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Resumo

DESENVOLVIMENTO DE UM HIBRIDO MOLECULAR BASEADO NA
ESTRUTURA DA TACRINA CANDIDATO A INIBIDOR DE
ACETILCOLINESTERASE. A Doenga de Alzheimer (DA) ¢ uma doenca
neurodegenerativa, que compromete as fungdes cognitivas. A acetilcolinesterase (AChE),
enzima responsavel pela hidrélise da acetilcolina (ACh), ¢ um importante alvo para o
desenvolvimento de candidatos a firmacos para tratar a DA. A AChE possui dois sitios
ligantes: o catalitico e o periférico, envolvidos com a hidrélise da AChE e com o processo
de formacdo de fibrilas do peptideo [-amildide, respectivamente. Neste trabalho
propusemos a sintese e avaliacdo bioldgica de dois hibridos, ambos contendo por¢do
tetraidroacridina baseado na estrutura da tacrina O hibrido I contém uma subunidade
indanona baseado na donepezila e o hibrido II contém uma por¢do anti-inflamatoria do
ibuprofeno. O hibrido I e o hibrido II comportaram-se como um simples ligante e um
hibrido molecular multipotente, respectivamente. Em ambos os casos foram escolhidos
hibridos contendo duas unidades metilénicas. Um intermediario tetraidroacridinico
contendo um grupo aminoalcool (6), que também se liga ao sitio catalitico da AChE, foi
sintetizado a partir do 4cido antranilico em uma sequéncia de trés etapas. Todas as
tentativas de acoplar este intermediario ao ibuprofeno fracassaram. Face a estes resultados,
voltamos nossa atencdo para as quinolonas, compostos planares que como a tacrina
poderiam interagir com o sitio catalitico da AChE. Assim, nods sintetizamos quatro
derivados da 4-quinolona. A sintese envolveu a cicliza¢do catalisada por TFA do aduto de
Morita-Baylis-Hillman, derivado do 2-nitrobenzaldeido, levando ao correspondente N-
oxido (32). Em seguida, ele foi tratado com hexacarbonilmolibdato para fornecer a 3-
carboetoxi-4-quinolona (38) em 33 % de rendimento global. O 4&cido carboxilico
correspondente e derivados N-etilados também foram preparados. O efeito de trés destes
derivados quinoldnicos sobre a atividade da acetilcolinesterase foi estudado. A N-alquil-3-
carboetoxi-4-quinolona (40) foi o mais ativo dos derivados (ICsyp ~84umol/L). Estudo de

docking molecular corroboraram nossas observagoes.
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Abstract

DEVELOPMENT OF A MOLECULAR HYBRID BASED ON THE STRUCTURE OF
TACRINE AS A POTENTIAL ACETYLCHOLINESTERASE INHIBITOR. Alzheimer’s
disease (AD) is a neurodegenerative pathology, which compromises the cognitive
functions. Acetylcholinesterase (AChE) is the enzyme involved in the hydrolysis of
neurotransmitter acetylcholine (ACh) and has been highlighted as an important target for
the design of drugs to treat AD. AChE has two binding sites: a catalytic site and the
peripheral one, which are involved in the acetylcholine hydrolysis and the formation of
AB4; peptide fibrils, respectively. In this work we proposed the synthesis and biological
evaluation of two hybrids based on the tacrine structure, both containing portion
tetrahydroacridine based on the structure of tacrine. The hybrid I has donepezil moieties
and the hybrid II has anti-inflammatory portion. The hybrid I and hybrid II behave as a
simple ligand and molecular hybrid, respectively. We have found that linkers with two and
three methylene units generate suitable hybrids to bind to the catalytic site of the AChE. A
key tetrahydroacridine bearing an amino alcohol function (6) also binds to the catalytic site
of the AChE. It was synthesized from anthranilic acid in three steps sequence. All attempts
to couple 6 and ibuprofen failed. In view of these results, we turn our attention to other
planar structures which could interact with the catalytic site of the AChE. Thus, we
synthesized four 4-quinolone derivatives. The synthesis involved a TFA mediated
cyclization of the Morita-Baylis-Hillman adduct, derived from 2-nitrobenzaldehyde,
leading to the corresponding N-Oxide (32). Then, it was treated with hexacarbonyl
molibdate to afford 3-carboethoxy-4-quinolone (38) in 33% overall yield. We have also
prepared: the corresponding carboxylic acid and the N-ethyl derivatives. The effect of three
of them on the acetylcholinesterase activity was evaluated. The N-alkyl-3-carboethoxy-4-
quinolone (40) was the most active (ICsy ~84umol/L). Molecular docking studies

corroborated our observations.

Xvii



xviii



Sumario

Lista de Abreviaturas € CONVENGOES .........cceevuuiieeeeeiiieeeeeeirereeeeecireeeeeeeaneenns XXiil
LiSta de FIGUIAS .....vieeiiieeiieciie ettt XXVil
Lista de Tabelas.......ccc.eeeuiiiiiiiiie s XXX111
L. INtrOAUGAO.....eiei i e e e e e eanneeas 1
1.1. ConSIderaglies ZETAIS ... .ecevvreerrieerereerieeeieeereeeeteeenereesereesreesseeeseeenseeenns 3
1.2. Hipotese da cascata B-amiloide.........oeeeevveeeeiiiieciiieeiie e 7
1.2.1. Formagdo do peptideo amiloide (AB42)..cceevvrervveerriieeiiieieeeieeee, 8
1.2.2. Neuroinflamacdo e a DA..........ccoooiiiiiiiie e, 11

1.3. HipOtese COINETZICA......uuiiiiiiieeiiieeeiiieeeree e eree e e eeae e e 13
1.3.1. AnNticOlNESIETASICOS .....eerurieurieiieniieeieeee ettt 16
1.3.2. AcetilcOlNESIETaSE ....cccuveeruvieriieeiieeiieeee e 20
1.3.3. Butirilcolinesterase (BUACOE) ........cccooiiiiiiiiiiiiiccieeeeeee 22

1.4. Estratégias de desenvolvimento de farmacos e AChE............................. 25
2. ODJEHIVOS uuvvieeiiiieeciieeestteeeeteeestteeesteeeesereeeesabeeesssaeaesnsaeeesssseeesseeeassaeens 29
P R € 1) OSSO PTSRSUSR 31

XiX



2.2, ESPECITICOS 1oouuviieiiieeiieeiie ettt e et e e et e e aeeseneeennee s 32

3. MetodOIOZIAS ....cciciiiieiiie ettt e 35
3.1. Selecdo da estrutura da AChE para o Docking molecular.................... 37
3.2. Preparo dos ligantes e Docking molecular............cccccccveevieiniieniennnnnnn. 38
3.3. Metodologias SINEELICAS ....cccuvieeererieeeiiieeeiieeeeieeeeeeree e e e evre e e setaee e 41

3.3.1. Proposta sintética para os hibridos moleculares do tipo I e II....... 41
3.3.2. Estudos visando a sintese do aminoalcool 1.............ccccceevireennnnn. 42
3.3.2. Proposta sintética para as qUINOIONAS..........cceeeveureeerreeeerreeesereenns 43

3.4. Avaliacao in vitro da atividade inibidora da acetilcolinesterase........... 45
3.4.1. Analise qUalItatiVa.........ccccviieeiiiieeciie e 45
3.4.2. Andlise qUANtItAtIVA......ccceevevieeiieeiieeiie e e e e 46

4. Resultados € DISCUSSA0 ......eevueeriieniierieiiieieeieeniie sttt 49

4.1. Estudos de Alinhamento local da sequéncia de proteina (BLASTp) das

enzimas AChE da raia com as enzimas AChE humana...............c.cccoeenn.. 51
4.1.1. Obtencao e Preparo dos Ligantes..........ccceevveeeecieeeeciieeeniiee e, 57
4.1.2. Estudos de docking do hibrido I ..........ccccoevieeiiiiiiiiiniiiieee, 58
4.1.3. Estudos de docking molecular dos hibridos II...............c.cccveennnen. 70

XX



4.1.4. Estudos do docking molecular da quinolona 1 com as

acetilcolinesterases humanas e 7. Californica.............ccceeeueeeecvveencnnnnnn. 82

