13).
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Esquema 13. Sintese dos derivados 7-(bromoalcoxi)-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarinas

(45a-d).

Essa etapa reacional se faz necessario para que a subsequente obtengao das 7-
(bromoalcoxi)-3-(etenil)-cumarina (33a-d) tornar-se possivel e segura, j& que outra via de
obtengao faria uso de acetileno como bloco de constru¢do de dois carbonos, entretanto, nao ¢
recomendado a sua manipulagdo por se tratar de um gés explosivo. Dessa forma, optou-se
pelo uso do TMS-A (46), um liquido destilavel facilmente manipulado como substituto do
acetileno. Consequentemente, para se obter os compostos 33a-d desejados, os compostos 45a-
d obtidos necessitaram ser desprotegidos na etapa seguinte. Também ¢ importante destacar
que o solvente originalmente utilizado na literatura, DMF, foi alterado por outro solvente
aprotico, acetonitrila, para facilitar a evaporagdo do solvente ao fim da reacdo, visto que a
acetonitrila (PE= 82 °C) ¢ evaporada mais facilmente que o DMF (PE= 153 °C).

Segundo SONOGASHIRA e colaboradores, a reacdo de acoplamento cruzado de
Sonogashira consiste em uma eficiente ferramenta sintética que permite a construcao de
ligagdes Csp>-Csp, possibilitando a obtengdo de compostos acetilénicos dissubstituidos.
Podendo-se entdo dizer que se trata de um acoplamento cruzado entre haletos de vinila ou
arila com acetilenos terminais, utilizando complexos de paladio (0) como catalisador e co-
catalisado por sais de cobre (I) na presenga de uma base (SONOGASHIRA et al., 1975).

Ainda ndo foi completamente elucidado o mecanismo da reacdo de acoplamento de
Sonogashira, assim como a estrutura da espécie catalitica ativa e o exato envolvimento do Cul
como catalisador (SONOGASHIRA et al., 1975). Entretanto, o mecanismo mais aceito
combina trés ciclos cataliticos (A, B e B’), envolvendo os processos de adi¢cdo oxidativa e
eliminagdo redutiva (Esquema 14) (SONOGASHIRA et al., 2002).

Inicialmente temos a reacdo do complexo PdCIly(PPhs), com dois equivalentes do
acetileto de cobre (47), proveniente do ciclo B, que leva a formagdo do
bis(trifenilfosfina)dialquinil de paladdio(Il) (48). Este, por sua vez, sofre eliminacdo redutiva

resultando na formacao do 1,3-butadiino (49) e da espécie catalitica ativa, bis-trifenilfosfina
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Esquema 14. Esquema de intermediario proposto para reagao acoplamento de Sonogashira para

obtengdo de 7-(bromoalcoxi)-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarinas (45a-d) (Adaptado de

SONOGASHIRA et al., 2002).
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de paladio(0) (Pd(PPh3),). J& o ciclo catalitico do palddio (A), tem inicio com a adi¢do
oxidativa da 3-(bromo)-7-(bromoalcoxi)-cumarina (36a-d), (etapa a), que leva a formagdo do
intermediario de paladio (II) (XI). Subsequentemente, este intermediario sofre transmetalagao
(etapa b) com o acetileto de cobre, proveniente do ciclo B’, o que resulta no intermediario
(XII). Finalmente, a partir da eliminagao redutiva (etapa c), temos a formacdo do composto 7-
(bromoalcoxi)-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (45a-d), e o catalisador de paladio, Pd(PPh;),,
¢ regenerado (SONOGASHIRA et al., 2002).

A formacao do acetileto de cobre (47) ocorre através da catalise de cobre na presenga
da base, Et;N (50) (ciclo B e B’). O inicio dos ciclos cataliticos propostos ocorre a partir da
interagdo entre o Cu(l) e a ligacdo tripla do TMS-acetileno (46), promovendo a formagdo do
complexo (XII). Devido as propriedades eletropositivas do cobre, que possibilitam a
estabilizacdo da carga negativa, observa-se nesse complexo que hidrogénio ligado ao carbono
sp torna-se mais acido, possibilitando a desprotonag¢do deste complexo pela Et;N (50),
resultando na formagao do acetileto de cobre (47) (KURT, 2005).

Para confirmar a formagdo das 7-(bromoalcoxi)-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarinas
(45a-d) foram realizados experimentos de determinagdo estrutural como RMN 'H e °C
(Anexos 19 e 26). Alguns sinais caracteristicos possibilitaram a comprovagdo da formagao
deste composto, como os sinais referentes a presenga das metilas ligadas ao silicio no espectro
de RMN C (0,04 — 0,46 ppm) ¢ no espectro de RMN 'H se apresentando como um simpleto
integrando 9 hidrogénios (entre 0,27 — 0,29 ppm), estes valores encontram-se em campo mais
baixos porque o Si possui caracteristicas eletropositivas, blindando assim as metilas. Também
no espectro RMN 3C foram observados sinais referentes a carbonos quaternarios Cj; e Cya,
entre 98,12 a 101,30 ppm, correspondendo aos carbonos da ligacdo tripla. Além disso, ¢
visivel tanto no RMN 'H quanto ao de "°C, que os sinais referentes ao nucleo cumarinico e a
cadeia alifatica presente no composto se mantiveram, tendo pouca ou nenhuma alteracdo apos
a reacdo de acoplamento de Sonogashira, indicando assim que ndo houve degradacdo do

composto.

3.5. Sintese de 7-(bromoalcoxi)-3-(etenil)-cumarinas (33a-d)
Os compostos 7-(bromoalcoxi)-3-(etenil)-cumarinas (33a-d) foram sintetizados a
partir de uma reacdo SN2 de desprotecdo dos acetilenos protegidos com o grupamento

trimetilsilila com carbonato de potdssio em metanol (GAO et al.,2013) (Esquema 15), onde se
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obteve os produtos sob a forma de um sélido amorfo com diferentes coloragdes. Os

rendimentos variaram de 83-93% (Tabela 4).

Tabela 4. Caracteristicas fisicas e rendimentos dos compostos 7-(bromoalcoxi)-3-(etenil)-

cumarinicos (33a-d).
jond
A
B
r\/@p 0o

Composto n Caracteristicas fisicas  Rendimento (%)
33a 1 Soélido marrom 87
33b 2 Sé6lido marrom claro 93
33c 3 Sélido alaranjado 87
33d 4 Soélido alaranjado 83
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Esquema 15. Sintese dos derivados 7-(bromoalcoxi)-3-(etenil)-cumarinicos (39a-d).

A reagdo foi monitorada por CCDA, permitindo-se observar que os compostos de
partida foram totalmente consumidos € um composto com um menor Rf foi formado. Essa
diminuicdo do Rf ¢ explicado pela retirada do grupamento trimetilsilila, cujas metilas
diminuiam a intera¢do do composto com a fase estacionaria.

O mecanismo proposto se inicia com uma rea¢ao acido-base, onde ha a abstracdo do
préton do metanol pelo carbonato (CO5™), formando o 4nion metoxila ¢ um bicarbonato
(HCOy3"), sendo estabelecido um equilibrio entre os reagentes e os produtos formados (Keq=
3,7 x 10™ a 298 K). Sabendo que os grupamentos trimetilsilila sdo eletréfilos duros, espera-se
que estes reajam rapidamente com nucleo6filos duros, como oxigénio. Deste modo, o
metoxilato ataca o silicio formando um intermedidrio de geometria bipirdmide trigonal (XIV),
no qual o silicio estd pentacoordenado e carregado negativamente. Os menores efeitos

estéricos promovidos pelas longas ligagdes entre Si-C, tornam o ataque mais facil.

39



Subsequentemente, ocorre a liberagcdo do anion acetilénico, ja que este € um bom grupo
abandonador. Enfim, o anion acetilénico abstrai um proton do bicarbonato, formando o

composto 7-(bromoalcoxi)-3-(etenil)-cumarina 33a-d (Esquema 16) (CLAYDEN et al, 2001).

N
2
O, . .
HeOn | o g o ~
Q. 0. H,C-O Br
O oo
| J (45a-d)
N~.SiT o
O 07"\ SSIQ
\ | \
O R o
J2 g - T
HOY
0. 02 oo o B 0”0 o B

XIV
CO5?
Pes!
7
Br
0”0 07" (33a-d)

Esquema 16. Esquema de intermedidrio proposto para a obtencdo das 7-

(bromoalcoxi)-3-(etenil)-cumarina (33a-d) (Adaptado de CLAYDEN et al., 2001).

3.6. Sintese das azidas (32a-b)

A azida (32a) foi obtida por meio da reagdo entre o respectivo ion diazonico e azida de
sodio. A sintese deste ion prosseguiu-se via reacdo de diazotacdo a partir da anilina (34),
nitrito de sddio e acido cloridrico em temperatura igual a 0 °C (Esquema 17) (CHENG et al.,

2012). A azida foi obtida como 06leo alaranjado e rendimento de 79%.

NH, 1)0°C, HCl N3
©/ NaNo2

(34) 2 ) NaNg (32a)

Esquema 17. Sintese da azida (32a).

A reacdo de diazotacdo que resulta na formacdo do sal diazénio baseia-se no
tratamento de aminas primdrias com acido nitroso (HONO). Devido a instabilidade do ion
diazdnio a temperatura ambiente, podendo levar a sua decomposi¢do com liberacdo N,, houve

um rigoroso controle das condi¢des reacionais mantendo-se a temperatura na faixa de 0 a 5
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°C, que ¢ a faixa na qual este ion tem uma certa estabilidade em solugdo aquosa (CLAYDEN
et al., 2001). Ainda por conta da instabilidade do ion diazénio, optou-se por ndo isolar o sal e
seguir imediatamente na sintese da azida.

O mecanismo da diazotagdo inicia-se com a reagao entre NaNO, e HCI que leva a
formagao in situ do HONO (51), que por sua vez, dissocia-se para produzir o ion nitrosénio

(52, Esquema 18) (CLAYDEN et al., 2001).

HCI (aq) +NaNO, (aq)— HONO (aq) + NaCl (aq)

(51)
H,0
NG Heo .. ® .
H-O-N=0 H—= O>N=0 N=0_
i (52)

Esquema 18. Esquema de intermediarios proposto para a formagdo do HONO (51) in situ

(CLAYDEN et al., 2001).

Posteriormente, ion NO" (52) sofre ataque do par de elétrons do nitrogénio da amina
(34), levando a formagao do ion N-nitrosamonio instavel (XV), que por sua vez perde um
préton, seguida da eliminagdo de agua, resultando no diazoidréxido (XVI). Este na presenga
de acido ¢ protonado (XVII) e, em seguida, perde dgua para formar o ion diazénio (53)

(Esquema 19) (CLAYDEN et al., 2001).

"o
/\ ﬂ H
NH, H . ® H
T s — O, — O,
N=0. MO s
XV ;

(34) (52)

Esquema 19. Esquema de intermedidrios proposto para a formagao de sais diazonios (53)

(CLAYDEN et al, 2001).

No que diz respeito a etapa subsequente, a natureza dos intermediarios tem sido objeto
de discussdo desde a sua descoberta. Entretanto, estabeleceu-se um consenso no qual a azida

atua como nucleofilo, atacando o ion de arenodiazonio, eletrofilo fraco, resultando na
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formagao do intermedidrio penta nitrogenado (XVIII). Em seguida, apos a eliminagdo de uma
molécula de nitrogénio, se obtém a azida (32a) (Esquema 20). Estudos espectroscépicos de
RMN 'H estabeleceram a existéncia das trés formas isoméricas do intermediario (XVII), ou

seja, a (Z,E), (E, E) e (E, Z), sendo o isomero (Z, E) o mais favoravel (BUTLER et al., 1998).

(53) XV (32a)

Esquema 20. Esquema de intermediarios proposto para a obtengdo da azida (41a) a partir do

sal diazonico (Adaptado de BUTLER et al., 1998).

Em contrapartida, a benzil azida (32b) foi obtida a partir azida de sodio € o brometo de
benzila (35) via reagdo de substitui¢do nucleofilia (Sx2) em uma mistura de agua/acetona
(Esquema 21) (HONG et al., 2013). A benzil azida (32b) foi obtida como 6leo de coloracdo

amarela e rendimento igual a 90%.

Br N3
NaN3
_ " =

(35) H,O / Acetona (32b)

Esquema 21. Sintese da azida (32b).

O mecanismo proposto para a sintese da benzil azida (32b) ¢ via reagdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular (Sx2) (Esquema 22) (SMITH & MARCH, 2007).
Inicialmente, a azida atua como nucledfilo, atacando o carbono ligado ao brometo de benzila
(35). Concertadamente, a ligagao N-carbono vai se formando, enquanto a ligagdo C-Br vai se
rompendo, até o brometo, bom grupo de saida, ser eliminado e assim formar a benzil azida

(32b).

Br
©/§r\ F\-l/’N_ ~=L> ©/\N3
NG
(35) (32b)

Esquema 22. Esquema de intermedidrios proposto para a obtencao da azida (32b)

(Adaptado de SMITH & MARCH, 2007).
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A caracterizagdo das azidas sintetizadas ndo foi realizada, visto que a instabilidade
descrita para essas substancias impossibilitaria que as analises fossem realizadas antes de sua

degradacao.

3.7.  Sintese de 3-(1H-1,2,3-triazol-4-R;)-7-(bromoalcoxi)-cumarinicos (31a-e)

A sintese dos compostos inéditos 3-(1H-1,2,3-triazol-4-R;)-7-(bromoalcoxi)-
cumarinicos (31a-e) ocorreram via reacdo ‘“‘Click Chemistry”, que consistiu em uma
cicloadicao catalisada por Cu(I) em EtOH:H,O entre o alcino terminal da 3-(etenil)-7-
(bromoalcoxi)- cumarina (33a-d) e as azidas organicas (32a-b), levando a formagao
regioespecifica do 1,2,3-triazol-1,4-dissubstituido (Esquema 23). Os compostos obtidos

possuem as atribui¢des descritas na Tabela 5.

a2 Ri)

N
= CuS0,.H,0 | N
N b RN Ac. ascorbico N N
Br N — g
™™o 0" o EtOH/H,0 ™o e
n=1-4 (33a-d) (32a-b) n=1-4 (31a-eu

Esquema 23. Sintese de 3-(1H-1,2,3-triazol-4-R)-7-(bromoalcoxi)-cumarinicos (31a-e).

Tabela 5. Caracteristicas fisicas e rendimento da sintese 3-(1H-1,2,3-triazol-4-R;)-7-

(bromoalcoxi)-cumarinicos (31a-e).