4.2, SINtESE QUIMICA ...veeeuvieeeieeiieeriieeeieeeieeeteeeteeeteeesaeeeereessbeessseesseesnsaeas 87
4.2.1. Preparo dos hibridos moleculares tipo L e IT..........ccccceeiieennnee. 87
4.2.2. Tentativa de alquilagcdo da dimetoxiindanona...............ccceeeeueeenn. 98
4.2.3. Tentativa de preparo do hibrido tipo IT........ccceeeviviiiiniiiiniien, 99
4.2.4. Sintese de qUINOIONAS..........eeeeviiieiiieeeiee e 105

4.3. Avaliacao in vitro da atividade inibidora da acetilcolinesterase......... 114
4.3.1. Andlise qUAlItatiVa......c.ceeevieririeeiieeiie e e 114
4.3.2. Andlise qUanNtItatiVa.........cccveeeriieeeiiee et 116

S0 CONCIUSAD ...ttt st 119
6. Parte experimental............cccoooiiiiiieiiieiiiecee e 127
0.1, GOTAL ..ot 129
6.2. Preparac@o dos COMPOSLOS ...cuveeerieeriieeriieeniieenieeereeeieeeeeeesereeneaeenenes 131
6.2.1. Espiro 2H-3,1-benzoxazina-2,10-ciclohexan]-4(1H)-ona (9) .....131
6.2.2. 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacriding (7) .......ccceevvveeevvreeecrieeeereeeeen. 133
6.2.3. 9-aminoalcool-1,2,3,4-tetraidroacridina (6)............cccoveeeerreennnen. 134

xxi



6.2.4. Acrilato de metil-2-[(2-nitrofenil)(hidroxi)metil] (31)............... 136

6.2.5. 6xido de 4-hidroxiquinolina-3-carboxilato de metila (32) .......... 138
6.2.6. 4-oxo-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de metila (38)............. 139
6.2.7. 4-oxo0-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de metila (40).............. 140

6.2.8. 6,8-Dimetil-4-oxo0-1,4-dihidroquinolina-3-4cido carboxilico (1) 141

6.2.9. Etila-4-oxo0-1,4-dihidro-quinolona-3-acido carboxilico (32)....... 142

xXxii



AB:

AB42:

Acetil-CoA:

ACh:
AChE:
ChAT:
CCD:
CYPIA2:
o:

DA:
DABCO:
DEPT:
DMAP:
DMSO:
DNTP:
DON:
ESI-MS:
HMBC:
TAChE:

Lista de Abreviaturas e convencoes

peptideo B-amiloide
peptideo B-amildide contendo 42 residuos aminoacidos
acetil coenzima-A

acetilcolina

acetilcolinesterase

colina acetiltransferase

cromatrografia em camada delgada

enzima mediadora de metabolismo de xenobidtico
desvio quimico

doenca de Alzheimer
1,4-diazabiciclo-[2.2.2.]-octano

Distortionless Enhancement by Polarization Transfer
4-Dimetilaminopiridina

dimetilsulfoxido

acido 5,5-ditiobis(2-nitrobenzoico)

donepezila

espectrometria de massas por electronspray
Heteronuclear Multiple Bond Correlation

inibidores da acetilcolinesterase

xxiii



IV:
J:
IBU:

M + H"):

MAO:
MeOH:
MBH:
m/z:
NEQs:
NMDA:
P4501A2
PPA:

RMN “C:

RMN 'H:

SN,,:

sPPAa:

sPPAp:

TMS:

infravermelho

constante de acoplamento

ibuprofeno

ion molecular

monoamina oxidase

metanol

Morita-Baylis-Hillman

razao massa/carga

novas entidades quimicas

N-metil-D-aspartato

proteina codificada em humanos pelo gene CYP1A2
proteina precursora de amiloide

ressonancia Magnética Nuclear de Carbono 13
ressonancia magnética nuclear de proton
Substituicao nucleofilica aromatica

fragmentos soltiveis da PPA provenientes da clivagem pela

o-secretase

fragmentos soltiveis da PPA provenientes da clivagem pela

B-secretase

Tetrametilsilano

XX1V



TFA: acido trifluoroacético
THA: tacrina

Trp: Triptofano

XXV



XXVl



Lista de Figuras

Figura 1. Marcadores histologicos da DA .........cccoveieiiiiecieeeeeeee e, 6

Figura 2. Processamento da PPA por acdo das enzimas o, BACE-1 e y-

secretases pelas vias amiloidogénica e ndo amiloidogénica. ............ccceuveneee. 10

Figura 3. Biossintese e degradagdo da acetilcolina. AChE: acetilcolinesterase;

ChAT: colina aceti]l tranSTeraSse. ..c... e eeeeeeeee e 13

Figura 4. Esquema de biossintese e degradacdo da acetilcolina. (AChE =
Acetilcolinesterase; ChAT = Colina acetiltransferase; @»= Acetilcolina; &=

Receptores Muscarinico; Y = Receptores Nicotinico). ........coveveererrrrrnnnee. 14
Figura 5. Farmacos aprovados pelo FDA para o tratamento de DA. ............. 17

Figura 6. Caminho metabdlico da tacrina mostrado intermediario fendlico 7-

OH-THA e formagao subsequente da metide quinona. ...........cccceevveerveeennennn 18

Figura 7. Comparac¢ado do sitio ativo das enzimas AChE humanas (Codigo do
PDB:3LIT) e BUAChE (Cédigo do PDB: IPO1) em uma area restrita do sitio
ativo de 6,6 A e 10 A, reSpectivamente. ..............coooeeeueeeeeeeeeererenesneene, 24

Figura 8. Hibridos moleculares tendo como base a estrutura da THA ........... 27

Figura 9. (A) Hibrido proposto baseado na estrutura da tacrina e donepezila;

(B) Hibrido proposto baseado na estrutura da tacrina e ibuprofeno................ 32
Figura 10. Quinolona escolhida para estudo de docking...........c.ccccvvvennnenn. 32

XX Vil



Figura 11. A - Interface do software BLAST com entrada das enzimas AChE.
B - Parametros algoritmos utilizados para o BLASTp entre as enzimas AChE

de codigos 1E66.pdb com as enzimas humanas 3LI1.pdb e 1B41.pdb............ 37
Figura 12. Estruturas dos hibridos moleculares I e IT ............c..ccooceevieninie, 38

Figura 13. Parametros utilizados para os dockings dos ligantes com as AChE.

.......................................................................................................................... 40
Figura 14. Estratégia para a sintese dos hibridos [ e II...........cccccovveeiireennennn. 42
Figura 15. Sintese da 9-clorotetraidroacridina 7..........cccceeeeveeeeiieeecieeeeien, 43
Figura 16. Anélise retrossintética para preparagao de quinolonas. ................ 43

Figura 17. Alinhamento local da sequéncia primaria da AChE da raia (query)

de codigos 1E66 com as humanas (sbjct) , 3LII e 1B41, respectivamente.....55
Figura 18. Estrutura do hibrido L...........cccoeiiiiiiiiiii e 58

Figura 19. A - Vista frontal da estrutura da tacrina minimizada; B - Interagao

n-stacking da THA com Trp86 da AChE humana (1B41). ......c.cccvevvvennennne. 62

Figura 20. Interacao n-stacking do hibrido tipo I (n = 1) com Trp86 da AChE
humana (1B41). ....oooieeeeeeee et e 69

Figura 21. Estrutura do hibrido L .........ccccoviiiiiiiiieee, 70

Figura 22. Representacdo tridimensional do hibrido II ancorado na AChE

humana (1B41) mostrando Interacdo m-stacking com Trp86 da independente

XXviil



do nimero de carbonos metilénicos (n = 1 e n =5, respectivamente dois e seis

carbonos Metil€NICOS tOLAIS). ....eeeuririeiiieieiiee e e eciee et e eree e e eve e e eereeeeeaeeeas 80

Figura 23. A — Vista frontal da Interagdo mn-stacking do amino 4lcool acridina
com Trp86 da AChE humana (1B41); B — Distancia da Interagdao m-stacking

do amino alcool acridina com TIP8O. .....cccuveeeviiieeiiiieeiie e 81

Figura 24. Esquerda: estrutura da quinolona 1 selecionada para estudo.
Centro e direita: estrutura minimizada evidenciando a sua conformacao