R4
N\
[ N
AN N
Br
™o o o
n
Composto R, N Caracteristicas fisicas PF°C Rendimento (%)
31a -Fenil 1 Sélido marrom claro 220 —225¢ 61
d
31b Fenil 2 Solido marrom claro 190 — 195 66
d
3lc Fenil 3 S6lido marrom claro 173 - 175 79
d
31d Fenil 4 So6lido marrom claro 174 - 175 73
3le Benzil 1 Oleo marrom - 57

?Ponto de degradagio
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Alguns mecanismos foram propostos para descrever a reagdo CuAAC, sindnimo
perfeito do conceito “Click Chemistry”. Inicialmente, foi postulado por HEIN e FOKIN o
envolvimento de complexos de Cu(I) mononuclear, baseado em calculos teéricos de funcional
de densidade. Entretanto, progressos nos estudos sugeriram a participagdo de complexos de
Cu(I) dinucleares, onde foi assegurado que o complexo de acetileto de Cu dinuclear
corresponde a espécie catalitica ativa, levando a proposta de um novo mecanismo (HEIN;
FOKIN, 2010; WORRELL; MALIK; FOKIN, 2013).

Em 2015, Bertrand e colaboradores, publicaram um estudo no qual relatam o

isolamento dos complexos de mono e bis acetileto de Cu(I) (XIX e XX respectivamente) e

| R ‘;\© :
3 ‘ LnCua
3 O/\/Br

(XX)

[ . G)
N\
(32a-b) N

o Rapido
\Li(y o BT R,;\‘ tnCua

LnCua LnCub

R1—N
/\/Br

Esquema 24. Mecanismo da CuAAC envolvendo ambos os complexos mono e bis

H

pZ
\/

B
"™~"0 )
(33a-d)

acetileto de Cu(I) XIX e XX respectivamente, proposto para a obten¢cdo dos compostos
3-(1H-1,2,3-triazol-4-R)-7-(bromoalcoxi)-cumarinicos ~ (31a-e)  (Adaptado  de

BERTRAND et al., 2015).
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demonstram que ambas as espécies sdo ativas no ciclo catalitico da CuAAC, entretanto,
observam que apenas o complexo dinuclear estd envolvido na via cineticamente mais
favorecida (Esquema 24). Ademais, relatam o isolamento de um complexo de triazoila de Cu
dinuclear nunca descrito (XXI). A partir disso, os autores ainda propuseram que ¢ o proton
proveniente do alcino que inicia a desmetalagdo de XXI, regenerando assim o acetileto de
Cu(I) dinuclear XXI e tornando o complexos de LnCu(I)X desnecessario para recomegar o
ciclo catalitico (BERTRAND et al., 2015).

Para confirmar a formagao dos compostos 3-(1H-1,2,3-triazol-4- R,)-7-(bromoalcoxi)-
cumarinicos (31a-e) foram realizados experimentos de determinagdo estrutural como RMN
'H ¢ °C (Anexos 27 e 36). Alguns sinais caracteristicos possibilitaram a comprovagdo da
formacdo deste composto, como no RMN 'H o simpleto integrado para um hidrogénio
referente ao Hj, variando entre 8,62 — 8,81 ppm. Esse sinal corresponde ao hidrogénio do
1,2,3-triazol, formado apds a reagdo Click Chemistry. No RMN °C ¢ visivel a diferenca no
deslocamento do Cj,, que no composto 45a-d era um carbono sp ligado a trimetilsilila e ap6s
a formagdo do heterociclo em 31a-e, ¢ um carbono sp’ ligado a um nitrogénio do anel
triazolico e com deslocamento variando entre 121,21 — 123,22 ppm. O carbono sp Cy
também sofreu mudanga no deslocamento devido a formagdo do triazol, apresentando um

deslocamento variando entre 130,56 — 136,94 ppm (Figura 20).

( ¢ = 98,39 — 98,51 ppm O = 8,62 - 8,81 ppm " \

R
l 0c =121,21-12322 ppm  12_p 1
| Y
Si ¥
C Xr 7N
N ) - r:(\a/\o 0~ 0
;M/\_Q 0”0 n=1-4
\”=1'4 dc =100,74 — 101,30 ppm dc = 130,56 — 136,94 ppy

Figura 20. Atribui¢do comparativa dos principais sinais dos compostos 7-(bromoalcoxi)-3-
((trimetilsilil)etenil)-cumarinicos (45a-d) e 7-(bromoalcoxi)-3-(etenil)-cumarinicos (31a-e)
nos espectros de RMN 'He "C.

Outros novos sinais sao observados devido a inser¢do do anel aromatico, onde ¢é
possivel visualizar no RMN 'H um multipleto integrado para 4 hidrogénios variando entre
7,31 — 7,58 ppm referentes aos hidrogénio orto e meta, enquanto o hidrogénio em para possui

deslocamento entre 7,25 — 7,47 ppm, e € visto como um tripleto com 1 hidrogénio. No RMN
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13C os sinais caracteristicos de aromaticos também puderam ser observados, carbonos em orfo
e meta com deslocamento variando entre 120,45 — 127-68 ppm e 128,77 — 129,84 ppm,
respectivamente, € carbono em para variando entre 128,45 — 129,70 ppm. O carbono
quaternario também pode ser identificado com deslocamento variando entre 136,93 — 141,63
ppm.

Para o composto 31e ainda ¢ possivel observar o sinal referente ao metileno benzilico,
onde ¢é possivel visualizar no RMN 'H um simpleto integrado para 2 hidrogénios em 5,52
ppm, esses hidrogénios sdao muito desblindados devido ao ambiente quimico ao qual se
encontra, sendo vizinho de um anel aromatico ¢ do nitrogénio do triazol. No RMN *C seu
deslocamento ¢ em 53,96 ppm.

Além disso, ¢ visivel tanto no RMN 'H quanto ao de "*C, que os sinais referentes ao
nucleo cumarinico e da cadeia alifatica presentes no composto se mantiveram, tendo pouca ou
nenhuma alterag@o apos a reagdo Click Chemistry, indicando assim que ndo houve degradagao

do composto.

3.8. Sintese das 3-(1H-1,2,3-triazol-4-R,)-7-(aminoalcoxi)-cumarinas (29a-k)

Os compostos inéditos 3-(1H-1,2,3-triazol-4-R;)-7-(aminoalcoxi)-cumarinas (29a-k)
foram sintetizados via reagdo de aminacdo, conforme demonstrado no Esquema 25, os quais
foram obtidos nas formas de um solido amorfo e 6leo de diferentes cores. Os rendimentos

variaram de 40-86 % (Tabela 6).

4 R, R,)

N N
N | N”N + @H Dioxano x/\ A | N,'N
Br\M/n\o 0 Yo § 18h, 60°C &NM/n\o 0 o
n=1-4 (31a-e) (30a-d) n=1-4 N,

Esquema 25. Sintese dos derivados 3-(1H-1,2,3-triazol-4-R;)-7-(aminoalcoxi)-cumarinas

(29a-K).

Esta reacdo foi realizada a partir das aminas ciclicas (30a-d) e dos respectivos
derivados 3-(1H-1,2,3-triazol-4-R;)-7-(bromoalcoxi)-cumarinicos (31a-e) em dioxano, sob

aquecimento a 60 °C (Esquema 25).
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Tabela 6. Caracteristicas fisicas, rendimentos obtidos para os compostos 29a-k.

n
n=1-4
Composto Ry X . Caracteristicas PF°C Rendimento
fisicas (%)
29a Fenil -CH, 1 Solido marrom 173 - 178 53
29b Fenil -CH, 2 Solido ambar 244 - 251¢ 63
29¢ Fenil -CH, 3 Solido amarelo 186 -193 69
29d Fenil -CH, 4 Solido amarelo 247-280 76
29e Fenil -CCH; | Solidomarrom claro 148150 52
29f Fenil -CCH; 2 Solido bege 160 — 164 73
29g Fenil -CCH; 3 Solido bege 222 - 226¢ 86
2%h Fenil -CCH, 4 Solido branco 163 - 165 64
29i Fenil -NCH; ! Oleo marrom claro - 64
29j Fenil NH 1 Oleo marrom escuro - 60
29k Benzil  -CH, 1 Oleo marrom - 40

4 Ponto de degradacio.

O mecanismo proposto para a sintese dos compostos 29a-k (Esquema 26) inicia-se
pela reacdo de substituicao nucleofilica (Sx2), no qual a amina ciclica atua como nucleofilo,
através dos elétrons nao ligantes do nitrogénio, que promove um ataque nucleofilico ao
carbono metilénico ligado ao bromo. De maneira concertada, a ligagao nucleofilo-carbono se
forma, enquanto a ligagdo C-Br se rompe, até o brometo ser liberado e assim formar o
intermediario protonado XXII. Em seguida, amina ciclica abstrai o prdoton ligado ao
nitrogénio, formando, assim, os respectivos 3-(1H-1,2,3-triazol-4-R;)-7-(aminoalcoxi)-
cumarina (29a-k) e, como subproduto, o sal brometo de amino. Pelo fato da amina ciclica
agir também como uma base nesta reacdo, a mesma foi adicionada em excesso ao meio

(Esquema 26) (CLAYDEN et al., 2001).
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(29a-k)

Esquema 26. Esquema de intermediarios proposto para formacao dos derivados 3-(1H-1,2,3-

triazol-4-R;)-7-(aminoalcoxi)-cumarinas (29a-k) (Adaptado de CLAYDEN et al., 2001).

Visto que o mecanismo ¢ uma Sy2, o impedimento estérico ¢ determinante para a
eficiéncia do ataque nucleofilico. Assim, a reagdo com os derivados com menor nimero de
carbonos espacadores (29a-bse-f; i-k) se deu de forma mais demorada e com menores
rendimentos do que as demais (29c-d;g-h). O acompanhamento da reagdo se deu através de
analise por cromatografia em camada fina, com silica como fase estaciondria e dois eluentes,
hexano:acetato de etila 30% para observar o consumo do reagente (31a-e) e diclorometano:
metanol 10% que permite observar a formag¢do de um produto de carater mais polar em
relacdo ao reagente de partida. O fator de retengdo observado se explica pela melhor
interacdo dos produtos com a silica, devido a presenca do nitrogénio que ¢ capaz de realizar
ligag¢des de hidrogénio com a silica, o que ndo ocorre nos respectivos reagentes.

Para confirmar a formag¢ao dos compostos 3-(1H-1,2,3-triazol-4-R)-7-(aminoalcoxi)-
cumarinas (29a-k) foram realizados experimentos de determinagdo estrutural como RMN 'H
e >C (Anexos 37 a 58). Alguns sinais caracteristicos possibilitaram a comprovagio da
formagdo deste composto, como no RMN "°C o sinal referente a0 CH, do carbono sp’ vizinho
ao nitrogénio, com deslocamento variando 55,48 — 65,66 ppm. Esse sinal ¢ importante porque

representa uma mudanca relativamente alta de deslocamento quimico no sentido campo alto,
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em relagdo aos compostos (31a-¢), onde esse carbono CH, de carbono sp’ era vizinho ao

bromo (Figura 21).

(i / L)
;J:;;[::lgf%i{Br 0”0 E%;%/gi:f

dy = 3,52 - 3,63 ppm dn = 2,83 — 3,66 ppm

\ 0c =27,62 — 28,38 ppm 0c = 55,48 — 65,66 ppmj

Figura 21. Atribuicdo comparativa dos principais sinais dos compostos 3-(1H-1,2,3-
triazol-4-R;)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas ~ (31a-e) e  3-(1H-1,2,3-triazol-4-R)-7-

(aminoalcoxi)-cumarinas (29a-k) nos espectros de RMN 'H e °C.

Os sinais referentes as aminas ciclicas que corroboram para a confirmagdo da obtencdo
dos compostos no RMN 'H foram obtidos na maior parte dos espectros como simpletos largos
e mascarados pelo sinal da H,O. Entretanto, ao analisar os espectros de RMN *C podemos
identificar os sinais referentes ao grupamento piperidinico para os compostos 29a-h; 29k:
53,64 — 54,87; & 22,53 — 29,64; & 22,63 — 23,68 e para o grupamento piperazinico nos
composto 29i-j: & 54,77 56,42; 6 45,81 — 53,65;

Além disso, ¢ visivel tanto no RMN 'H quanto ao de °C, que os sinais referentes ao
nucleo cumarinico e demais grupos funcionais presentes no composto se mantiveram, tendo
pouca ou nenhuma alteragdo apds a reagdo de aminagdo, indicando assim que ndo houve

degradacao do composto.
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3.9. Resultados de atividade inibitoria dos compostos obtidos frente 2 AChE e BChE
Os ensaios realizados para determinar a atividade inibitdria frente 8 AChE e BChE dos
compostos 29a-k, foram realizados utilizando o método de Ellman (ELLMAN, 1961) e tendo
como composto de referéncia a donepezila. O ensaio consiste na clivagem enzimatica da
acetiltiocolina ou butiriltiocolina (54a-b) promovida pela AChE ou BChE, respectivamente.
Um dos produtos dessa clivagem ¢ a tiocolina, que ¢ o marcador da atividade enzimadtica, que
ao reagir com o DTNB, leva a formagao do acido 2-nitro-4-tiobenzoico (55) e do acido 2-
nitro-3-mercaptotiobenzoico (56). O produto 55 apresenta coloragdo 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 ¢ medida de maneira indireta por meio da

reacdo do produto de clivagem enzimdtica com um reagente pro-cromoforico (Esquema 27).

0]
+ AChE/BChE +
HsC)s N ALNERVNE .
(54a) R =CH, acido acético R =CHj, Tiocolina
(54b) R = (CH,),CH, acido butirico R = (CH,),CHj3
HOOC COOH
02N S_S N02
(DTNB) |
HOOC COOH
¥ ' NO
O,N S< N(CH,) HS 2
2 S/\/ 3/3 (55)
(56)

acido 2-nitro-3-mercaptotiobenzéico acido 2-nitro-4-tiobenzéico

Esquema 27. Reac¢do ocorrida no ensaio de Ellman.

Todos os compostos testados se mostraram capazes de inibir a AChE, tendo alguns
deles apresentado grande poténcia e seletividade. Dos compostos ensaiados, o que se mostrou
menos ativo foi o 29d, o qual apresentou valor de Clsp = 4,79 uM e os mais ativos foram os
compostos 29a e 29k, os quais apresentaram valor de Clsop = 0,05 uM e Clso = 0,006 puM,
respectivamente. Os respectivos resultados de Clsg obtidos nos ensaios de inibi¢do frente as

colinesterases encontram-se na Tabela 7.
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Tabela 7. Resultados obtidos nos ensaios inibicdo enzimatica frente 8 ECAChE e EqBChE.