0] B 0 USRS 82

Figura 25. A - Visdo frontal da Interacdo da quinolona 1 com o sitio Trp84 da

AChE 1E66. B - Visao perpendicular da Interacao da quinolona 1 com o sitio

Trp86 da AC hE humana 1B41........ccocuvveiiiiiiieeeee e 86
Figura 26. Rotas sintéticas para preparo dos hibridos I e II. ..........c.............. 87
Figura 27. Sintese da 9-clorotetraidroacridina 7..........cccceeeeveeeeiieeecieeeeiennns 88
Figura 28. Sintese do espiro aminocetal 9 e 9-clorotetraidroacridina 7. ........ 89

Figura 29. Proposta de mecanismo para da reacdo de formagdao do espiro

AMINOCELIAL O, oot e e e et e e e e e eaeeeeeeaaeeeeeaaeaeseeasaaeeeeeaes 92

Figura 30. Mecanismo de formagao da 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina 7 a

partir do espiro aminoacetal 9. ..........ccecviieeiiiiiiiiie e 94

Figura 31. A: Conversao do amino alcool 6 ao agente alquilante 24; B:

alquilagdo do enolato da indanona 25, levando ao hibrido do tipo I. .............. 98

XX1X



Figura 32. Tentativa de alquilagdo da indanona 25 com dibromoetano.......99

Figura 33. Tentativa de obten¢ao do hibrido I via acoplamento de Steglich,

Figura 34. Possiveis produtos da reagao de substitui¢do nucleofilica aromatica

€ dareagdo de SteEIICh. ....ccccuviiieiiiice e 101
Figura 35. "N,'H - HMBC do aminoalcool 6 em CDCl; (400 MHz). ......... 102
Figura 36. °C-'H - HSQC do aminoalcool 6 em CDCl; (500 MHz)............ 103

Figura 37. Formacgao do aduto 30 entre ibuprofeno e diciclohexilcarbodiimida

(DCC). oo e s e e s s e s e eseeeessee 104

Figura 38. Estratégia de obtencdo da quinolona 1 e derivados N- alquilados

........................................................................................................................ 105
Figura 39. Reacdo de Morita-Baylis-Hillman..............c.cccceveiiiniiniinnnnn.ne, 106
Figura 40. Reagdo para obten¢do do aduto de MBH 31..........ccoeeeeennnnnen. 106

Figura 41. Sequéncia de etapas de preparagdo de sistemas 4-quinolonicos.

Reagentes e condig¢des: * TFA, 20h, 70-75 °C, 84%; bMo(CO)6, EtOH, 92%;

........................................................................................................................ 108
Figura 42. O mecanismo proposto por Kim e colaboradores. ...................... 108
Figura 43. Reagdo para obten¢do da quinolona 38 ..........ccccceeeeiveeeniieeennnen. 110

XXX



Figura 44. Proposta mecanistica para a obtencdo da quinolona 38. ............. 110

Figura 45. Hidrolise da quinolona 1. Reagentes ¢ condi¢des: * H,O: MeOH
(1:4), K,COs, 45 min, 80 °C; "H307, 93%.uveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeseeeeeeeerenne. 111

Figura 46. Derivados quinoldnicos selecionados para sintese e avaliagdo

|0 10) (0 e (o USSP 112

Figura 47. Obtencdo dos derivados N-alquilados. Reagentes ¢ condigdes: *

CH;CH,I, K,COs, DMF, 12h, 53%; * H,0:MeOH (1:4), K,COs3, 1h, 95 °C, 89

Figura 48. Grafico de Inibi¢do da acetilcolinestarase pela quinolona 40
avaliadas pelo ensaio em microplaca pelo método de Elmman. Desvio padrao:

84,97 +/- 1,23 ML i 117

Figura 49. Esquema representativo das etapas sintéticas para obtenc¢dao dos

hibridos I e II, desenvolvidas neste trabalho...........ccceevveeiiiiiiiiiiiiiiiiee, 122

Figura 50. Esquema representativo das etapas sintéticas para a obtencao dos

derivados QUINOIONICOS. ......cceeeiiieriieeiieeiee ettt et 124

XXX1



XXX11



Lista de Tabelas

Tabela 1. Estruturas cristalograficas da enzima AChE humana e

T.CQLIfOFPNICA. «oc.evvaaveeeieeieeeeeeeeeeee ettt ettt e s e e s e e e entaeensaeenes 52

Tabela 2. Energias de interagdo dos hibridos do tipo 1 (kcal/mol): melhores
resultados de moldock score, protein, ligacdo de H e interacdes observadas
nos poses do docking molecular na auséncia de dgua para hibridos do tipo I

(THA-DON) com as AChE humanas (3LII e 1B41) e da raia (1E66). .......... 65

Tabela 3. Energias de interagdo dos hibridos do tipo I (kcal/mol): melhores
resultados de moldock score, protein, ligagdo de H e interagdes observadas
nos poses do docking molecular na auséncia de agua para hibridos do tipo I

(THA-DON) com as AChE humanas (3LII ¢ 1B41) e da raia (1E66). .......... 67

Tabela 4. Energias de interacdo do hibridos do tipo Il (kcal/mol): melhores
resultados de moldock score, protein, ligacdo de H e interacdes observadas
nos poses do docking molecular na auséncia de agua para hibridos do tipo II

(THA-IBU) com as AChE humanas (3LII ¢ 1B41) e da raia (1E66)............. 73

Tabela 5. Energias de interagdo dos hibridos do tipo Il (kcal/mol): melhores
resultados de moldock score, protein, ligagdo de H e interagdes observadas
nos poses do docking molecular na presenca de 4gua com as AChE humanas

(BLII e 1B41) e daraia (1E6GO). ......ccccuvieeiiieeiieeceeeeee e 77

Tabela 6. Energias de interacdo da quinolona 1 (kcal/mol): melhor resultado

de moldock score, protein, ligacdo de H e interacdes observadas do docking

XxXx1ii



molecular na auséncia de dgua com as AChE humanas (3LII, 1B41) e de T.

CAlIfOrnica (TE6GO). ......ccccuiiieiiieeiee ettt e s tae e e e e eeaeeeensaaeeas 84

Tabela 7. Energias de interacdo da quinolona 1 (kcal/mol): resultados de
moldock score, protein, ligacdo de H e interagdes observadas do docking
molecular na presenca de 4gua com as AChE humanas (3LII, 1B41) e de T.
CAlIfOrniCA (TEO0). ....uoiiiiiiiiieeiiecee ettt s et eae e 84

Tabela 8. Condigdes reacionais testadas para obtengao do aminoalcool 6.....96

Tabela 9. Resultado da avaliagdo da atividade anticolinesterasica dos

derivados QUINOIONICOS. ......ccueeeriiieriieeiieeiie ettt s 115

XXX1V



“ Aceitaras a dificuldade, ndo por fardo de afli¢ao que te arrasta as energias,
mas por ensinamento que te habilite a mais ampla aquisi¢ao de experiéncia.”

Chico Xavier

“Pensava que nds seguiamos caminhos ja feitos, mas parece que nao os ha.
O nosso ir faz o caminho.”

C. S. Lewis

XXXV



XXXVi



1. Introducao






1.1. Consideracoes gerais

A doenca de Alzheimer (DA) ¢ um processo neurodegenerativo,
progressivo e irreversivel,' além de ser o principal tipo de deméncia associada
a idade avancada. Esse processo multipatogé€nico compromete as fungdes
cognitivas, como a memoria, a linguagem, o aprendizado e a concentragdo,

bem como diminui a coordenagdo motora e leva o portador a morte.

Ha dois tipos de DA — a precoce ¢ a tardia, o primeiro se desenvolve
em pessoas com idade inferior a 65 anos e representa apenas 5% dos casos. A
segunda, mais comum, se desenvolve depois dos 60 anos. Ambas possuem um
componente genético associada a DA,” embora, as causas da doenga nio sejam

completamente entendida.

O mundo possui, nos dias de hoje, 36 milhdes de habitantes com
alguma forma de deméncia e a estimativa para 2050 ¢ de que existam mais de
115 milhdes em tal situacdo. A DA ¢ a que mais afeta essas pessoas,
representando cerca de 60 a 80% dos casos de deméncia’. Um estudo
realizado nos Estados Unidos pela Associagdo de Alzheimer estima que ha

cerca de 5.4 milhGes de americanos com DA.

' D'Addario C, Di Francesco A, Arosio B, Gussago C, Dell'osso B, Bari M, Galimberti D, Scarpini E,
Altamura AC, Mari D, Maccarrone M., Epigenetic regulation of fatty acid amide hydrolase in Alzheimer
disease. PLoS One. 2012, 7, 1-7.

2 http://www.nia.nih.gov/sites/default/files/alzheimers_disease_genetics_fact_sheet.pdf. Ultimo acesso:
04/03/2013.

3 Alzheimer’s Association, Alzheimer’s Disease Facts and Figures, Alzheimer’s & Dementia, 2012, 7, 2.
http://www.alz.org/downloads/Facts_Figures 2012.pdf . Ultimo acesso: 30/11/2012.
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Devido ao envelhecimento da populacdo, a incidéncia do numero de
pessoas afetadas pela DA e outras formas de deméncia deve aumentar. A
expectativa é de que esses numeros dobrem em 2050.° Esta deve ser uma
tendéncia em paises de populacdo jovem como o Brasil, no qual se estima que

ha 1,2 milhdes de pessoas afetados pela DA.*

Um dos grandes desafios da medicina atual ¢ o diagnostico precoce da
DA. Estima-se que menos de 50% de pessoas sdo diagnosticadas, devido
dificuldade de percep¢ao dos sintomas iniciais. O diagnostico da DA ¢ mais
comumente feito tendo como base um historico médico e familiar, incluindo
antecedentes psiquiatricos e historicos de perdas cognitivas e alteracoes
comportamentais. O médico também realiza testes cognitivos e exames fisico
e neurologico. Adicionalmente, pode ser feito um de ressonancia magnética
por imagem para identificar mudangas no cérebro, como a presenca de um
tumor ou de provas de um acidente vascular cerebral, que poderia causar o

, . .. 3
declinio cognitivo.

A DA afeta as pessoas de diferentes maneiras, mas tendo em comum o
sintoma inicial, conforme ja explanado, a perda de memoria recente, explicada

pela ruptura inicial da fungfo celular cerebral no hipotalamo,’ regido do

* http://www.criasaude.com.br/N3095/doencas/alzheimer/estatisticas-alzheimer.html.  Ultimo  acesso:

06/12/2012.

> Mormino, E. C., Kluth, J. T., Madison, C. M., Rabinovici, G. D., Baker, S. L., Miller, B. L., Koeppe, R. A.,
Mathis, C. A.; M. W. Weiner, M. W.; Jagust, W. J. Episodic memory loss is related to hippocampal-mediated
B-amyloid deposition in elderly subjects, Brain 2009, /32, 1310-1323.
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cérebro envolvida na formagdo de novas memorias. Com a progressao da

doenga outros sintomas tendem a aparecer.

De acordo com a associagio de Alzheimer,” os principais sintomas
cognitivos e comportamentais, considerados sinais de alerta da referida doenca
sdo: perda de memoria, desorientagdo espacial e temporal, incapacidade de
raciocinio logico, dificuldade para entender imagens visuais e relagdes
espaciais, incapacidade de planejar e realizar tarefas cotidianas, alteracdo do
humor e da personalidade, dificuldade na escrita e na fala, incapacidade de
refazer caminhos, dificuldade em completar tarefas, incapacidade de
julgamento, perda de discernimento, depressao, incapacidade de cuidar de si
mesmo, entre outros. Com a progressao da doenca estes sintomas tendem a

agravar-se levando o portador da DA a morte.’

Biomarcadores sdo caracteristicas que tem o objetivo de medir e avaliar
a processo biologico normal, processo patogénico ou resposta farmacoldgica
que podem ser utilizados para uma intervencio terapéutica.” Patologicamente,
a DA ¢ caracterizados pela formacdo de placas amildides extracelulares e
emaranhados intracelulares neurofibrilar no cérebro. Além de perda neuronal,

perda sindptica, atrofia cerebral e inflamacio® caracterizada pela ativacdo de

S 1i L., Ruau D., Chen R., Weber S., Butte A.J., Systematic identification of risk factors for Alzheimer's
disease through shared genetic architecture and electronic medical records, Pac. Sym. Biocomput. 2013, 224-
235.

" Ho, L., Fivecoat, H., Wang, J., Pasinetti, G. M., Alzheimer’s disease biomarker discovery in symptomatic
and asymptomatic patients: Experimental approaches and future clinical applications, Exp. Gerontol., 2010,
45(1), 15-22.

8 Rapoport, S. 1., Nelson, P. T. Biomarkers and evolution in Alzheimer disease, Progr Neurobiol., 2011,
95(4), 510-513.



citocinas, mastocitos e células da micréglia.”'® As placas senis extracelulares e
os emaranhados neurofibrilares, constituem os dois principais marcadores
histologicos e foram observados pela primeira vez por Alois Alzheimer em
1907 nos cérebros de pacientes com DA por meio de analises post mortem. Os
emaranhados neurofibrilares sdo constituidos por fragmentos de proteina tau

hiperfosforilada e comprometem a estrutura do citoesqueleto.

. e
Emaranhados

“neurofibrilares

Figura 1. Marcadores histologicos da DA

° Jin, P., Kim, J.-A., Choi, D.-Y., Lee, Y.-J., Jung, H. S., Hong, J. T., Anti-inflammatory and anti-
amyloidogenic effects of a small molecule, 2,4-bis(p-hydroxyphenyl)-2-butenal in Tg2576 Alzheimer’s
disease mice model, J. Neuroinflamm., 2013, 10(1), 1-13.

"% Lee Y.J., Choi D.Y., Choi LS., Kim K.H., Kim Y.H., Kim H.M., Lee K., Cho W.G., Jung J.K., Han S.B.,
Han J.Y., Nam S.Y., Yun Y.W., Jeong J.H., Oh K.W., Hong J.T., Inhibitory effect of 4-O-methylhonokiol on
lipopolysaccharide-induced neuroinflammation, amyloidogenesis and memory impairment via inhibition of

nuclear factor-kappaB in vitro and in vivo models, J. Neuroinflamm., 2012, 9, 35.
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As placas neuriticas sdo formadas principalmente por formas agregadas
e fibrilares de peptideo derivados do processamento anormal da proteina
precursora do amiloide (PPA). O principal peptideo conhecido como A4,

possue 42 aminodcidos e possui propriedades auto-agregante.

Baseados nas principais caracteristicas da DA, foram desenvolvidas
algumas hipoteses na tentativa de entender e explicar um pouco mais sobre
essa doenca neurologica. Em seguida, vamos discutir um pouco mais sobre

essas hipoteses.

1.2. Hipotese da cascata B-amiloide

A hipétese da cascata do amildide afirma que a deposicao do peptideo
B-amiléide (AP) no cérebro € o passo crucial que inicia uma sequéncia de
eventos que conduzem finalmente a DA. Essa hipotese ¢ baseada em

caracteristicas histopatologica e genética encontrados em pacientes da DA.

Histologicamente, a identificacdo do peptideo AP nas placas senis
extracelulares em andlises post mortem no cérebro de pacientes com
Alzheimer levantou a hipdtese de que este evento pudesse estar relacionado a
DA. Geneticamente, a hipdtese do amildide baseia-se em estudos de pequenas
populacdes de individuos com formas autossémicas dominantes de DA em
que mutacdes nos genes da proteina precursora do amildéide (PPA), mostraram
um aumento da producdo e agregacdo da A4, (peptideo B-amildide contendo

42 residuos aminoacidos).



Segundo essa hipdtese, a neurodegeneracao na DA comeca com esse
processamento anormal da PPA e resultaria na producdo, agregacdo e
deposi¢ao do peptideo AB. Adicionalmente, a hipotese da cascata do amildide
ainda sugere que a sinaptotoxicidade e neurotoxicidade celular estdo de
alguma forma mediada pelas formas solaveis de espécies do peptideo AB. A
natureza dindmica dessas espécies ¢ do mecanismo da toxicidade permanece
desconhecida. Os mecanismos potenciais que podem levar a agregacao do
peptideo P-amildide, em ultima andlise, resultam na perda neuronal e

culminam na deméncia do paciente."'
1.2.1. Formacao do peptideo amiloide (AB4,)

PPA ¢ uma proteina precursora do amildide. Uma glicoproteina
transmembrana contendo 695-770 residuos de aminoacido que possui um
largo cetocitoplasmatico N-terminal que se expressa na superficie celular dos
neurdnios e células da glia,'> cujo processamento ocorre através de enzimas
proteoliticas por duas vias, uma amiloidogénica e outra dita ndo-

amiloidogénica (Figura 2)."