CIso(pM) + DP?

Compostos R, X n . . IS¢
AChE BChE
29a Fenil -CHz 1 0,05 % 0,002 8,66 + 0,153 173
29b Fenil ~ -CH» 2 1,33 0,045 3,97 + 0,094 3,0
29¢ Fenil  -CH 3 1,110,010 2,41+ 0,029 2,2
29d Fenil  -CH» 4 4,79 + 0,289 3,54+ 0,081 0,7
29¢ Fenil -CCH; | 1,69 + 0,075 11,13 + 0,848 6,6
29f Fenil -CCH; 2 2,94 +0,141 4,140,115 1,4
29g Fenil -CCH; 3 1,31 £ 0,044 2,18 0,009 1,7
29h Fenil -CCH; 4 1,42+0,111 1,88 + 0,100 1,3
20i Fenil -NCH; | 3,16 0,076 9,84 + 0,862 3.1
29i Fenil  -NH 1 1,06 + 0,074 8,14+ 0,132 7.7
20k Benzil -CH» 1 0,006 + 0,0006 3,79 +£ 0,365 632
Donepezila - - - 0,007+£0,0002  2,39+0,105 341

*Concentra¢do necessaria para inibir 50% da atividade colinesterasica, dados obtidos +
desvio padrio (DP) de triplicatas de ensaios independentes; ® AChE de enguia elétrica;

“ BChE de soro equino; 4 Indice de seletividade (IS) ¢ dado como BChE CIso/AChE Clsy.

A partir dos resultados obtidos podemos observar que dentre os compostos 29a-d, os
compostos que apresentaram melhores potenciais de inibicdo frente 8 AChE sdo aqueles com
menor numero de carbonos espacadores entre o grupo piperidinila e o nticleo cumarinico. De
modo a se estabelecer 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 (28).
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Interessante salientar a inversdo dessa tendéncia para os compostos 29b e 29c,
respectivamente, 3 e 4 carbonos de espacadores. Este resultado pode representar uma
tendéncia de uma curva serrilhada a4 medida que a cadeia espagadora de carbono aumenta. As
vezes, esse perfil pode ser observado em uma série homologa, alternando variagdes de
atividade de acordo com o numero de carbonos par ou impar. Curiosamente, variagcdes
alternadas ou serrilhadas da atividade inibitéria da AChE também foram observadas na
literatura para analogos do donepezila (SUGIMOTO et al., 1995).

Ao observarmos agora os compostos com o substituinte metila na posi¢do 4 da
piperidina (29e-h), nota-se que ndo se obteve uma melhora na atividade de inibigdo frente aos
derivados respectivos com a piperidina ndo substituida, como exce¢do dos derivados com 5
carbonos de espagadores, onde se observou uma melhora na atividade inibidora.

Em relacdo os derivados piperazinicos, o composto 29j demonstrou diminui¢do da
poténcia de inibi¢do frente & AChE em relacdo ao seu analogo 29a e o composto 29i revelou-
se um dos compostos com menor potencia de inibi¢do da serie.

Dois compostos se destacaram por apresentar excelente poténcia inibitoria, o 29a ¢ o
29k, que apresentaram atividades na mesma ordem de grandeza do composto prototipo,
validando o planejamento. Além se ser o mais ativo, o composto 29k se destacou pelo indice
de seletividade obtido entre as colinesterases (IS = 632). Demonstrando assim equipotente,

mas bem mais seletivo que o farmaco donepezila (6).

3.10. Resultados dos ensaios do mecanismo de inibicao enzimatica

Os inibidores enzimaticos sdo moléculas que atuam diminuindo ou interrompendo a
catalise de reagdes enzimaticas. Os inibidores enzimdaticos podem ser divididos em duas
classes: os inibidores reversiveis e os inibidores irreversiveis. Os inibidores reversiveis podem
ser classificados de acordo com o seu mecanismo de inibi¢cdo, como inibidores competitivos,
ndo-competitivos ou incompetitivos e sdo identificados pelo efeito que produzem nas
constantes cinéticas Km e Vmax. A inibicao competitiva € aquela em que o inibidor compete
com o substrato pelo sitio catalitico da enzima, de forma que a medida que o inibidor ocupa o
sitio ativo formando um complexo enzima-inibidor (EI), ele impede a formagdo complexo
enzima-substrato (ES). Essa competicdo se torna possivel devido a semelhanga estrutural
entre o inibidor e o substrato. Para este tipo de inibi¢do, observa-se um aumento dos valores
de Km enquanto Vmax se mantém constante. J4 o inibidor ndo-competitivo liga-se a um sitio
alostérico da enzima, ou seja, um sitio diferente do sitio ativo. Por mais que o substrato ainda

possa se ligar ao complexo EI formando um complexo ternario enzima-substrato-inibidor
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(ESI), este complexo ndo ¢ capaz de converter substrato em produto. Para este tipo de
inibicdo, observa-se uma diminuicdo dos valores de Vmax enquanto Km se mantém
constante. Por fim, na inibi¢do incompetitiva, o inibidor pode se ligar somente ao complexo
ES e n3o a enzima livre e, portanto, o inibidor se liga a um sitio que ¢ criado durante a
alteracdo conformacional da enzima, promovida pela ligacdo ao substrato, formando o
complexo ternario ESI. Neste caso, tanto Km quanto Vmax s3o reduzidos na presenca do
inibidor (NELSON, 2018).

Afim de determinagdo qual tipo de inibigdo promovida pelos compostos testados
frente as colinesterases, realizaram-se ensaios de cinética enzimatica em ambas as enzimas
para o composto 29a e 29k devido a boa atividade apresentada frente 8 AChE. A partir dos
valores de Km e Vmax (Tabela 8) e do perfil do grafico de Lineweaver—Burk, foi possivel
observar que o tipo de inibi¢cao promovida pelo composto testado € o tipo mista para ambas as
enzimas.

Sendo assim os compostos inibidores sdo capazes de ligarem-se tanto ao sitio
catalitico das enzimas (inibi¢do competitiva) quanto ao sitio alostérico (inibi¢do ndo-
competitiva), atuando, assim, de duas maneiras diferentes. Desta forma, calcula-se duas
constantes de afinidade para o composto em cada enzima, sendo eles Ki (inibi¢do
competitiva) e Ki’ (inibigdo ndo-competitiva), conforme pode ser observado na Tabela 8.

A partir dos valores dessas constantes de afinidade podemos inferir algumas
constatagdes. Primeiramente, para o composto 29a podemos observar que a constante de
inibi¢do competitiva (Ki) foi 1112 vezes maior para BChE (Ki = 3502 pM) em comparagdo
com a AChE (Ki = 3,15 uM). Enquanto a constante de inibicdo ndo-competitiva (Ki’) foi
2148 vezes maior para BChE (Ki’ = 9174 uM) em compara¢do com a AChE (K1’ = 14,27
uM). A grande diferenca entre as enzimas tanto para a inibi¢do do tipo competitiva quanto
para a ndo-competitiva nos indica que a maior atividade em AChE esta correlaciona tanto
com o sitio catalitico quanto o sitio alostérico, embora as interagcdes com o sitio alostérico
tenham desempenhado um papel mais proeminente para a o aumento da seletividade. Ainda,
que a alta atividade inibitoria do composto 29a frente a AChE deve-se majoritariamente as

interacdes na sitio catalitico.
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Tabela 8. Parametros cinéticos de 29a e 29k em AChE e BChE.

Concentracio Vmax £ DP Km £ DP Ky (nM) £
3 3 Ki (nM) + DP? b
(uM) (1 x 10° nM/min) (1 x10° nM) DP
292 em AChE
0 6,10 £ 0,088 40,38 + 1,566
0,02 2,78 £0,044 70,30 + 1,529 3,15+0,143 14,27 + 0,592
0,06 2,06 £0,031 102,10 £ 0,115
29a em BChE
0 13,92 + 0,093 85,46 + 0,826
4 11,69 + 0,201 113,07 £ 0,833 3502 + 64,9 9174 +£ 163
8 8,24 +0,212 157,53 £ 1,485
29k em AChE
0 8,50+ 0,1743 92,19 + 6,8207
1,682 + 4,780 +
0,005 4,45 +0,02231 92,78 +£9,2653
0,038 0,0106
0,007 3,19+ 0,0981 93,73 +£7,0155
29k em BChE
0 4,51 +£0,1648 88,72 +£7,6123
2,8 3,62 +0,1358 234,43 £16,1506 980 £ 24 2670 + 67
4.8 3,40 +0,0349 354,67 + 19,2448

® Constante de afinidade para inibicdo competitiva; > Constante de afinidade para inibi¢io

nao-competitiva; Dados obtidos + desvio padrao (DP) de triplicatas de ensaios independentes.

J& para o composto 29k, quando comparamos as constantes de inibicdo competitiva e
ndo-competitiva entre as enzimas, observa-se que elas foram aproximadamente 550 vezes
maiores para BChE (Ki =980 uM; Ki’ = 2670 uM) em comparac¢dao com a AChE (Ki = 1,682
uM; Ki’ = 4,780 uM), mostrando que a maior atividade em AChE est4 correlacionada tanto
com o sitio catalitico quanto o sitio alostérico. Vale ainda ressaltar que nesse composto (29k),
frente a AChE, os valores de Ki e Ki’ demonstraram ser significantemente baixos e
relativamente proximos (Ki’ apenas 2,86 vezes maior que Ki), o que o difere do composto
29a (Ki’ 4,53 vezes maior que Ki). Isto indica que o maior ganho de poténcia apresentado por
29k esta sim correlacionado a uma melhor interacdo com o sitio catalitico, mas

principalmente a uma melhor interacdo com o sitio alostérico.
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Por fim, a variabilidade dos valores de Ki e Ki’ entre AChE ¢ a BChE corroboram
com os dados obtidos pela atividade de inibicdo, onde o indice de seletividade entre as
colinesterases ¢ alto.

O perfil do grafico de Lineweaver—Burk também ¢ capaz de indicar o mecanismo de
inibi¢do. Para essa andlise, deve-se observar o comportamento das retas, que podem ser
paralelas entre si (inibicdo incompetitiva) ou concorrentes (neste caso o que ira determinar o
tipo de mecanismo sera o local de interse¢do dessas retas). No caso da inibi¢ao ser do tipo
competitiva, o ponto de interse¢do ira ocorrer na regiao positiva do eixo y (1/v) e se o inibidor

for ndo-competitivo, a interse¢do ocorrera na regido negativa do eixo x (1/[S]).
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Figura 22. Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibicdo em EeAChE (a esquerda) e

EqBChE (a direita) do composto 29a.
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Figura 23. Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibicdo em EeAChE (a esquerda) e

EqBChE (a direita) do composto 29k.

Nas figuras acima pode-se observar os graficos de Lineweaver—Burk do composto 29a
e 29k 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
concentragoes utilizadas do composto para obtencdo das curvas encontram-se nos graficos
representadas pelo simbolo [I].

55



3.11. Resultados dos ensaios de intera¢ao enzimatica in silico

Para a realizacao do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos ¢
a enzima EeAChE foi utilizado o modelo disponivel no Protein Data Bank (PDB) de codigo
1CB2 e resolugdo de 4,5 A (BOURNE et al., 1999). Como a enzima 1C2B ndo possui
substrato co-cristalizado, a escolha da melhor fung¢do pelo programa GOLD 5.6 foi realizada a
partir do redocking com a enzima co-cristalizada com o ligante bis-tacrina (PBD 2CMF) onde
observou-se que todas as quatros fungdes disponiveis foram capazes de produzir posi¢des de
ligagdo da bis-tacrina (ligante co-cristalizado) com valores de RMSD inferiores a 1,00 A nas
enzimas avaliadas (EeAChE). Entretanto, apenas a fun¢do GoldScore (JONES et al., 1997)
apresentou simultaneamente para uma mesma posi¢ao de ligacdo o menor valor de RMSD e a
maior pontuagdo de atracamento, sendo, por esse motivo, esta fungdo escolhida para os
procedimentos subsequentes de atracamento molecular (SANTOS et al., 2019; DE SOUZA et

al., 2019). Os resultados obtidos para os compostos 29a-k sio apresentados na Tabela 9.

Tabela 9. Resultados de score e os respectivos valores de Clsy dos compostos avaliados.

EeAChE
Inibidor
GoldScore GoldScore Pose”’ Cl;
29a 80,42 80,42 0,05 £ 0,002
29b 74,51 74,51 1,33 +£ 0,045
29¢ 88,09 77,83 1,11 +0,010
29d 87,70 66,75 4,79 £ 0,289
29e 76,62 76,62 1,69 + 0,075
29f 79,63 76,22 2,94 +£0,141
29¢g 84,96 79,94 1,31 £ 0,044
29h 75,45 72,71 1,42+0,111
29i 82,46 82,46 3,16 0,076
29j 87,90 87,90 1,06 £ 0,074
29k 82,01 82,01 0,006 £ 0,0006

“valores selecionados apds analise visual.

Normalmente, os maiores valores de score refletem uma melhor interagdo do ligante

com a proteina, entretanto, apds a analise de todas as solu¢des geradas pelo programa GOLD
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5.6, observou-se que nem sempre o maior valor representava de fato a pose correta, pois esse
experimento langa mao da mecanica molecular, logo busca por melhores interagdes ainda que
em detrimento aos angulos e tamanhos de ligagdo aceitaveis, esse problema seria contornado
ao ser utilizado experimentos baseados em célculos semi-empiricos.

Baseado na andlise das poses de ligagdo obtidas a partir do estudo de docking mostrou
que os inibidores foram capazes de ocupar, simultaneamente, o sitio ativo (CAS) e periférico
(PAS), em concordancia com os dados observados no estudo de cinética enzimatica. No sitio
ativo o grupamento amino ciclico protonado dos inibidores realiza interagdao do tipo cation-z
com o residuo Trp86. Além disso, a menor cadeia espagadora alquilica de 29a permite que o
nucleo cumarinico se posicione no canal do sitio ativo, realizando interagdes do tipo ligacao
de hidrogénio com o residuo Tyr337 (2,3 A) e o grupo peptidico do residuo Phe295 (1,3; 1,4
A). Estas trés interagdes parecem importantes para a atividade de compostos do tipo alcoxi-
amino-cumarinas como as descritas nessa dissertacdo, pois as mesmas foram observadas para
o protétipo 28. Adicionalmente, no sitio periférico é possivel observar que o triazol esta

realizando interag¢des hidrofobicas com a cavidade hidrofobica dos aminoacidos (Figura 24).