" Karran E., Mercken M., De Strooper B., The amyloid cascade hypothesis for Alzheimer’s disease: an
appraisal for the development of therapeutics, Nat. Rev. Drug. Discov. 2011, 10(9), 698-712.

"2 Mohamed A., Chaves E. P., AP Internalization by Neurons and Glia International Journal of Alzheimer's
Disease, Int. J. Alzheimers Dis., 2011, 1-17.

1 Ray, B., Lahiri, D. K., Neuroinflammation in Alzheimer’s disease: different molecular targets and potential

therapeutic agents including curcumin, Curr. Opin.Pharmacol, 2009, 9, 434—-444.



O processamento ndo amiloidogénico ocorre pela clivagem da PPA,
pela acdo das enzimas a-secretases, liberando ao meio extracelular o
fragmento C83 e uma estrutura soluvel (sAPPa) que adicionalmente ainda
possui caracteristicas de neuroprotegdo.'* O fragmento C83 pode ser
processado por uma y-secretase produzindo o peptideo P3 e um derivado que

nao possuem o dominio do peptideo AP.

Na via amiloidogénica, ocorre clivagem do APP pela enzima BACE-1,
anteriormente denominada de B-secretase, produzindo uma espécie SAPPJ e
um fragmento contendo noventa e nove aminoacidos (C99). C99 ¢ clivado
pela y-secretase produzindo o peptideo amildide de um nimero varidvel de

aminoacidos (AP, 4 and AB1_42).15

14 i) Cochet, M., Donneger, R., Cassier, E., Gaven, F., Lichtenthaler, S. F., Marin, P., Bockaert, J., et al., 5-
HT4 Receptors Constitutively Promote the Non-Amyloidogenic Pathway of APP Cleavage and Interact with
ADAMI10, ACS Chemical Neuroscience, 2012, 4(1), 130-140; ii) Zhang H, Ma Q, Zhang YW, Xu H.
Proteolytic processing of Alzheimer's f-amyloid precursor protein. J Neurochem, 2012, 1, 9-21

15 Ray, B., Lahiri, D. K., Neuroinflammation in Alzheimer’s disease: different molecular targets and potential

therapeutic agents including curcumin, Curr. Opin.Pharmacol., 2009, 9, 434-444.



Via ndo amiloidogénica Célula Via amiloidogénica

0 . BACE-1
o- secretase \ 0
3
HoN{ }COOH = +NH,
APP l APP
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@ =
HoN1 ] “iQ }COOH HOOC—m | FNH,
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P3 AB1-40
Ap1-42

Figura 2. Processamento da PPA por a¢do das enzimas a, BACE-1 e y-secretases pelas vias

amiloidogénica e ndo amiloidogénica."?

Os peptideos amildide liberados pela clivagem proteoliticas na via ndo
amiloidogénica ocorrem em duas formas diferentes, APsy € AP4, as quais
varlam no comprimento do C-terminal (40 e 42 aminoacidos,
respectivamente). O APy, € o principal componente das placas senis e possui
as seguintes caracteristicas: hidrofobico, toxico e possui propriedades
agregantes.'®'” As fibrilas de AP, se agregam para formar as placas amiloides

em um processo denominado fibrilogénese.

'® Shankar G.M., Amyloid-B protein dimers isolated directly from Alzheimer's brains impair synaptic

plasticity and memory, Nat. Med., 2008, 14, 837-842.
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A deposicao fibrilar de AP ¢ uma das causas da DA. Existem varias
formas oligoméricas de AP que podem agir patogénicamente se ligando as
sinapses e causam toxicidade neuronal de processamento ainda nao

esclarecido e que esta associada com a perda de sinapses excitatorias.'®
1.2.2. Neuroinflamacao e a DA

A neuroinflamagdo caracterizada principalmente pela ativacdo das
c€lulas da microglia parece estd envolvida com o elevado risco no
desenvolvimento de DA, lesdo cerebral traumatica, as infe¢des sistémicas, o
envelhecimento normal e diversos disturbios neurologicos.

O processo inflamatdério na DA ndo ¢ completamente entendido, porém
ha varias evidéncias de que as células da glia estdo envolvidas em todos os
tipos de processos neurodegenerativos. Os astrocitos e a microglia sdo os
principais tipos de células da glia encontrados no SNC. '**” Na fase inicial, a
microglia esta envolvida em processos de neuroprotecao neuronal, entretanto,

posteriormente tem-se uma resposta neuroinflamac¢do como consequéncia da

'7 Koffie R.M., Meyer-Luehmann M., Hashimoto T., Adams K.W., M. L.Mielke, Garcia-Alloza M. et al.
Oligomeric amyloid B associates with postsynaptic densities and correlates with excitatory synapse loss near
senile plaques., PNAS, 2009, 106 (10) ,4012-4017.

' Tang BL., Neuronal protein trafficking associated with Alzheimer disease: from APP and BACEI to
glutamate receptors., Cell Adh. Migr., 2009, 3, 118—-128.

' Finnie J.W., Blumbergs P.C., Williamson M.M., Alzheimer type II astrocytes inthe brains of pigs with salt
poisoning (water deprivation/intoxication), Aust.Vet. J., 2010, 88, 405—407.

» Lin G.H., Lee Y.J., Choi D.Y., Han S.B., Jung J.K., Hwang B.Y., Moon D.C., Kim Y., Lee MK, H.S.,
Leem J.Y., Shin HK., Lee J.H., Hong J.T., Anti-amyloidogenic effect of thiacremonone through anti-

inflamation in vitro and in vivo models, J.Alzheimers Dis., 2012, 29, 659-676.
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sua ativagdo extensa e continua.”’ Ha indicios de que as fibrilas do peptideo
A4, podem ativar a microglia, resultando na producao de mediadores toxicos
e inflamatorios como o perdxido de hidrogénio, o 6xido nitrico e as citocinas.
As células da microglia também estdo intimamente associadas com quase toda

a deposicdo do peptideo AP encontradas em placas senis do AD.*

O estresse neuronal estd associado ao risco de desenvolvimento da DA
por desencadear a expressao da PPA pelos neurdnios, resultando no aumento
da liberagdao de um fragmento amildide solivel do PPA (sAPP) para o meio
extracelular.” Este fragmento, por sua vez, aumenta a expressio de APP
neuronal e induz a expressao de interleucina-23 e interleucina-12, duas outras
citocinas pro-inflamatorias que estdo relacionadas com o aumento da

densidade das placas AP e declinio cognitivo em um modelo do rato da DA.**

2! Kakimura J., Kitamura Y., Takata K., Umeki M., Suzuki S., Shibagaki K., Taniguchi T., Nomura Y.,
Gebicke-Haerter P.J., Smith M.A., Perry G., Shimohama S., Microglial activation and amyloid-beta clearance
induced by exogenous heat-shock proteins, FASEB J., 2002, 16, 601-603.

2 Jekabsone A., Mander P.K., Tickler A., Sharpe M., Brown G.C., Fibrillar beta-amyloid peptide Abetal-40
activates microglial proliferation via stimulating TNF-alpha release and H202 derived from NADPH oxidase:
a cell culture study., J. Neuroinflamm., 2006, 3, 2.

2 Griffin, W. S. T., Neuroinflammatory Cytokine Signaling and Alzheimer ’s disease, New Engl. J. Med.,
2013, 368(8), 770-771.

** Griffin, W. S. T., Neuroinflammatory Cytokine Signaling and Alzheimer’s Disease, N. Engl. J. Med., 2013,
368(8), 770-771.
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1.3. Hipotese colinérgica

A hipétese colinérgica tem como foco o seu neurotransmissor,
acetilcolina (ACh), que atua no sistema nervoso central € no sistema nervoso
periférico.”> A ACh esta relacionada as fungdes cognitivas e ao controle
motor,” sendo o sistema neurotransmissor colinérgico o responsavel por sua
biossintese e degradacao (Figura 3). Tal sistema ¢ constituido principalmente
por receptores muscarinicos e nicotinicos, pelas enzimas colinesterase e a
colina acetiltransferase (ChAT) responsaveis pela hidrélise e pela biossintese

da ACh, respectivamente.