Figura 24. Analise das principais interacdes moleculares entre o composto 29a,
destaque em verde, e a cavidade enzimatica da AChE. Figura gerada com PyMol 0.99

(DeLano Scientific LLC).

Ao variar o tamanho da cadeira alifatica, observou-se a manutencao da importante
interacao do tipo cation-z com o residuo Trp86 no sitio catalitico para todos os compostos.

Entretanto, em 29b vemos um aumento da distancia de interagdo com o residuo Tyr337 (3,8
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A) e com o residuo Phe295 (2,0 A), que leva a uma menor energia de interacdo e corrobora
com a diminui¢do da poténcia de inibicdo desse composto observado no ensaio in vitro

(Figura 25).

Figura 25. Andlise das principais interacdes moleculares entre o composto 29b,
destaque em laranja, e a cavidade enzimdtica da AChE, com sobreposi¢do ao
composto 29a, destaque em verde. Figura gerada com PyMol 0.99 (DeLano Scientific

LLC).

Para o 29c¢ podemos observar um leve dobramento da cadeia alquilica, forcando a
interagio de hidrogénio com o residuo Tyr341 (1,50 A), o que leva a perda da interagio com
Phe295 e o direciona para a busca de outras interagdes, como as interagdes de hidrogénio com
o residuo de Trp285 (2.,3; 2,6 A), o que justifica a maior poténcia de inibi¢do in vitro de 29¢
em relacdo a 29b, mas ainda menor do que a observada em 29a (Figura 26). J4 para 29d
observamos a perda de todas as interagdoes de hidrogénios devido a longa cadeia de carbono,

condizendo com o observado no ensaio in vitro (Figura 27).
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Figura 26. Analise das principais interacdes moleculares entre o composto 29c,
destaque em azul, e a cavidade enzimatica da AChE, com sobreposi¢ao ao composto

29a, destaque em verde. Figura gerada com PyMol 0.99 (DeLano Scientific LLC).

Figura 27. Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 29d,
destaque em roxo, e a cavidade enzimatica da AChE, com sobreposi¢ao ao composto

29a, destaque em verde. Figura gerada com PyMol 0.99 (DeLano Scientific LLC).
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Ao analisar os compostos 29e-h, que possuem uma metila na posi¢do 4 do anel
piperidinico, percebesse que ocorre um deslocamento em relagao ao Trp86, onde a interagao
do tipo cation-z esta ocorrendo de forma descentralizada. Esse deslocamento se da pelo limite
estérico presente na cavidade do sitio catalitico (Figura 28, A).

Dessa forma, a adicdo de um grupo volumoso na extremidade farmacofoérica do
inibidor leva a um deslocamento de todo o grupamento. Em relagdo as outras interagdes, em
29¢ ¢ observada pouca alteracdo em relacdo a distancia das interagdes observada em 29a
indicando assim que o deslocamento do cation foi o que levou as menores atividades vistas
nos ensaios in vitro (Figura 28, B). Essa tendéncia é observada para todos os demais
compostos metilpiperidinicos (29f-h) em relagdo aos respectivos compostos piperidinicos

(29b-d) de mesmo tamanho de cadeia carbonica.

Figura 28. A) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da AChE com o composto
29a (verde) e 29e (rosa) ancorado. B) Andlise das principais interagdes moleculares entre o
composto 29e, destaque em rosa, e a cavidade enzimatica da AChE, com sobreposi¢ao ao
composto 29a, destaque em verde. Figura gerada com PyMol 0.99 (DeLano Scientific

LLC).

A anélise das posicdes de ligagdo obtidas do estudo de docking para o inibidor 29j
indicou interagdo do tipo cation-z com o residuo Trp86 no sitio ativo pelo grupamento
piperazinico protonado, além de interacdes de hidrogénio com residuo Glu202 pelo NH da
piperazina. Ademais, de forma semelhante ao inibidor 29a, o nlcleo cumarinico esta
posicionado no canal do sitio ativo, realizando interagdes do tipo ligagdo de hidrogénio com o
residuo Tyr337 (2,3 A) e o grupo peptidico do residuo Phe295 (1,1; 1,4 A). E no sitio
periférico o triazol estd realizando interagdes hidrofobicas com a cavidade hidrofobica dos

aminoacidos (Figura 29).
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Figura 29. Andlise das principais interagdes moleculares entre o composto 29j,
destaque em dourado, e a cavidade enzimatica da AChE. Figura gerada com PyMol

0.99 (DeLano Scientific LLC).

Entretanto, a alta pontuacdo obtida na avaliagdo in silico para esse composto nao
condiz com o perfil qualitativo da atividade observada no ensaio enzimatico in vitro. Por se
tratar de um modelo tedrico estatico, os dois nitrogénios da piperazinas estdo protonados ao
mesmo tempo. No entanto, a probabilidade que a molécula seja dicationica deve ser pequena,
sendo o mais provavel que a molécula esteja na forma monocatiénica com um equilibrio
cationico entre os diferentes nitrogénios da piperazina. Sendo assim, quando o cation estd sob
0 nitrogénio terciario da piperazina, esse se comporta exatamente como o inibidor 29a sem
nenhuma nova interagdo que leve a um aumento na energia; e quando o cation esta sob o NH
da piperazina, ele fard uma interagdo com o Glu202, mas perdera a principal interagdo do tipo
cation-z com o residuo Trp86, o que resultara em uma diminuicao da atividade.

Ao analisar o composto 29i, que possui uma metila na posi¢dao 4 do anel piperazinico,
percebesse que ocorre novamente um deslocamento em relagao ao Trp86, onde a interagdo do
tipo cation-z acaba ocorrendo de forma descentralizada, levando a um deslocamento de todo o

grupamento de modo semelhante ao observado para os composto 29e-h (Figura 30).
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Figura 30. Andlise das principais interacdes moleculares entre o composto 29i,
destaque em rosa, e a cavidade enziméatica da AChE, com sobreposi¢do ao composto

29j, destaque em verde. Figura gerada com PyMol 0.99 (DeLano Scientific LLC).

Por fim, a analise das poses de ligagao obtidas do estudo de docking para o inibidor
29k indicou interacdo do tipo cation-z com o residuo Trp86 no sitio ativo pelo grupamento
piperidinico protonado, além do nilicleo cumarinico estar posicionado no canal do sitio ativo,
realizando intera¢des do tipo liga¢do de hidrogénio com o residuo Tyr337 (2,5 A) e o grupo
peptidico do residuo Phe295 (1,5; 1,9 A). J4 no sitio periférico, os pares de elétrons do triazol
passaram a atuar como aceptores de ligagdo de hidrogénio com os residuos Arg296 (2,4 A) e

Ser293 (2,2 A) (Figura 31).
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Figura 31. Andlise das principais interacdes moleculares entre o composto 29K,
destaque em ciano, e a cavidade enzimatica da AChE. Figura gerada com PyMol 0.99

(DeLano Scientific LLC).

Ao analisarmos a sobreposi¢do entre o composto 29k e 29a (Figura 32, A), observa-se
que as interacdes na sitio catalitico s3o mantidos enquanto as interagdes no sitio alostérico
sofreram modificacdes. Quando avaliamos sob a perspectiva da superficie de Van der Waals,
fica claro que no composto 29a, o triazol estd direcionado no limite da cavidade (Figura 31, B
- 1), com liberdade conformacional restrita pelo impedimento estérico da fenila dentro do sitio
alostérico (Figura 32, B - if). J4 no composto 29Kk, o carbono sp da benzila d4 ao triazol uma
maior liberdade conformacional para que ele se direcione e realize interagdes de hidrogénio
com o residuo Arg296 e Ser293, além de direcionar o anel aromatico a uma posi¢ao propicia
para futuras derivatizagdes e exploracdo do sitio alostérico (Figura 32, C). Esses dados
condizem com os resultados obtidos nos ensaios in vitro, onde podemos concluir que parte do
aumento da poténcia de inibigdo do composto 29k provavelmente estd correlacionado com as

duas interagdes de hidrogénio adicionais do triazol no sitio alostérico.
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Figura 32. A) Andlise das principais interagcdes moleculares entre o composto 29Kk,
destaque em ciano, e a cavidade enzimdtica da AChE, com sobreposi¢do ao composto
29a, destaque em verde. B) Analise da superficie de Van der Waals com o composto
29a (verde) ancorado. C) Analise da superficie de Van der Waals com o composto

29k (ciano) ancorado. Figura gerada com PyMol 0.99 (DeLano Scientific LLC).
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4. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

As metodologias sintéticas e de purificacdo propostas para a sintese da série hibrida
das novas 3-(1,2,3-triazol)-cumarinas (29a-k) estruturalmente planejada a partir do prototipo
28 se mostraram satisfatorias, apresentando rendimentos de razoaveis a bons.

Os ensaios de inibi¢do enzimatica das colinesterases pelos compostos 29a-k
demonstraram que o planejamento a partir de 28 foi adequado. Os resultados indicaram que
todos os compostos foram capazes de inibir a AChE de forma seletiva em relagdo a BChE, onde
0s compostos que demonstraram serem 0s mais ativos também sao os que apresentaram maior
seletividade. Dentre os compostos da série, os mais ativos foram 29a (Clso= 0,05 uM, IS = 173)
e 29k (Clso = 0,006 uM, IS = 632), sendo que o ultimo apresentou uma poténcia similar e
seletividade maior ao do farmaco donepezila (Clso = 0,007 uM, IS = 341), caracterizando 29k
como um novo prototipo para inibidores seletivos de AChE.

No geral, os resultados obtidos frente a AChE seguiram uma mesma tendéncia em
relacdo aos derivados do protdtipo 28, no que diz respeito ao nimero de carbonos espagadores
de 2 e 3 carbonos.

Através da comparacao dos ensaios in vitro € in silico pdde-se confirmar que o nimero
de espacadores ideal para se obter uma distancia otima entre o nucleo cumarinico e
grupamento amino ciclico seria a de 2 carbonos, visto a atividade dos compostos 29a, 29j e
29k. Também foi possivel entender a importancia do grupamento piperidinila protonado
posicionado no sitio catalitico para fazer interagdes cation-t com o Trp86 e como a perda
dessa interacdo pela adicdo de grupos volumosos nas aminas ciclicas leva a diminui¢ao da
atividade. Outras interagdes que se demonstraram importantes para uma melhor poténcia de
inibicdo foram as interagdes do tipo ligacdo de hidrogénio com o residuo Tyr337 e o grupo
peptidico do residuo Phe295.

Além disso, foi possivel visualizar como a adi¢do de um espagador entre o triazol e o
anel aromatico resulta em uma maior liberdade conformacional do triazol, permitindo novas
interacdes de hidrogénio no sitio periférico, que resultaram em um aumento da poténcia de
inibicdo, visto no composto 29k. Ademais, essa liberdade conformacional permitiu o
posicionamento do anel aromatico na extremidade da cavidade de acesso da AChE, que abre
precedentes para futuras derivatizagdes visando mais interagdes com o sitio alostérico.

As perspectivas para este trabalho incluem ainda, realizar os ensaios de inibicdo in

vitro da agregacdo de placas f-amildide para todos os compostos planejados, exploragao de
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substituintes nos sistemas aromadticos ligados ao triazol e ensaios in vivo de alteragdo

comportamental em modelo de DA induzida em camundongos.
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5. METODOLOGIA

A fase organica das reacdes foi seca sob sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente
foi evaporado a pressdo 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 fina analitica (CCFA), na qual foram utilizadas placas de aluminio Kieselgel 60 (HF-
254, Merck) com 0,2 mm de espessura. A visualizacdo das substancias em CCFA foi
realizada em lampada ultra violeta (254 € 365 nm).

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

Os espectros de RMN'H foram obtidos em aparelhos Bruker Avance-500 ¢ Bruker
Avance-400 (IQ -UFRRIJ), operando a 500MHz e 400MHz, respectivamente. As amostras
foram dissolvidas em CDCIl; e DMSO-d6, contendo tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna e colocadas em tubos de 5 mm de didmetro. Os espectros de RMN'*C foram obtidos
operando a 125 MHz e a 100MHz, em aparelho Bruker Avance-500 e Bruker Avance-400 (IQ
-UFRRYJ), respectivamente, e as amostras foram dissolvidas em CDCl; e DMSO-d6, contendo
TMS como referéncia interna.

As areas dos picos foram obtidas por integra¢do eletronica e sua multiplicidade
descrita com: s-simpleto / sl-simpleto largo / d-dubleto / t-tripleto / g-quarteto / m-multipleto /
dd-duplo dubleto.

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em espectrofotdometro
Bruker 1600 FT (IQ -UFRRYJ), utilizando-se pastilhas de brometo de potéssio (KBr).71

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

valores ndo foram corrigidos.

5.1.  Sintese da 7-hidroxicumarina (39)

(41) (43) O
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Em um erlenmeyer de 200 mL foram adicionados 19,98 mmol de resorcinol (41)
pulverizado, 20,14 mmol de acido malico (43) e 5,45 mL de acido sulfurico (H,SO4). Na
saida do erlenmeyer foi colocado um funil de vidro, a fim de canalizar a saida do gas liberado
na reacao e evitar projecdoes. Em um micro-ondas caseiro, a mistura foi irradiada no centro do
prato, em poténcia 6 durante 10 segundo por 3 pulsos. Logo apds a irradiagdo, foram
adicionados 5 mL de agua quente, e agitou-se a mistura. Em seguida, foi colocado gelo picado
dentro do erlenmeyer. Apds o derretimento do gelo, o precipitado formado foi filtrado a
vacuo. Por fim, o produto foi purificado no equipamento Isolera com fase estacionaria silica e
fase movel mistura de hexano:acetato de etila em gradiente de concentragdo de 40 a 70% do

solvente mais polar.

5 4

6 10\3
g 2

HO78 O (@)

O composto 39 foi obtido como um so6lido branco em 70% de rendimento. Ponto de
fusdo igual a 235°C (literatura: P.F. = 230°C). RMN'H (500 MHz) DMSO-d6/ TMS (5-
ppm): Hy= 6,21 (d, J= 9,4 Hz, 1H); Hs= 6,72 (d, J = 2,2 Hz, 1H); H¢= 6,76 (dd, J; = 8,5 Hz,
J>=2,2 Hz, 1H); Hs= 7,54 (d, J = 8,5 Hz, 1H); Hy= 7,94 (d, J = 9,5 Hz, 1H); Hoy = 10,60 (s,
1H). RMN"“C (125 MHz) DMSO-d6/ TMS (8-ppm): Cs = 102,89; Cjo = 111,75; Co =
111,88; C3=113,50; C5=130,20; C4= 145,02; Co = 156,00; C;=160,92; C, =161,75. L.V.
Max. (KBr) y — em™: 3083,03(Cy,°-H); 3169,82 (C-OH); 2924,89(C,,-H); 1681,83 (C=0).