O ~_0 AChE ~®_~__OH )?\

/'l\l 71/ h - 'Tl ¥ o
O ChAT

acetilcolina colina acetato

Figura 3. Biossintese e degradagdo da acetilcolina. AChE: acetilcolinesterase; ChAT:

colina acetil transferase.

3 Patrick, GL., An Introduction to Medicinal Chemistry, 4th, Oxford, 2008, 226.
26 Klinkenberg, 1., Sambeth, A., Blokland ,A., Acetylcholine and attention, Behav. Brain Res, 2011, 221, 430-
442,
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Figura 4. Esquema de biossintese e degradacdo da acetilcolina. (AChE =

Acetilcolinesterase; ChAT = Colina acetiltransferase; €9 = Acetilcolina; & = Receptores

Muscarinico; / = Receptores Nicotinico).

No neurdénio pré-sindptico, a enzima colina acetiltransferase (ChAT)
sintetiza o neurotransmissor ACh, a partir de uma molécula de colina e acetil-
CoA (Figura 4). Uma vez liberada na sinapse, o neurotransmissor liga-se ao
receptor nicotinico € ao receptor muscarinico iniciando uma cascata de
neurotransmissao. A atividade da ACh ¢ terminada por uma reacdo de

hidrélise, catalisada pelas enzimas acetilcolinesterase (AChE) formando

14



acetato e colina. Esta tlltima pode ser recapturada e reutilizada para biossintese

de ACh no neurdnio pré-sinaptico.

Constatou-se que a concentracdo de ACh em pacientes com DA ¢

drasticamente menor do que em individuos ndo-Alzheimer.””**

Isto pode ser
explicado pela deficiéncia em atividade da enzima acetiltransferase (ChAT),
somada a deficiéncia na recaptagio do substrato colina, entre outros fatores.”
resultando no comprometimento das funcdes cogntivas.”® O desequilibrio
dindmico entre o neurotransmissor colinérgico e a degradacdo enzimatica da
ACh constituem a base da hipétese colinérgica.’’ Tanto a acetilcolinesterase
(AChE) quanto a butirilcolinesterase (BuAChE), desempenham um papel vital

na patologia da DA.

*" Dong Z., Fu A.L., Prevention of age-related memory deficit in transgenic mice by human choline
acetyltransferase, Eur. J. Pharmacol., 2012, 683, 174-178.

* Fu, A.L., Huang, S.J., Sun, M.J., Complementary remedy of aged-related learning and memory deficits via
exogenous choline acetyltransferase, Biochem. Biophys. Res. Commun., 2005, 336, 268-273.

¥ pakaski, M., Kalman, J., Interactions between the amyloid and cholinergic mechanisms in Alzheimer’s
disease. Neurochem. Int., 2008, 53, 103—111.

30 Mustafa, 1. H., Elkamel, A., Chen, P., Ibrahim, G., Elnashaie, S. S. E. H., Effect of cholineacetyltransferase
activity and choline recycle ratio on diffusion-reaction modeling, bifurcation and chaotic behavior of
acetylcholine neurocycle and their relation to Alzheimer’s and Parkinson's diseases, Chem. Eng. Sci., 2012,
68, 19-35.

31 Keowkase, R., Aboukhatwa, M.,Luo, Y., Fluoxetine protects against amyloid-beta toxicity, in part via daf-

16 mediated cell signaling pathway, in Caenorhabditis elegans. Neuropharmacology 2010, 59, 358-365.
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1.3.1. Anticolinesterasicos

Como ndo ha cura para a DA, o tratamento medicamentoso utilizado
tem por fim melhorar a qualidade de vida do paciente Alzheimer, através do
retardo da faléncia de células cerebrais e gerenciamento dos sintomas
cognitivos e comportamentais. Até hoje, apenas cinco farmacos foram
aprovados pelo U.S. Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento
da DA.”® Dentre estes medicamentos quatro sdo inibidores de
acetilcolinesterase: a tacrina (Cognex®), donepezila (Aricept®), rivastigmina
(Exelon®), galantamina (Razadyne®) e a Memantina (Namenda®). O quinto
farmaco aprovado foi a memantina, um antagonista de glutamato no receptor
NMDA (N-metil-D-aspartato). As estruturas destes farmacos estdo

representadas na Figura 5.

*http://www.accessdata.fda.gov/scripts/cder/drugsatfda/index.cfm?fuseaction=Search.SearchResults Browse

&Druglnitial=A. Acessado em 16/04/2013.

16



(0]
NH,
o] N\/@ ~ |
/ ~
N
—0

Donepezila Tacrina

H
N
( SN
N @]
g
@) \©)\ HO 0 o
Rivastigmine NH; H
Galantamina

Memantina

Figura 5. Farmacos aprovados pelo FDA para o tratamento de DA.

A tacrina, primeiro firmaco aprovado pela FDA apesar de potente foi
retirada do mercado devido sua alta hepatotoxicidade derivada, principalmente
da sua extensa metabolizacdo pelo citocromo P4501A2 (CYPIA2) em uma
variedade de metabolitos hidroxilados.”® Dentre os metabélitos formados em

humanos nos destacamos o composto 7-OH-THA que parece ser intermediario

33 i) Pool, W. F., Reily, M. D., Bjorge, S. M.; Woolf, T. F. Metabolic disposition of the cognition activator
tacrine in rats , dogs , Species Comparisons, Xenobiotica, 1997, 25, 11-13; ii) ) Woolf T.F.,, Pool W.F.,
Bjorge S.M., Chang T., Goel O.P., Purchase C.F.,, Schroeder M.C., Kunze K.L., Trager W.F ., Bioactivation
and irreversible binding of the cognition activator tacrine usinghuman and rat liver microsomal preparations:
species difference.Drug. Metab. Dispos., 1993, 21(5), 874 — 882; iii) Green, V.J.,, Pirmohamed, M.,
Kitteringham, N. R., Knapp, M. J., Park, B.K., Glutathione S-transferase mu genotype (GSTM1*0) in

Alzheimer’s patients with tacrine transaminitis, Br J Clin Pharmacol., 1995, 39(4), 411-415.
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de uma metide quinona , composto que parece ser responsavel pela elevada

toxicidade da THA (Figura 6).>

o2 L2 1o i 0
7@6%2 CYPIA2 Hom CYPIA2 © AN
i 5/ N 4 3 N7 SN

THA 7-OH-THA Metide Quinona

Figura 6. Caminho metabdlico da tacrina mostrado intermediario fendlico 7-OH-THA e

formagao subsequente da metide quinona.

Atualmente, os dois medicamentos mais utilizados para a DA o
donepezila (DON) * ¢ a galantamina. O DON ¢ um inibidor da colinesterase
reversivel e ndo competitiva da acetilcolinesterase que mostrou aumentar a
func¢ao cognitiva de pacientes com DA do tipo leve a moderada e tem uma boa
tolerabilidade, sem causar hepatoxicidade. Devido as suas caracteristicas de
maior agao seletiva, boa tolerabilidade e facilidade de administracao, além da
eficacia terapéutica, o donepezila ¢ considerado um tratamento de primeira

linha para a doenca de Alzheimer.

A memantina, conforme mencionado, ¢ um antagonista ndo competitivo
de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA). Um receptor para o glutamato,

principal neurotransmissor excitatorio cerebral que tem sua concentracdo

34 Spaldin, V., Madden, S., Pool, W. F., Woolf, T. F., Park, B. K., The effect of enzyme inhibition on the
metabolism and activation of tacrine by human liver microsomes, Br. J. Clin. Pharmacol., 1994, 38, 15-22.
3> Schneider, L. S., Discontinuing Donepezil or Starting Memantine for Alzheimer’s Disease, New Engl. J.

Med, 2012, 366 (10), 957-959.
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aumentada em pacientes da DA. Quando este neurotransmissor esta em
excesso no cérebro, ha ativagdo extensiva destes receptores que promovem um

grande influxo de célcio para o neurdnio.

Como consequéncia, ha um aumento na geracdo de espécies reativas de
oxigénio que levam a morte celular. Uma vez que a memantina funciona como
um antagonista ndo competitivo no NMDA, ela consegue reduzir a
excitotoxicidade do glutamato, promovendo uma prote¢ao para os neuronios.
Assim, a memantina age impedindo que o excesso de glutamato ativa estes

receptores.

Existem outras abordagens terapéuticas para o tratamento
farmacologico da DA que tém sua eficicia demonstrada por métodos
cientificos e, desse modo sdo prescritos aos pacientes Alzheimers pela
medicina atual. Eles sdo os anti-inflamatorios, *° os estrogenos, 7 0s

. . 38
antioxidantes,” entre outros.

% Jin, P., Kim, J.A., Choi, D.-Y., Lee, Y.-J., Jung, H. S.Hong, J. T., Anti-inflammatory and anti-
amyloidogenic effects of a small molecule, 2,4-bis(p-hydroxyphenyl)-2-butenal in Tg2576 Alzheimer’s
disease mice model, J. Neuroinflamm., 2013, 10, 1-13.

37 Cindy K., Barha, Lisa A.M., The hormone therapy, Premarin, impairs hippocampus-dependent spatial
learning and memory and reduces activation of new granule neurons in response to memory in female rats,
Neurobiol. Aging, 2013, 34, 986-1004.

38 Pandi-Perumal, S., Bahammam, A., Brown, G., Spence, D. W., Bharti, V., Kaur, C., Hardeland, R., et al.,
Melatonin Antioxidative Defense: Therapeutical Implications for Aging and Neurodegenerative Processes.

Neurotox. Res., 2013, 23(3), 267-300.
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1.3.2. Acetilcolinesterase

AChE ¢ uma glicoproteina,” classificada como serina hidrolase, e a sua
triade catalitica é constituida por residuos de serina, histidina e glutamato.*’ O
sitio ativo da AChE ¢é localizado no fundo de um vale, ou garganta, de 20 A de
profundidade. A entrada desse vale se assemelha a um gargalo, onde ha
residuos aromadticos alinhados. Residuos Trp84 e Phe290 (nimeros dos
residuos na enzima 7. californica) sdo importantes para estabilizar o complexo

enzima-substrato.*!

A enzima também possui um local de a¢do biologico conhecido como
sitio anionico periférico (SAP). Localiza-se proximo a entrada do vale
profundo do sitio ativo citado anteriormente e composto pelos seguintes
residuos: Tyr 70, Asp 72, Tyr 121, Tyr279 e Trp 334. Tais residuos sdo
responsaveis por certo numeros de “loops” de superficie que, por sua vez,
conferem um elevado grau de flexibilidade conformacional na regidao. O SAP

esta envolvido na modulacao alostérica da catalise no sitio ativo e também

** Massoulié I., Bon S., The C-terminal T peptide of cholinesterases: structure, interactions, and influence on
protein folding and secretion., J. Mol. Neurosci,. 2006, 30 , 233-236.

* Lin M.-C., Lin G.-Z., Shen Y.-F., Jian S.-Y., Hsieh D.-K., Lin J., Lin G., Synthesis and Evaluation of a
New Series of Tri-, Di-, and Mono-N-alkylcarbamylphloroglucinols as Bulky Inhibitors of
Acetylcholinesterase, Chem. Res. Toxicol., 2012 25 (7), 1462-1471.

*' Shen, T., Tai, K., Henchman, R.H., McCammon, J.A., Molecular dynamics of acetylcholinesterase,

Acc.Chem.Res., 2002, 35, 332-340.
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esta associado a um nimero de fungdes nao classicas, em particular, a adesao

de células e & deposicio de amildide.*

Numerosos estudos indicam que o SAP, especialmente o residuo

43,44 .
A enzima

Trp279, tem papel crucial na agregacdo de fibrilas B-amiloide.
AChE ¢ encontrada predominantemente no SNC, mas também ¢ encontrada
na superficie de eritrocitos e tecido muscular. A enzima € capaz de funcionar
com monomero, no entanto normalmente ¢ encontrada como dimero ou

tetramero.*

Existe uma hipdtese de que a AChE participa do processo de agregacao
das fibrilas do peptideo P-amildide, através do sitio periférico, funcionando

como uma chaperona molecular. Assim, o bloqueio desse sitio tem sido uma

2 Johnson G., Moore, S.W., Curr Pharm Des., The peripheral anionic site of acetylcholinesterase: structure,
functions and potential role in rational drug design., 2006, 12, (2), 217-225.

* Dikersont, T.J.; Beuscher IV, A.E.; Rogers, C.J.; Hixon, M.S.; Yamamoto, N.; Xu, Y.; Olson, A.J.; Janda,
K.D., Discovery of acetylcholinesterase peripheral anionic site ligands through computational refinement of a
directed library, Biochemistry, 2005, 44, 14845-14843.

4 Inestrosa, N.C., Dinamarca M.C., Alvarez A., Amyloid-cholinesterase interactions. Implications for
Alzheimer's disease. FEBS. J., 2008, 275, 625-632.

4 Belluti, F., Rampa, A., Piazzi L., Bisi A., Gobb, S., Bartoline, M., Andrisano V.Cavalli A., Recanatini,
M.;Valentini P., Cholinesterase inhibitors: xanthostigmine derivatives blocking the acetylcholinesterase-

induced beta-amyloid aggregation, J Med. Chem., 2005, 48, 4444-4456.
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estratégia na tentativa de diminuir a formacdo de fibrilas do peptideo [3-

amiloide.*
1.3.3. Butirilcolinesterase (BuAChE)

Conhecida como pseudocolinesterase, a BuAChE pode hidrolisar
¢steres de colinas, embora seu substrato natural seja a butirilcolina. Assim
como a AChE, o BuAChE ¢ uma serina hidrolase, cuja triade catalitica ¢
composta por histidina, serina e glutamato, com mecanismo de hidrolise igual
ao da AChE, embora haja varia¢des na cinética, dependendo da concentragao

de ACh.*

BuAChE ¢ amplamente distribuida no organismo, comparada com
AChE, podendo ser encontrada no plasma, figado e SNC.A arquitetura da
BuAChE tem aspectos comuns a AChE, entretanto € unico em algumas
regides. O sitio ativo é localizado ao fundo do vale de profundidade de 20A.
No entanto, a entrada do vale possui menos residuos aromaticos do que na

entrada do vale que compde o sitio ativo da AChE.*’

* Yoo B.C., Kim, S. H., Cairns, N., Fountoulaks, M., Lubec, C., Deranged expression of molecular
chaperones in brains of patients with Alzheimer's disease, Biochem. Biophys. Res. Commun., 2001, 280, 249-
258.

" Davesh,S., Hopkins, D.A., Geula C., Neurobiology of butyrylcholinesterase, Nat. Rev. Neurosc., 2003, 4,
131-138.
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Em substitui¢do aos residuos aromaticos Phe 288 e 290, ha residuos de
Leu286 ¢ Val288.* Como ha menos residuos aromaticos na entrada e mesmo
dentro do sitio ativo, o volume da capacidade da BUAChE ¢ aproximadamente
200A° maior que da AChE.*” A BuAChE parece estar relacionada & formagao
de agregados neurotoxicos no cérebro, por mecanismo indeterminado.”’ Na
Figura 7, os sitios ativos de AChE e BuChE, feita no programa Molegro

Virtual Docking, a partir das estruturas depositadas no Protein Data Bank.

* Grei, N.H., Utsuki T., Ingram, D.K., Wang, y., Pepeu g., Scali C., Yu, Q., Mamczarz, J., Holloway H.W.,
Giordano, T., Chen, D., Furukawa, K., Sambarmurti, K., Brossi, A.Lahiri, D.K., Selective
butyrylcholinesterase inhibition elevates brain acetylcholine, augments learning and lowers Alzheimer beta-
amyloid peptide in rodent, Proc. Natl .Acad .Sci. USA, 2005, 102, 17213- 17218

9 Saxena, A., Redman A.M.G., Jiang, X., Lockridge O., Differences in active-site gorge dimensions of
cholinesterases revealed by binding of inhibitors to human butyrylcholinesterase, Chem .Bio. Interact., 1999,

61-69.
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Figura 7. Comparag¢do do sitio ativo das enzimas AChE humanas (Codigo do PDB:3LII) e
BuAChE (Cédigo do PDB: IPO1) em uma 4area restrita do sitio ativo de 6,6 A e 10 A,

respectivamente.
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1.4. Estratégias de desenvolvimento de farmacos e AChE

Além dos inibidores de AChE ja citados e os que estdo disponiveis no
mercado farmacéutico, existem outras abordagens utilizando a AChE como
alvo. Uma estratégia racional de Quimica Medicinal importante e que se

50,51 .
" que consiste no

insere no contexto desse trabalho ¢ a hibridacao molecular
desenho de novos farmacos, baseado no reconhecimento do grupo
farmacéforo derivado de dois ou mais compostos bioativo, através da

adequada fusdo levando a uma estrutura com caracteristicas pré-selecionadas.