5.2. O-Alquilaciao da 7-hidroxicumarina (38a-d)

r n acetona Br
HO 0 Yo \M/n\o 0" Yo

60°C, 6-12h
n=1-4

(39) (40a-d) n=1-4 (38a-d)

Em um bécher de 25 mL foram adicionados 1,85 mmol de 7-hidroxicumarina (39) e
3,7 mmol de carbonato de potassio (K,COs) que foram solubilizados em 7 mL de acetona
(CH3COCH3). Em um tubo de reagdo de 25 mL, foram adicionados 2 mL de acetona e 7,4-9,3
mmol de dibromoalcano (40a-d). Sob agitacdo constante, foi adicionada gota a gota a solucao
contendo a cumarina e o carbonato a solugdo do dibromoalcano. Ao fim da adicao, o tubo de
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reacdo foi selado e a mistura foi submetida a aquecimento a 60°C por 6-12h (Tabela 10). Ao
final da reacdo a acetona foi evaporada em rotaevaporador. A purificagdo foi no equipamento
Isolera com fase estacionaria silica e fase moével mistura de hexano:acetato de etila em

gradiente de concentragdo de 40 a 70% do solvente mais polar.

Tabela 10. Quantidade de dibromoalcano (38a-d) utilizado nas reagdes de alquilacdo e

tempos de reagao.

n Dibromoalcano (mmol) Tempo de reagao (h)
2 9,3 12
3 7,4 10
4 7,4 6
5 7,4 6
7-(2-bromoetoxi)-cumarina (38a)
5 4
6 3
" 10 \2
Br 2
N 0T o7 o

O composto 38a foi obtido como um sélido amarelo claro em 46% de rendimento apos
purificacdo. Ponto de fusdo igual a 132°C (informac¢do indisponivel na literatura). RMN 'H
(400 MHz) CDCIl3/ TMS (6-ppm): Hy- = 3,68 (t, J = 6,0 Hz, 2H); H;- = 4,36 (t, J = 6,1 Hz,
2H); H3 = 6,28 (d, J=9,5 Hz, 1H); Hg = 6,82 (d, /= 1,8 Hz, 1H); Hs = 6,88 (dd, J; = 8,4, J> =
2,1 Hz, 1H); Hs = 7,40 (d, J = 8,5 Hz, 1H); Hy = 7,65 (d, J = 9,3 Hz, 1H). RMN “C (100
MHz) CDCly/ TMS (8-ppm): C» = 28,41; Cy» = 68,15; Cg = 101,63; C¢ = 112,83; Cyp =
113,02; C3=113,53; Cs = 128,93; C4 = 143,29; Co = 155,73; C; =161,04; C, = 161,14.

7-(3-bromopropoxi)-cumarina (38b)

5 4
° K
3 1 9 2
Br/\z/\o ™~ o070

O composto 38b foi obtido como um sélido amarelo claro em 57% de rendimento.
Ponto de fusdo igual a 101°C (informag¢do indisponivel na literatura). RMN 'H (500 MHz)
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CDCly/ TMS (8-ppm): Hy =2,37 (g, J = 6,1 Hz, 2H); Hy = 3,62 (t, J = 6,5 Hz, 2H); H; =
4,18 (t, J = 5,8 Hz, 2H); H3 = 6,27 (d, J = 9,5 Hz, 1H); He /Hs= 6,84-6,88 (m, 2H); Hs= 7,39
(d, J=9,5 Hz, 1H); Hs= 7,65 (d, J = 8,5 Hz, 1H). RMN *C (125 MHz) CDCly/ TMS (5-
ppm): Cy = 29,52; Cs- = 31,93; C;- = 65,85; Cg = 101,53; Cg = 112,73; C3 = 113,26; Cjo =
118,56; Cs=128,81; C4= 143,34; Co= 155,83; C;= 161,13; C, = 161,83.

7-(4-bromobutoxi)-cumarina (38c¢)

3' 1
B
Y o oo

O composto 38c¢ foi obtido como um so6lido amarelo claro em 64% de rendimento.
Ponto de fusdo igual a 65°C (informag¢do indisponivel na literatura). RMN 'H (500 MHz)
CDCl;3/ TMS (6-ppm): H3- = 1,97-2,02 (m, 2H); Hy» =2,06-2,12 (m, 2H); Hy: = 3,49-3,51 (m,
2H); H;- = 4,05-4,08 (m, 2H); Hs = 6,25-6,28 (m, 1H); Hg= 6,80 (sl, 1H); Hs = 6,84 (dd, J; =
8,5 Hz, J, = 2,2 Hz, 1H); Hs = 7,37-7,39 (m, 1H); H; = 7,63-7,66 (m, 1H). RMN “C (125
MHz) CDCl3/ TMS (8-ppm): C;3-=27,62; C,»=29,27; C4 = 33,15; C;-=67,49; Cs=101,32;
Cio=112,55; Ce=112,84; C3=113,11; Cs=128,75; C4=143,37; Cy= 155,86; C;= 161,17,
C,=162,04.

7-(5-bromopentoxi)-cumarina (38d)

5' 3 1'
Br™ "0 SN
4' 2' 8

O composto 38d foi obtido como um 6leo laranja claro em 71% de rendimento apds
purificagio. RMN '"H (400 MHz) CDCly/ TMS (8-ppm): Hy- = 1,61-1,69 (m, 2H); Hy =
1,82-1,89 (m, 2H); Hy» = 1,92-1,99 (m, 2H); Hs» = 3,45 (t, J = 6,7 Hz, 2H); H;- = 4,03 (t, J =
6,1 Hz, 2H); H3; = 6,25 (d, /= 9,5 Hz, 1H); Hg = 6,80 (sl, 1H); He = 6,83 (dd, J; = 8,7 Hz, J, =
2,1 Hz, 1H); Hs = 7,37 (d, J = 8,5 Hz, 1H); Hy = 7,64 (d, J = 9,5 Hz, 1H). RMN *C
(100MHz) CDCIl3/ TMS (6-ppm): C;3: = 24,68; Cy4» = 28,12; Cy» = 32,32; Cs» = 33,45; Cy» =
68,16; Cg=101,26; C;p = 112,43; C3 = 112,88; Cc = 112,97; C5 = 128,71, C4, = 143,41; Cy =
155,84; C;=161,21; C, = 162,16.
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5.3. Bromacio da posi¢iao 3 do nucleo cumarinico (36a-d)

N N Br
Br * Br, AcONa/AcOH Br
—_—
\M/n\o ) \M;\o N

T.A., 2h
n=1-4 (38a-d) (37) n=1-4 (36a-d)

Em um tubo de reagdo de 25 mL, foram adicionados 0,96-1,12 mmol dos respectivos
derivados O-alquilcumarinicos (38a-d), 1,24-1,43 mmol de bromo (37), 2,89-3,46 mmol de
acetato de sodio (AcONa) e 8 mL de 4cido acético glacial (AcOH) (Tabela 11). A mistura foi
submetida a agitagdo magnética a temperatura ambiente por 2h. Ao final da reacdo, a mistura
reacional foi adicionada a um bécher de 50 mL contendo gelo picado. Os respectivos produtos
desejados (36a-d) precipitaram e apos o derretimento do gelo, os mesmos foram filtrados a

vacuo.

Tabela 11. Quantidades de reagentes utilizados nas reagdes de bromagao.

Derivado O-alquilcumarinico

n (mmol) Br; (mmol) AcONa (mmol)
2 1,12 1,43 3,46
3 1,06 1,36 3,18
4 1,01 1,30 3,03
5 0,96 1,24 2,89

3-(bromo)-7-(2-bromoetoxi)-cumarina (36a)

6 AN
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O composto 36a foi obtido como um sdélido rosa em 87% de rendimento. Ponto de
fusdo igual a 183°C (informagao indisponivel na literatura). RMN "H (400 MHz) DMSO-d6/
TMS (3-ppm): H»: = 3,84 (t, J = 6,1 Hz, 2H); H = 4,44 (t, J = 6,0 Hz, 2H); He = 7,02 (dd, J
= 8,8, 2,5 Hz, 1H); Hg = 7,08 (d, J = 2,3 Hz, 1H); Hs = 7,63 (d, J = 8,8 Hz, 1H); H4 = 8,55 (s,
1H). RMN "C (100 MHz) DMSO-d6/ TMS (8-ppm): C,- = 31,07; C;- = 68,50; Cg =
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101,34; C19=106,91; C3 =113,36; Cs = 113,39; Cs = 129,11; C4 = 145,28; Co = 154,59; C; =
156,81; C, = 161,24.

3-(bromo)-7-(3-bromopropoxi)-cumarina (36b)

Br
6
3 1 9 2
Br/\z/\07 Z 070
1

O composto 36b foi obtido como um soélido rosa claro em 93% de rendimento. Ponto
de fusdo igual a 120°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN 'H (400 MHz) CDCly/
TMS (6-ppm): Hy- = 2,36 (quint, J = 6,1 Hz, 2H); Hs- = 3,61 (t, J = 6,3 Hz, 2H), H;- = 4,18 (t,
J=5,8 Hz, 2H); Hg = 6,83 (d, J = 2,3 Hz, 1H); Hs = 6,88 (dd, J; = 8,7 Hz, J, = 2,4 Hz, 1H);
Hs = 7,36 (d, J = 8,8 Hz, 1H); H; = 8,02 (s, IH). RMN "*C (100 MHz) CDCly/ TMS (6-
ppm): Cy =29,47; C3 = 31,84; C;» = 65,95; Cs = 101,38; Cyp = 107,85; C3 = 113,19; C¢ =
113,34; Cs = 128,13; C4 = 144,36; Co = 154,95, C; =157,39; C, = 162,01.

3-(bromo)-7-(4-bromobutoxi)-cumarina (36c¢)

6 Br
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B
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O composto 36¢ foi obtido como um s6lido rosa em 87% de rendimento. Ponto de
fusdo igual a 120°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN '"H (400 MHz) CDCl3/
TMS (6-ppm): Hs- = 1,96-2,03 (m, 2H); Hy» = 2,05-2,12 (m, 2H); Hs = 3,50 (t, J = 6,4 Hz,
2H); H;- =4,06 (t, J = 5,9 Hz, 2H); Hs = 6,80 (d, J = 2,3 Hz, 1H); Hs = 6,86 (dd, J; = 8,7 Hz,
J> = 2,4 Hz, 1H); Hs = 7,35 (d, J = 8,8 Hz, 1H); Hy = 8,02 (s, 1H); RMN “*C (100 MHz)
CDCl3/ TMS (8-ppm): Cs- =27,56; Co» = 29,21; C4 = 33,15; C;- = 67,61; Cs = 101,17; Cjp=
107,70; C3 = 113,02; Cs = 113,47; Cs = 128,08; C4 = 144,41; Co = 155,00; C; = 157,45; C, =
162,22.
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3-(bromo)-7-(5-bromopentoxi)-cumarina (36d)

Br
6
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O composto 36d foi obtido como um so6lido rosa em 83% de rendimento. Ponto de
fusdo igual a 123°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN "H (400 MHz) CDCly/
TMS (6-ppm): Hy> = 1,61-1,69 (m, 2H); Ha = 1,83-1,90 (m, 2H); Hy- = 1,92-1,99 (m, 2H);
Hs-=3,45 (t,J= 6,8 Hz, 2H); H;- = 4,03 (t, /= 6,3 Hz, 2H); Hg = 6,80 (d, /= 2,3 Hz, 1H); Hg
= 6,86 (dd, J; = 8,7 Hz, J, = 2,4 Hz, 1H); Hs = 7,35 (d, J = 8,8 Hz, 1H); H4 = 8,02 (s, 1H).
RMN C (100 MHz) CDCly/ TMS (8-ppm): C3- = 24,68; C4 = 28,09; Cy = 32,30; Cs =
33,45; Cy- = 68,32; Cs = 101,15; Cyp = 107,60; C3 = 112,95; Co=113,53; Cs = 128,06; C4 =
144,44; Cy=155,03; C; =157,48; C, = 162,38.

5.4. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-3-(( trimetilsilil)etenil)-cumarinas (45a-d)

Br P
X
Oy o <7
™o o Yo SIS Cul, EtsN

Br
Acetonitrila WO 0 o

(36a-d) (46) 60 °C (45a-d)

J

Em um tubo de reagdo, foram adicionados 3 mmol dos derivados 3-bromo-7-

bromoalcoxi-cumarina (36a-d), 0,12 mmol de Cul, 0,14 mmol de PdCl,(PPh;), ¢ 6 mmol de

trietilamina que foram solubilizados em 30 mL de acetonitrila. Em seguida, o tubo foi selado
e quando a temperatura alcangou os 60 °C, a solucdo teve sua atmosfera trocada por gés inerte
(N>) e entdo se adicionou 4,95 mmol de TMS-A (46). A reacao ficou sob agitagdo por 2 horas.
Ao fim da reagdo, a solugdo foi filtrada em funil sinterizado com Celite e lavado com acetato
de etila. Por fim, o solvente foi evaporado. Os produtos obtidos 45a-d foram purificado em
coluna cromatografica flash, no equipamento Isolela, utilizando como fase estacionaria gel de

silica e fase mével mistura de hexano:acetato de etila 10-30%.
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7-(2-bromoetoxi)-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (45a)

O composto 45a foi obtido como um solido bege em 54% de rendimento. Ponto de
fusdo igual a 157°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN 'H (500 MHz) CDCl; /
TMS (6-ppm): Hj3/14/15= 0,29 (s, 9H); Hy- = 3,69 (t, J = 6,00 Hz, 2H); Hy- = 4,37 (t, J = 6,00
Hz, 2H); Hg= 6,82 (d, J = 1,9 Hz, 1H); H¢= 6,9 (dd, J = 8,7, 2.5 Hz, 1H); Hs= 7,39 (d, J =
8,5, 1H); Hy= 7,87 (s, 1H). RMN *C (125 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C3/1415=0,04; Cy-
=28,52; C;- = 68,49; C; =98,51; C;, =101,30; Cg = 101,76; Cyo = 109,87; C3=113,17; C¢ =
113,64; Cs =129,17; C4 = 146,13; Co = 155,44; C; =159,78; C, = 161,87.

7-(3-bromopropoxi)-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (45b)

3
Br/\Z/\O 7

O composto 45b foi obtido como um sélido marrom claro em 62% de rendimento.
Ponto de fusdo igual a 107°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN 'H (500 MHz)
CDCl;3/ TMS (6-ppm): Hi3/1415= 0,27 (s, 9H); Hy»=2,36 (m, J = 6,0 Hz, 2H); H3-= 3,61 (t, J
=6,1 Hz, 2H); H;-=4,18 (t, J= 5,7 Hz, 2H); Hs= 6,82 (d, /= 1,9 Hz, 1H); Hs= 6,86 (dd, J =
8,6, 2,0 Hz, 1H); Hs= 7,36 (d, J = 8,5, 1H); Hy=7.85 (s, |H). RMN *C (125 MHz) CDCl; /
TMS (6-ppm): Ci3114/15 =0,46; Cy = 29,16; Cs» = 31,63; Cy- = 65,72; Ci; = 98,12; Cyp =
100,56; Cs = 101,15; Cj9 = 109,02; C3 = 112,34; Cs = 113,04; Cs = 128,54; C4 = 145,74; Coy =
155,03; C; =159,36; C, = 162,06.
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7-(4-bromobutoxi)-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (45c¢)

B 3' 1
r\/\/\o 7
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O composto 45¢ foi obtido como um so6lido amarelo claro em 64% de rendimento.
Ponto de fusdo igual a 142°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN 'H (500 MHz)
CDCIl;/ TMS (0-ppm): Hjz/14/15= 0,28 (s, 9H); Hy-= 2,02 — 2,07 (m, 2H); H3-= 2,07 — 2,12
(m, J= 6,5 Hz, 2H); Hy- = 3,51 (t, J = 6,5 Hz, 2H); H,-=4,08 (t, J= 5,7 Hz, 2H); Hg = 6,80
(d, /=2 Hz, 1H); H¢= 6,86 (dd, J; = 8,7, J, =2 Hz, 1H); Hs=7,36 (d, /= 8,5, 1H); Hy= 7,87
(s, IH). RMN *C (125 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Ci3/1415 =0,21; Co = 27,58; C3» =
29,24; C4 = 33,12; Cp» = 67,62; Cy; = 98,39; Ci2, = 100,74; Cs3 = 101,18; Cyp = 109,09; C3 =
112,41; Co=113,45; Cs = 128,76; C4 = 146,08; Co = 155,31; C; = 159,71; C, = 162,55.

7-(2-bromopentoxi)-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (45d)
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O composto 45d foi obtido como um s6lido marrom claro em 71% de rendimento.
Ponto de fusdo igual a 75°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN 'H (500 MHz)
CDCl3/ TMS (6-ppm): Hy3/1415= 0,27 (s, 9H); H3-= 1,63 - 1,68 (m, 2H); Hy-= 1,86 (m, 2H);
Hy = 1,95 (m, 2H); Hs-= 3,45 (t, J = 6,60 Hz, 2H); H;-= 4,03 (t, /= 6,30 Hz, 2H); Hg= 6,78
(d, J=2,2 Hz, 1H); He¢= 6,84 (dd, J; = 8,7, J, = 2,4 Hz, 1H); Hs= 7,34 (d, J= 8,5, 1H); Hy=
7,85 (s, IH). RMN *C (125 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C)3/1415=0,20; C3- = 24,70; C, =
28,12; C4» = 32,33; Cs» = 33,39; Cp> = 68,32; Cy; = 98,45; Cy, = 100,68; Cg = 101,17; Cyp =
109,02; C5 =112,35; C¢ = 113,51; Cs = 128,73; C4 = 146,10; Co = 155,36; C; = 159,74; C, =
162,72.
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5.5. Sintese de 3-(etenil)-(7-bromoalcoxi)-cumarinas (33a-d)

4 | )

si”
g7z > =
N = K,CO; /@(\j{
Br
Br\M/\o o0 X0 MeOH ™Mo 0~ o
n
\ n (45a-d) (33a-d) )

Em um tubo de reagdo foi solubilizado 1 mmol de 7-(bromoalcoxi)-3-
((trimetilsilil)etenil)-cumarina (45a-d) em 15 mL de metanol, e em seguida foram adicionados
1,53 mmol de K2COs. A reagdo foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente por 30
minutos. Apds este periodo, o solvente foi evaporado, em seguida, foram adicionados acetato
de etila e 4gua ao residuo. Separou-se a fase organica, e extraiu-se a fase aquosa com acetato
de etila (3 x 15 mL). Por fim, fase organica combinada foi seca com Na2SO4 e concentrada a

vacuo, para fornecer o composto 33a-d.

5.6. Sintese das azidas (32a-b)

NH, 1) 0°C, HCI N3
©/ NaN02
—_—

(34) 2) NaNs (32a)

Em um tubo de reacdo, preparou-se uma solucdo com 5,4 mmol de arilamina (34), 10
mL de acetato de etila e 1,25 mL de agua. Em seguida resfriou-se a solu¢dao at¢ 0°C e
adicionou-se 3 mL de 4cido cloridrico concentrado. A reagdo seguiu em agitagdo magnética
durante 10 minutos. Em um béquer de 25 mL foram dissolvidos 9,2 mmol de NaNO2 em 2
mL de 4gua que foram adicionados na reagdo por 3 minutos. Apds a completa adi¢do, a
reacdo foi mantida sob agitacao e temperatura igual a 0°C durante 30 minutos. Em seguida,
foi adicionada uma solucdo previamente preparada de 9,2 mmol de NaN3 em 2 mL de agua
por 5 minutos. A reagdo foi mantida sob agitagdo durante 1 hora, deixando a temperatura
aumentar gradativamente, até a temperatura ambiente. A reagdo foi diluida com 4gua (12,5
mL) e extraida com acetato de etila (2x 12,5 mL). Finalmente, a fase organica combinada foi
lavada com solugdo de hidréxido de sodio 0,1 M (12,5 mL) e, posteriormente, com agua. A

fase organica foi seca com Na,SO4 anidro e concentrada sob vacuo, para fornecer a azida 32a.
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Outra metodologia foi empregada para a sintese da benzil azida 32b, na qual em uma
solugdo de 1,75 mmol de brometo de benzila (35) em agua/acetona (1:3), foi adicionado 3,50
mmol de NaNj. A reacdo foi mantida em agitacdo durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Ao fim da reacao, a mistura reacional foi extraida com diclorometano ¢ lavada com
agua. A fase organica foi seca com Na,SO4 anidro e concentrada sob vécuo, para fornecer a

azida 32b.

5.7.  Sintese de 3-(1H-1,2,3-triazol-4-R;)-7-bromoalcoxi-cumarinicos (31a-e)

4 R\

N
= [ N
BrWO o o R{—N3; Ac. ascorblco= Br\(\/)/\o o o
n EtOH/H,O n
n=1-4 (33a-d) (32a-b) n=1-4 (31a-e)

N\ J

Em um tubo de reacdo de 25 mL foram solubilizados 1 mmol de 3-(etenil)-7-

(bromoalcoxi)-cumarina (33a-d) e 1,3 mmol de arilazida (32a-b) em 4gua e etanol (v/v=1:1,
mL). Em seguida foi adicionado uma solu¢do previamente preparada de 0,2 mmol de
ascorbato de soédio dissolvido em 2 mL de agua. Seguido pela adi¢do de outra solugao
previamente preparada de 0,05 mmol de CuSOjg.pentahidratado 7.5 % CuSO4 em 2 mL de
agua. A reagdo foi agitada vigorosamente durante 24 horas, no escuro e em temperatura
ambiente. Ao término da reagdo, o etanol foi removido a vacuo e o residuo foi vertido em
gelo. O solido foi filtrado 4 vacuo e lavado com agua gelada. Os produtos obtidos (31a-e)
foram purificados em coluna cromatografica flash no equipamento Isolera, com fase
estacionaria de silica em gel e utilizando como fase mével mistura de hexano:acetato de etila

em gradiente de concentracao de 40-70% do solvente mais polar.
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3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil)-7-(2-bromoetoxi)-cumarina (31a)

4
Br
\2/\0

O composto 31a foi obtido como um sélido marrom claro em 61% de rendimento.
Ponto de degradacdo igual a 223°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN'H (500
MHz) CDCl; / TMS (6-ppm): Hy: = 3,63 (m, 2H); H;»= 4,32 (m, 2H); Hg = 6,82 (s, 1H); He
=6,89 (d, J= 8,2 Hz, 1H); Hy» = 7,40 (t, 1H); Hy/ H3/ Hs/ He»= 7,48 - 7,53 (m,4H); Hs =
7,77 (d, J =13 Hz, 1H); Hy= 8,71 (s, 1H); H;» = 8,74 (s, 1H). RMN"C (125 MHz) CDCl; /
TMS (6-ppm): C,- = 28,38; C;- = 68,29; Cg = 101,43; C¢= 113,49; Cjo= 114,83; C/Ce» =
120,55; Cj; = 121,37; Cs = 128,87; Cs= 129,70; C3-/Cs» = 129,84; C;; = 130,56; C;» =
136,93; C4=146,51; Cy=158,39; C;=159,78; C,=160,52.

3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil) -7-(2-bromopropoxi)-cumarina (31b)

3 1
B > 0

O composto 31b foi obtido como um s6lido marrom em 63% de rendimento. Ponto de
degradacdo igual a 193°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN'H (500 MHz)
CDCIl; / TMS (0-ppm): H3- = 2,40 (m, 2H); Hy = 3,65 (t, 2H); H;- = 4,32 (t, 2H); Hg = 6,93
(s, 1H); He= 6,95 (d, J = 8,8 Hz, 1H); Hs» = 7,49 (t, 1H); Hs= 7,85 (d, /= 7,6 Hz, 1H); Hy»/
Hs-/ Hs+/ He-= 7,98 (m,4H); H» = 8,80 (s, 1H); Hs = 8,83 (s, 1H). RMN"C (125 MHz)
CDCl3 / TMS (6-ppm): Cy>=29,27; C3=31,69; C;-= 65,69; Cg=100,96; Cio=112,87; Cs=
113,17; C3 = 114,33; Cy»/Co» = 120,21; Cj2 = 121,01; Cs = 128,54; Cy4»= 129,28; C3-/Cs» =
129,52; C;»=136,70; C4=137,77; Co= 156,90; C;=159,58; C,=161,74.
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3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil) -7-(4-bromobutoxi)-cumarina (31c)

Br\/?"\/T\
4 2' o

O composto 31¢ foi obtido como um solido marrom claro em 79% de rendimento.
Ponto de degradacdo igual a 174°C (informagio indisponivel na literatura). RMN'H (500
MHz) CDCl; / TMS (6-ppm): Hs- = 2,04 — 2,08 (m, 2H); Hy» =2,08 — 2,14 (m, 2H); Hy4 =
3,52 (t, J = 6,3 Hz, 2H); H|-=4,1 (t, J 5,7 Hz 2H); Hg = 6,88 (sl, 1H); H¢= 6,92 (d, J = 8,8
Hz, 1H); Hy=7,47 (t, J= 7,3 Hz, 1H); H,/H3-/ Hs»/Hg» = 7,55 — 7,58 (m, 4H); Hs= 7,84 (d,
J=19 Hz, 1H); H,= 8,78 (s, 1H); H, = 8,81 (s, |H). RMN"C (125 MHz) CDCls/ TMS (8-
ppm): Cyr = 27,62; Cs» = 29,27; Co = 33,18; C- = 67,57; C3 = 101,01; Cjo= 112,95; C¢ =
113,50; C3=114,42; C,»/Cq» = 120,45; C12 = 121,21; Cs= 128,78; Cy4» = 129,48; C3-/Cs» =
129,77; C11=136,94; C4=138,07; Cy»=141,63; Co= 155,01; C;=159,86; C,=169,21.

3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil) -7-(2-bromobutoxi)-cumarina (31d)

5 3 1
NN
Br ) > O

O composto 31d foi obtido como um sélido marrom claro em 61% de rendimento.
Ponto de fusdo igual a 175°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN'H (500 MHz)
CDCIl; / TMS (6-ppm): H3-= 1,26 (sl, 2H); Hy = 1,88 (m, 2H); Hy-= 1,97 (m, 2H); Hs-= 3,47
(t, 2H); H;- = 4,07 (t, 2H); Hg = 6,88 (s, 1H); H¢= 6,93 (d, J = 7,6 Hz, 1H); Hy» = 7,47 (m,
1H); Hy/ H3»/ Hs»/ He»= 7, 56 (m,4H); Hs= 7,85 (d, J = 6,9 Hz, 1H); Hy, = 8,78 (s, 1H); Hy
= 8,81 (s, 1H). RMN"C (125 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C3 = 24,99; C,- = 28,42; Cy4 =
32,61; Cs»=33,70; C;-= 68,54; Cs=101,25; Cjp=113,13; Co=113,83; C3=114,61; C,»/C¢»
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= 120,71; Cy, = 121,47; Cs = 129,03; C4= 129,72; C3-/Cs» = 130,02; C; = 137,21; C4 =
138,38; Co=155,30; C;=160,17; C,=162,62.

3-(1H-1,2,3-triazol-4-benzil)-7-(2-bromoetoxi)-cumarina (31e)

Br\z‘/r\o
O composto 31e foi obtido como um 6leo marrom escuro em 57% de rendimento.
RMN'H (500 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): H,: = 3,64 (t, 2H); H;-= 4,33 (t, 2H); H; = 5,52
(s, 2H); Hg = 6,82 (s, J=1,9 Hz, 1H); H¢= 6,90 (d, J; = 8.5, J, = 2,2 Hz, 1H); Hs>» = 7,25 (m,
1H); H3-/ Hy/ Hg/ H»= 7,31 - 7,35 (m,4H); Hs= 7,54 (d, J = 8,8 Hz, 1H); Hy4= 8,26 (s, 1H);
H), = 8,62 (s, IH). RMN"C (125MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C»- = 28.06; C;»= 53,96; C;-
=67,91; Cg=100,96; C1p= 113,06; Cs= 113,14; C3=114,40; Cy, = 123,22; C3-/C7»=127,68;
Cs»=128,45; C4/Ce» = 128,77; Cs = 129,33; Cy; = 134,06; C4 = 137,49; Cy» = 140,90; Cy =
154,40; C;=159,55; C,=160,97.

5.8.  Sintese da 3-(1H-1,2,3-triazol-4-R;)-7-(aminoalcoxi)-cumarinas (29a-k)

[ R1 m

N N
| N Método (a) ou | N
AN N + (\NH Método (b) X/\ AN N’
Br X\) K/N
M/n\o o Yo M/n\o o Yo
n=1-4 n=1-4
(31a-e) (3oa_d) (29a-k)
@ i - Dioxano, 60°C, 18h; (b) i - Dioxano, 60°C. 18h, ii - TFA, DCM, 25°C, 24h. J

Em um tubo de reacdo de 25 mL, foram adicionados 1 mmol dos respectivos
derivados 3-(1H-1,2,3-triazol-4-R,)-7-alcoxi-cumarinicos (31a-e) e solubilizados em 15 mL
de 1,4-dioxano. Em seguida foram adicionados 3 mmol da amina ciclica (30a-d). O tubo foi
entdo selado e a mistura foi submetida a agitagdo magnética e aquecimento a 60°C por 18h.
Ao termino da reacdo, o 1,4 — dioxano foi evaporado em rotaevaporador. Por fim, os

respectivos produtos foram purificados no equipamento Isolera com fase estaciondria silica e
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fase movel mistura de diclorometano:metanol em gradiente de concentracdo de 0-25% do
solvente mais polar.

O produto proveniente da amina ciclica protegida (29j°) foi submetido a condigao (b),
onde, na primeira etapa foi realizada a reagdo de aminacdo (i) como descrito anteriormente,
seguido da etapa de desprote¢do (ii). Em tubo de reacdo de 25 mL foram solubilizados 0,1
mmol de 29j° em 10ml de diclorometano sob banho de gelo, seguida da adicdo de 2 mmol de
acido trifluoroacético. O banho de gelo foi retirado e a reagdo prosseguiu sob agitacdo em
temperatura ambiente por 24h. Ao fim da reagdo, a mistura reacional foi neutralizada com
uma solucdo saturada de bicarbonato de sédio, seguida da sua extracdo com diclorometano
(3x30mL). Por fim, fase organica combinada foi seca com Na2SO4 e concentrada a vacuo,

para fornecer o composto 29j.

3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil) -7-(2-(piperidin-1- il)etoxi)-cumarina (29a)

4
5' 3'
6' N A

. \2/\0

O composto 29a foi obtido como um so6lido amarelo em 53% de rendimento. Ponto de
fusdo igual a 176°C (informacdo indisponivel na literatura). RMN'H (500 MHz) CDCl; /
TMS (6-ppm): Hs-/H; = 2,98 (sl, 6H); Hy = 3,23 (t, 2H); H;> = 4,49 (sl, 2H); Hs = 6,90 (s,
1H); He = 6,95 (d, 1H); Hs» = 7,48 (t, 1H); Hy»/ Hs»/ Hs»/ He»= 7,56 (m,4H); Hs = 7,83 (d,
1H); Hy= 8,75 (s, 1H); H;» = 8,80 (s, |H). RMN"C (125MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Cs-=
22,63; C4/Co = 29,64; C3:/Cy-=54,48; C» = 56,60; C-=70,47; Cg=101,65; Cc= 113,04; Cyo
=113,51; C3=114,87; Cy»/Ce>=120,45; Ci12=121,34; Cs=128,82; C4=129,70; C3-/Cs>=
129,77; C11=136,87; C4=137,88; Cy»=141,48; Co= 154,79; C;=159,70; C,=160,99.
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3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil) -7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-cumarina (29b)

4' 3' 1 i
5'@/\2/\0
6' 8'
>
O composto 29b foi obtido como um sélido ambar em 63% de rendimento. Ponto de
degradacdo igual a 250°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN'H (500 MHz)
CDCl; / TMS (0-ppm): Hy» =2,29 (m, 2H); Hg=2,52 (sl, 2H); Hs-= 2,73 (sl, 2H); H3- = 3,24
(sl, 2H); H;-= 4,19 (sl, 2H); Hg = 6,85 (sl, 1H); H¢=6,9 (d, J = 7,9 Hz, 1H);Hs=7,46 (t, J =
7,3 Hz 1H); H,~/H3-/ Hs»/He» = 7,53 — 7,58 (q, 4H); Hs= 7,82 (d, J = 7,6 Hz, 1H); Hy= 8,74
(s, IH); Hy, = 8,79 (s, IH). RMN"C (125 MHz) CDCls/ TMS (8-ppm): Cs-/C7 = 22,53; C¢
= 23,68; Cp»=29,63; C4/Cg- = 53,64; C3-= 65,66; C;-=70,43; Cg=101,37; C¢=112,93; C1o=
113,36; C, = 114,73; Cy»/Cq» = 120,43; C1, = 121,33; Cs = 128,84; C4» = 129,70; Cs5-/Cs» =
129,76; C1;=136,83; C4= 137,96, C;» = 141,46; Co= 154,79; C;=159,74; C,= 161,43.

3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil) -7-(2-(piperidin-1- il)butoxi)-cumarina (29c)

O composto 29c¢ foi obtido como um so6lido amarelo mostarda em 69% de rendimento.
Ponto de fusdo igual a 190°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN'H (500 MHz)
CDCl; / TMS (6-ppm): He/ Hy/ Hg= 1,87 (sl, 6H); H,-/H3-= 2,05 — 2,13 (m, 4H); Hy- = 2,67
— 2,71 (t, 2H); Hs= 3,05 (sl, 2H); Hs = 3,54 (sl, 2H); H;- = 4,06 (sl, 2H); Hg = 6,83 (sl, 1H);
H¢= 6,89 (d, 1H); Hy» = 7,42 (sl, 1H); Hy/ H3»/ Hs»/ He»= 7,50 — 7,56 (m, 4H); Hs= 7,78 (d,
1H); Hy= 8,69 (s, 1H); H;» = 8,76 (s, |H). RMN"C (125MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C7-=

82



21,78; Co/Cs = 22,47; C3 = 26,14; Cp> = 29,52; Cs:/Co> = 53,13; C4> = 56,80; C>= 67,48; Cg =
101,04; Cio=112,96; Cs=113,32; C3=114,15; C»»/Ce>=120,38; C12=121,31; Cs= 128,84;
Cy»=129,61; C3»/Cs» = 129,70; C;; = 136,70; C4 = 138,25; Co = 154,80; C7 = 159,95; C, =
161,98.

3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil) -7-(2-(piperidin-1- il)pentoxi)-cumarina (29d)

O composto 29d foi obtido como um sélido bege em 76% de rendimento. Ponto de
fusdo igual a 277°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN'H (500 MHz) CDCl; /
TMS (o-ppm): Hs-= 3,29 (sl, 2H); H;-= 4,01 (sl, 2H); Hg = 6,81 (sl, 1H); H¢= 6,86 (d, 1H);
Hye = 7,41 (t, 1H); Hy/ Hy+/ Hs~/ Hg= 7,48 — 7,54 (m,4H); Hs = 7,75 (sl, 1H); Hs= 8,67 (s,
1H); H), = 8,74 (s, IH). RMN"C (125MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C3- = 21,97; C7/Co =
22,67; Cg = 23,45; Cy = 28,44; Cy = 29,74; Co/Cyo- =53,34; Cs = 57,22; C- = 68,13; Cg =
101,18; Ce=113,32; C19=114,17; C3=114,77; C,»/C¢>=120,61; C12=121,51; Cs= 129,08;
Cyq=129,80; C5-/Cs» = 129,92; C;; = 136,92; C4= 138,61; Co = 156,64; C; = 160,70; C, =
162,56.

3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil)-7-(2-(4-metilpiperidin-1-il)etoxi)-cumarina (29e)

8 4' 4
}Gg 6 N
6' N Iy
g O N

O composto 29e foi obtido como um soélido alaranjado em 52% de rendimento. Ponto
de fusdo igual a 149°C (informacdo indisponivel na literatura). RMN'H (500 MHz) CDCl; /
TMS (6-ppm): Hg- = 0,97 (d, 3H); Hs» = 1,27 (s, 1H); Hy/He = 1,31; 1,71 (t, 2H; d, 2H);
Hs/H7 = 2,23; 3,05 (t, 2H; d, 2H); Hy> = 3,66 (sl, 2H); H;-= 4,26 (sl, 2H); Hg = 6,94 (s, 1H);

83



He= 6,99 (d, J = 8,5, 1H); Hy = 7,51 (t, 1H); Hy+/ Hy-/ Hs/ Hge= 7,58 - 7,65 (m,4H); Hs =
7,85 (d, J = 8,1, 1H); Hy = 8,74 (s, 1H); Hy» = 8,84 (s, 1H). RMN"C (125MHz) CDCl; /
TMS (3-ppm): Cs: = 21,77; Cs- = 30,52; C4/Cq = 33,81; C3-/C7- =54,54; Cp = 57,23; C)- =
70,70; Cs = 101,47; C1o= 113,36; Cs= 114,01; C3 = 114,40; C,-/Cq~ = 120,82; C12 = 121,90;
Cs = 129,36; C4= 130,07; C3+/Cs~ =130,14; C;; = 137,09; C4 = 138,94; C;~ = 141,90; Cy =
155,23; C;=160,52; C,= 162,53.

3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil)-7-(2-(4-metilpiperidin-1-il)propoxi)-cumarina (29f)

6
4 3 7"
5' N /\/\O
D
&
g
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O composto 29f foi obtido como um so6lido amarelo em 73% de rendimento. Ponto de
degradacdo igual a 162°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN'H (500 MHz)
CDCIl; / TMS (0-ppm): Hs-= 0,97 (d, 3H); He¢- = 1,27 (s, 1H); Hs/Hy> = 1,32; 1,70 (t, 2H; d,
2H); Hy- = 2,22 (t, 2H); H4/Hg = 2,91; 3,05 (t, 2H; d, 2H); H;3- = 3,66 (t, 2H); H;- = 4,25 (t,
2H); Hg = 6,94 (sl, 1H); Hs= 6,99 (d, J = 8,5, 1H); H4» = 7,50 (t, 1H); H,/ H3»»/ Hs»/ He=
7,58 — 7,65 (m, 4H); Hs = 7,85 (d, J = 8,2, 1H); H4 = 8,75 (s, 1H); Hj» = 8,84 (s, 1H).
RMN"C (125MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Co- = 21,76; C»- = 29,88; C¢ = 30,47; C5:/Cy =
33,78; C4/Cs> =54,51; C3 = 57,19; Cy- = 70,66; Cs=101,44; Cp= 113,30; Cc= 113,94; C3 =
114,37; Cy»/Ce» = 120,77; Cio = 121,84; Cs = 129,29; C4»= 129,99; C5-/Cs>=130,09; Cy; =
137,06; C4=138,71; C;»=141,85; Co=155,21; C;=160,44; C,=162,45.

3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil)-7-(2-(4-metilpiperidin-1-il)butoxi)-cumarina (29g)

10' .9
7 5' 6
3 1
8' N \/\/\O
9 4 2'
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O composto 29g foi obtido como um sdlido bege em 86% de rendimento. Ponto de
fusdo igual a 224°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN'H (500 MHz) CDCl; /
TMS (6-ppm): H,p = 0,96 (d, 3H); H»» = 1,26 (s, 1H); He//Hg- = 1,34; 1,70 (m, 2H; d, 2H);
H,/Hz = 2,11 (d, 4H); Hs:/Ho> = 2,64; 3,05 (sl, 2H; d, 2H); Hs = 3,65 (sl, 2H); H;-= 4,11 (t,
2H); Hs = 6,90 (s, 1H); H¢= 6,94 (d, J = 8,2, 1H); Hy» = 7,49 (t, 1H); Hy/ H3/ Hs/ He=
7,56 — 7,61 (m, 4H); Hs = 7,84 (d, J = 8,2, 1H); Hy = 8,75 (s, 1H); Hj» = 8,82 (s, 1H).
RMN"C (125MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C = 21,65; C¢/Cg = 26,08; C3- = 29,76; C7 =
30,49; Cy- = 33,51; Cs/Cy = 53,92; C4 = 55,48; C;-=70,52; C3=101,18; C1o=113,02; Cs=
113,73; C3 = 114,20; Cy»/Ce» = 120,62; Cy, = 121,51; Cs = 129,08; C4»= 129,75; C3/Cs» =
129,93; C4=136,95; Cy; = 138,59; Cy» = 141,74; Co= 155,09; C;=160,27; C,= 162,59.

3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil)-7-(2-(4-metilpiperidin-1-il)pentoxi)-cumarina (29h)

O composto 29h foi obtido como um so6lido amarelo claro em 64% de rendimento.
Ponto de fusdo igual a 164°C (informagdo indisponivel na literatura). RMN'H (500 MHz)
CDCIl; / TMS (0-ppm): H;;-= 1,04 (d, 3H); Hg-= 1,27 (sl, 1H); H;-=4,14 (sl, 2H); Hs = 6,91
(sl, 1H); He= 6,97 (d, J = 8,5, 1H); Hs» = 7,49 — 7,52 (m, 1H); H»»/ H3»/ Hs/ He»= 7,58 —
7,65 (m,4H); Hs = 7,85 (d, J = 8,5, 1H); Hy = 8,74 (s, 1H); H;, = 8,83 (s, 1H). RMN"C
(125MHz) CDCIl; / TMS (8-ppm): C;>=21,04; C3-=21,20; C7/Co = 26,47; Cg- = 29,09; Cys-
=31,26; C»»=46,74; Cs/C1p=53,33; Cs= 57,26, C;-= 67,88; Cs=101,38; Cjp=113,32; C¢=
113,81; C3 = 114,40; Cy»/Cs» = 120,79; Ci2 = 121,71; Cs = 129,34; C4»= 130,06; C5/Cs» =
130,12; C;;=137,06; C4=138,74; C,»= 141,86, Co= 155,23; C;=160,47; C,=162,56.
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3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil)-7-(2-(4-metilpirerazin-1-il)etoxi)-cumarina (29i)

N |
5'03\/1'\
Y

6

O composto 29i foi obtido como um 6leo marrom claro em 64% de rendimento.
RMN'H (500 MHz) CDCl; / TMS (0-ppm): H7 = 2,21 (s, 3H); Hs/Hs: = 2,29 (t, 4H);
H;/He = 2,34 (t, 4H); H-= 4,14 (sl, 2H); Hg = 6,79 (sl, 1H); Hs= 6,83 (d, J = 8,2, 1H); Hy» =
7,37 (t, 1H); Hy~/ Hy+/ Hs+/ Hgw= 7,43 — 7,50 (m,4H); Hs= 7,79 (d, J = 8,2, 1H); Hs = 8,69 (s,
1H); Hj» = 8,71 (s, 1H). RMN"C (125MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): C7 = 45,45; C4/Cs =
53,65; C3/Ce =54,77; C» = 60,83; C;- = 68,78; Cs=100,89; Cp=112,82; Cc= 113,35; C3=
113,99; C,»/Ce> = 120,20; Cjp = 125,49; Cs = 128,69; C3-/Cs» = 129,54; C4»= 129,64; C4=
138,09; C;»=141,26; Cy=159,74; C;=161,74; C, = 168,20.

3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil)-7-(2-(pirerazin-1-il)etoxi)-cumarina (29j)

HN 3

6

O composto 29j foi obtido como um 6leo marrom escuro em 60% de rendimento.
RMN'H (500 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): H;- = 4,23 (sl, 2H); Hg = 6,87 (s, 1H); He= 6,91
(d,J =19, 1H); Hy» = 7,43 (t, 1H);H,~/ H3-/ Hs/ He»= 7,51 — 7,59 (m, 4H); Hs="7,79 (d, J =
7,5, 1H); Hy= 8,71 (s, 1H); H;» = 8,77 (s, IH). RMN"C (125MHz) CDCl; / TMS (3-ppm):
Cy/Cs = 45,81; Cy» = 55,52; C3:/Ce = 56,42; Cy» = 65,45; Cg = 101,37; Cjp = 113,57; C¢ =
113,65; C3 = 114,30; C,+/C¢» = 120,67; C;; = 121,01; Cy, = 126,28; Cs = 129,28; C5-/Cs» =
129,99; C4=130,37; C4= 138,40; C;-= 141,66; Co=155,01; C;=161,59; C,=162,53.
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3-(1H-1,2,3-triazol-4-fenil) -7-(2-(piperidin-1- il)etoxi)-cumarina (29k)

O composto 29k foi obtido como um 6leo marrom em 40% de rendimento. Ponto de
RMN'H (500 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): Hs- = 1,42 (m, 2H); Hy/Hg = 1,51 (m, 4H);
Hs/Hy> = 2,55 (sl, 4H); Hy-= 2,83 (t, 2H); H;»= 4,16 (t, 2H); Hg = 6,82 (s, J = 1,6, 1H); Hg=
6,87 (d, J; =8,7,J, =2 Hz, 1H); Hs» = 7,26 (m, 1H); Hy»/ H3»/ Hs»/ He»= 7,30 -7,35 (m,4H);
Hs=7,51 (d, J = 8,5, 1H); Hy= 8,25 (s, 1H); Hj, = 8,60 (s, 1H). RMN"*C (125MHz) CDCl;
/ TMS (8-ppm): Cs- = 23,83; C4/C¢ = 24,83; C;»» = 53,92; C3:/C7 =54,41; C» = 56,87; Cy- =
68,50; Cg=100,76; C19=112,68; Cs=113,16; C3=114,12; Ci,=123,14; C3/C7>=127,65;
Cs = 128,41; C4/Ce> = 128,74; Cs=129,19; Cy; = 134,06; C4 = 137,62; Cy» = 140,95; Cy =
154,46; C7=159,64; C,=161,54.

5.9. Teste in vitro da atividade anticolinesterasica dos derivados cumarinicos

A determinacao da atividade anticolinesterasica foi realizada de acordo com o método
adaptado de Ellman (ELLMAN, 1961). Todas as solucdes utilizadas nos ensaios foram
preparadas em tampao tris-HC1 0,02 M (pH = 7,5, ajustado com solucdo 1 M de HCI ou
NaOH) e as solugdes estoque dos compostos foram preparadas em mistura DMSO:EtOH (7:3)
(35 mM). Em uma placa de 96 pogos de fundo plano foram adicionados 150 pL de solucio do
composto inibidor (29a-k; donepezila) em oito diferentes concentragdes diluidas em série, as
quais variaram de entre 50 - 0,001 uM para AChE (fator de dilui¢do = 2) e de 50 - 0,1 uM
para BChE (fator de diluicao = 2). O controle veiculo (DMSO - concentragdo final 0,02% v /
v para AChE e 0,02% v / v para BChE), foi utilizado como referéncia (controle negativo). Em
seguida, foram adicionados 60 pL de acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico (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 presenca
de 1 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA). A absorbancia foi entdo registada utilizando
um leitor de placas iMark (BioRad) equipado com um filtro de luz de = 415 nm e esta medida
foi usada como uma referéncia em branco. Ap6s uma incubacao de 10 minutos a 25°C, 24 uL

de solucdo do substrato iodeto de acetiltiocolina (ACTI) ou iodeto de S-butiriltiocolina
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(BCTI) a 2,75 mM foram adicionados e a absorbancia foi registrada ap6s 5 minutos de
incubagdo a 25°C a A = 415 nm por 3 vezes dentro de 60 segundos. A atividade enzimatica 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-padrdo) e os valores de Clsy foram
calculados com auxilio do programa Graphpad Prism 7.0 utilizando o modelo de regressao

nao linear para a inibicao dose-resposta.

5.10. Estudo do mecanismo de inibicio enzimatica

Para se realizar o estudo cinético foi utilizado o método adaptado de Ellman
(ELLMAN, 1961). O tampao tris-HCI1 0,02 M (pH = 7,5, ajustado com solu¢do 1 M de HCI
ou NaOH) foi usado para realizar o preparo de todas as solugdes utilizadas nos ensaios e as
solugdes estoque dos compostos foram preparadas em DMSO (50 mM). Inicialmente, foram
adicionados 150 pL de solucdo do composto inibidor (29a e 29k) em uma placa de 96 pogos
de fundo plano em duas concentracdes diferentes (Tabela 12), em oito conjuntos de triplicatas
cada. Como controle negativo foram utilizados oito conjuntos de triplicatas tratados com
DMSO (concentragdo final 0,0004% v / v para AChE e 0,012% v / v para BChE). Em
seguida, foram adicionados 60 pL de acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzodico (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 presenca
de 1 mg / mL de albumina sérica bovina (BSA). Um leitor de placas iMark (Bio-Rad)
equipado com um filtro de luz de = 415 nm foi utilizado para registrar a absorbancia e esta
medida foi entdo usada como uma referéncia em branco. Apds 10 minutos de incubacdo a
25°C, 24 pL de solu¢ao do substrato iodeto de acetiltiocolina (ACTI) ou iodeto de S-
butiriltiocolina (BCTI) em oito concentragdes diluidas em série (fator = 1,3) de 2,75 - 0,44
mM (concentragdo final: 0,25 - 0,04 mM) foram adicionados aos respectivos pocos € a
absorbancia registrada apds incubagdo durante 10 minutos a 25°C a A = 415 nm. Os
respectivos graficos de Lineweaver-Burk foram obtidos por plotagem de um gréfico de 1 /
velocidade versus 1 / [substrato] para o controle negativo e duas concentracdes diferentes de
inibidor. A regressdo linear de cada conjunto de dados mostra um comportamento
convergente, de forma que a regido na qual as curvas convergem determina o tipo de inibi¢ao
observada. Os valores de Ki, Ki' (constantes de inibicdo competitiva e ndo-competitiva

respectivamente), Km (constante de Michaelis-Menten) e V/'max (velocidade maxima) foram
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calculados com auxilio do programa Graphpad Prism 7.0 usando modelos de regressdo nao
linear para cinética enzimatica - inibicao e cinética enzimatica - substrato versus velocidade.
Tabela 12. Concentracdes dos inibidores utilizados nos ensaios de estudo do mecanismo de

inibi¢do enzimatica.

Concentracao do inibidor (pM)

Composto 29a 29k
AChE 0,02 e 0,06 0,005 ¢ 0,007
BChE 4,0 e 8,0 2,8¢4,8

5.11. Ensaios de interacido enzimatica in silico

Inicialmente, foi realizada minimizagdo energética dos compostos 29a-k utilizando o
método semi-empirico Parameterization Method 6 (PM6) no programa Spartan Pro, versdo
14.0 para o estudo teodrico.

Para a realiza¢ao do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e
a enzima EeAChE foi utilizado o modelo disponivel no Protein Data Bank (PDB) de cédigo
ICB2 e resolugdo de 4,5 A (BOURNE et al., 1999). O programa utilizado para realizar o
estudo de docking foi o GOLD, versdo 5.6 (CCDC). O conjunto de residuos de aminoéacidos
que foi selecionado como local de ligacdo para a realizacdo dos estudos de docking
corresponde a uma distincia de 15A a partir do residuo de Ser203, ja estabelecidas pela
literatura como sitio ativo.

A fim de validar o estudo, foi realizado o experimento de redocking para diferentes
funcdes de pontuagdo, sendo estas: ChemPLP, Goldscore, ASP e Chemscore. Para isso, foi
realizado um 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). A partir dos valores obtidos de RMSD de cada funcao, foi
escolhida a fun¢ao que melhor se aplica ao estudo, ou seja, com o menor valor.

No programa GOLD as pontuagdes obtidas sdo apresentadas como valores
adimensionais, os quais mensuram a aptidao do ligante em interagir com o centro da proteina,
de modo que, maiores valores de pontuacdo representam as melhores conformagdes e

orientagdes do ligante no biorreceptor.
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7. ANEXOS

Anexo 1: Espectro de RMN 'H do composto (39) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Anexo 2: Espectro de RMN B3C do composto (39) em DMSO-d6 a 125 MHz
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Anexo 3: Espectro de RMN 'H do composto (38a) em CDCl; a 400 MHz
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Anexo 4: Espectro de RMN B3C do composto (38a) em CDCl; a 100 MHz
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Anexo 5: Espectro de RMN 'H do composto (38b) em CDCl; a 400 MHz
Y
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Anexo 6: Espectro de RMN B3C do composto (38b) em CDCl; a 100 MHz
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Anexo 7: Espectro de RMN 'H do composto (38¢) em CDCIl; a 400 MHz
Y
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Anexo 8: Espectro de RMN B3C do composto (38c¢) em CDCl; a 100 MHz
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Anexo 9: Espectro de RMN 'H do composto (38d) em CDCl; a 400 MHz
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Anexo 10: Espectro de RMN B3C do composto (38d) em CDCl; a 100 MHz
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Anexo 11: Espectro de RMN 'H do composto (36a) em DMSO-d6 a 400 MHz
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Anexo 12: Espectro de RMN B3C do composto (36a) em DMSO-d6 a 100 MHz
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Anexo 13: Espectro de RMN 'H do composto (36b) em CDCl; a 400 MHz
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Anexo 14: Espectro de RMN B3C do composto (36b) em CDCl; a 100 MHz
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Anexo 15: Espectro de RMN 'H do composto (36¢) em CDCIl; a 400 MHz

122



Anexo 16: Espectro de RMN B3C do composto (36¢) em CDCIl; a 100 MHz
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Anexo 17: Espectro de RMN 'H do composto (36d) em CDCl; a 400 MHz
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Anexo 18: Espectro de RMN B3C do composto (36d) em CDCl; a 100 MHz
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Anexo 19: Espectro de RMN 'H do composto (45a) em CDCl; a 500 MHz
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Anexo 20: Espectro de RMN B3C do composto (45a) em CDCl; a 125 MHz
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Anexo 21: Espectro de RMN 'H do composto (45b) em CDCl; a 500 MHz
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Anexo 22: Espectro de RMN BC do composto (45b) em CDCl; a 125MHz
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Anexo 23: Espectro de RMN 'H do composto (45¢) em CDCIl; a 500 MHz
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Anexo 24: Espectro de RMN B3C do composto (45¢) em CDCIl; a 125 MHz
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Anexo 25: Espectro de RMN 'H do composto (45d) em CDCl; a 500 MHz
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Anexo 26: Espectro de RMN BC do composto (45d) em CDCl; a 125 MHz
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Anexo 27: Espectro de RMN 'H do composto (31a) em CDCl; a 500 MHz
Y
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Anexo 28: Espectro de RMN B3C do composto (31a) em CDCIl; a 125 MHz
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Anexo 29: Espectro de RMN 'H do composto (31b) em CDCl; a 500 MHz
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Anexo 30: Espectro de RMN BC do composto (31b) em CDCl; a 125 MHz
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Anexo 31: Espectro de RMN 'H do composto (31¢) em CDCIl; a 500 MHz
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Anexo 32: Espectro de RMN B3C do composto (31¢) em CDCIl; a 125 MHz
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Anexo 33: Espectro de RMN 'H do composto (31d) em CDCl; a 500 MHz
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Anexo 34: Espectro de RMN BC do composto (31d) em CDCl; a 125 MHz

141



Anexo 35: Espectro de RMN 'H do composto (31e) em CDCIl; a 500 MHz
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Anexo 36: Espectro de RMN B3C do composto (31e) em CDCIl; a 125 MHz
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Anexo 37: Espectro de RMN 'H do composto (29a) em CDCl; a 500 MHz
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Anexo 38: Espectro de RMN B3C do composto (29a) em CDCl; a 125 MHz
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Anexo 39: Espectro de RMN 'H do composto (29b) em CDCl; a 500 MHz
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Anexo 40: Espectro de RMN B3C do composto (29b) em CDCl; a 125 MHz
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Anexo 41: Espectro de RMN 'H do composto (29¢) em CDCIl; a 500 MHz
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Anexo 42: Espectro de RMN BC do composto (29¢) em CDCIl; a 125 MHz
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Anexo 43: Espectro de RMN 'H do composto (29d) em CDCl; a 500 MHz
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Anexo 44: Espectro de RMN BC do composto (29d) em CDCl; a 125 MHz
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Anexo 45: Espectro de RMN 'H do composto (29¢) em CDCIl; a 500 MHz
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Anexo 46: Espectro de RMN BC do composto (29¢) em CDCIl; a 125 MHz
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Anexo 47: Espectro de RMN 'H do composto (29f) em CDCl; a 500 MHz
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Anexo 48: Espectro de RMN BC do composto (29f) em CDCI; a 125 MHz
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Anexo 49: Espectro de RMN "H do composto (29g) em CDCl; a 500 MHz
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Anexo 50: Espectro de RMN BC do composto (29g) em CDCl; a 125 MHz
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Anexo 51: Espectro de RMN 'H do composto (29h) em CDCl; a 500 MHz
Y
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Anexo 52: Espectro de RMN BC do composto (29h) em CDCl; a 125 MHz
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Anexo 53: Espectro de RMN 'H do composto (29i) em CDCIl; a 500 MHz
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Anexo 54: Espectro de RMN BC do composto (29i) em CDCIl; a 125 MHz
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Anexo 55: Espectro de RMN 'H do composto (29j) em CDCl; a 500 MHz
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Anexo 56: Espectro de RMN BC do composto (29j) em CDCIl; a 125 MHz
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Anexo 57: Espectro de RMN 'H do composto (29i) em CDCIl; a 500 MHz
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Anexo 58: Espectro de RMN BC do composto (29h) em CDCl; a 125 MHz
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