Os compostos hibridos moleculares podem interagir ndo apenas com
sitios importantes da enzima AChE, como também podem exercer outras
atividades biologicas, tais como antioxidante, anti-inflamatorio, antagonista de
Ca™", atividade inibidora da monoamina oxidase (MAO), agente complexante

de metais, entre outros.

30 Viegas-Jr., C. DanuelLo, A. Bolzani, V.S. Barreiro, E. J., Fraga, C.A.M., Molecular Hybridization: A
Useful Tool in the Design of New Drug Prototypes, Curr. Med. Chem., 2007, 14, 1848-1852.

31 i) Aquino R.A., Modolo L.V., Alves R.B., Fatima A., Design of new drugs for the treatment of Alzheimer's
disease based on tacrine structure, Curr. Drug Targets, 2013 , 14 (3), 378-397; ii) Murineddu, G., Asproni,
B.;,Rui, S., Deligia, F., Falzoi, M., Pau, A., Thomas, B. F., Zhang, Y., Pinna, G. A., Pani, L., Lazzari, P.,
Using Molecular Hybridization Based on Scaffold Hopping, 2012, /, 1-14; iii) Landfield, P.W., Gant, J.C.,
Blalock, E. M., Chen, K.-C. Methods for diagnosing and treating Alzheimer’s disease using the molecules
that stabilize intracellular calcium. University of Kentucky Research Foundation, USA. US201161533056P
20110909, 2013. Acessado em: 16/06/2013.
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Na Figura 8, temos alguns exemplos de candidatos a fAirmacos para o
tratamento de DA, baseados na estrutura da THA que vem sendo investigado.
No estudo de uma nova série de hibridos tacrina-selegilina (a)
sintetizado e avaliado para aplicagdo como inibidores da colinesterase (AChE
/BuChE) e MAO,”* demonstrou-se que a maior parte os compostos dessa série

apresentam uma atividade inibidora elevada para todos os alvos.

Outro exemplo ¢ o hibrido (b) contendo a porgdo tacrina-8-
hidroxiquinolina,” que exibe propriedades colinérgica, antioxidante,
neuroprotecdo, além de capacidade de complexagdao com cobre. O composto
(c) mostrou-se o mais potente de um estudo de uma série de hibridos contendo

porgao tacrina-flurbiprofeno-nitrato.™

Este composto apresentou significante efeito inibitorio de AP quando
comparados a THA e flurbiprofeno que, por sua vez, ndo exibiram qualquer
atividade inibidora de AP na mesma dose. Além disso, demonstrou-se que a

hepatotoxicidade do hibrido (c) era muito mais segura que THA, sugerindo

2. Lu, Q. Zhou, J. Yan, Z. Du, L. Huang, X. Li, A., novel series of tacrine-selegiline hybrids with
cholinesterase and monoamine oxidase inhibition activities for the treatment of Alzheimer’s disease., Eur. J.
Med. Chem. 2013, 62, 745-753.

>3 Antequera, D., Bolos M., Spuch C. et al., Effects of a tacrine-8-hydroxyquinoline hybrid (IQM-622) on AP
accumulation and cell death: involvement in hippocampal neuronal loss in Alzheimer’s disease. Neurobiol.
Dis., 2012, 46(3), 682—691.

>4 Chen, Y., Sun, J., Huang, Z., Liao, H., Peng, S., Lehmann, J., Zhang, Y., Design, synthesis and evaluation
of tacrine-flurbiprofen-nitrate trihybrids as novel anti-Alzheimer’s disease agents., Bioorg. Med. Chem., 2013,

21,2462-2470.
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que poderia ser um agente anti-Alzheimer promissor para uma investigacao

mais aprofundada.

Outro exemplo, projetado como hibrido molecular ¢ o composto (d)
contendo porgdo de 4cido cafeico com a THA.> Estudos revelam uma elevada
seletividade na inibicdo AChE sobre BuChE, sugerindo que a por¢cio THA
liga-se a ambos os sitios catalitica e sitios periféricos anidonicos do AChE,
além disso, o composto hibrido apresentou propriedades quelantes e de

neuroprotecao.

IChE
Inibidor de MAO IChE =N

Inibidor de agregacao Ap \

I |
N HN
Nl/ H’@Bo/©/\r Ll S .ﬂ F.NENHi:o
0,NO+4 2 Q O

(a)

IChE (c)
Complexagao-Cu
Neuroprotetor
antioxidante HO OH
NI ﬂ N IChE
= NN AN / Inibidor de agregacao Ap
H H/\©\/j — Quelante
SHCI N~ HN—3  ~ —— Neuroprotetor
HN antioxidante
(b) (d) o)

Figura 8. Hibridos moleculares tendo como base a estrutura da THA

5 Romero, A., Cacabelos, R., Oset-Gasque, M. J., Samadi, A., Marco-Contelles, J., Novel tacrine-related
drugs as potential candidates for the treatment of Alzheimer’s disease., Bioorg. Med. Chem. Lett, 2013, 23,
1916-1922.
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A sintese de uma entidade quimica ligante capaz de interagir com
ambos os sitios da AChE ¢ interessante, porque bloqueando-se o sitio
catalitico teriamos um aumento da acdo do neurotransmissor colinérgico,
enquanto que um bloqueio do PAS resultaria em uma diminuicdo da
agregacdo do peptideo AP. Se adicionalmente em um mesmo composto
tivéssemos outro(s) farmacoforos(s) que pudessem interagir com outros alvos
biologicos poderiamos obter um farmaco hibrido molecular que fosse capaz de

controlar varios outros eventos bioquimicos relacionados a DA.
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2. Objetivos
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2.1. Gerais

Considerando a natureza multipatogénica da doenca de Alzheimer, a
saber: déficit colinérgico, metabolismo anormal da proteina precursora do
amiloide e reagdes inflamatorias da glia, este projeto teve como objetivo geral
o estudo de novas entidades quimicas candidatas a farmacos para o tratamento
da DA, sendo que as estruturas deverao ser um hibrido molecular multipotente
baseados na estrutura de inibidores da acetilcolinesterase e agentes anti-

inflamatorios.
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2.2. Especificos

Os objetivos especificos que foram propostos para este projeto sao:
e Realizar estudos de docking molecular para propor um hibrido molecular
baseado nas estruturas da tacrina e donepezila (Figura 9A), e com o

ibuprofeno (Figura 9B);

(A) o~ (B)
/ 0]
© )
m & ibuprofeno

<— Donezepila \qin
NH
=
SN
1l

HN )n
. N tacrina—
Tacrina —— _
N
|

Figura 9. (A) Hibrido proposto baseado na estrutura da tacrina e donepezila; (B) Hibrido

proposto baseado na estrutura da tacrina e ibuprofeno.

e Realizar estudos de docagem para inibigdo de AChE com a quinolona 1

(Figura 10);

0O O
wo”

N

H

1

Figura 10. Quinolona escolhida para estudo de docking

e Sintetizar os compostos hibridos I, II e a quinolona 1;

e Avaliar quanto a atividade inibidora da acetilcolinesterase.
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No caso do hibrido tipo I (Figura 9A) estamos explorando a estratégia
do duplo ligante, no qual a subunidade tetraidroacridina proveniente da
tacrina, j4 conhecida pelo seu potencial anticolinesterasico,’® poderia interagir
com o sitio catalitico, enquanto a por¢cdo dimetoxiindanona do donezepila

. . . .. ey . 57
poderia interagir com o anel indol do sitio periférico da enzima alvo.

No caso do hibrido tipo I (Figura 9B), temos a proposta de um hibrido
molecular multipotente, no qual temos em uma unica molécula dois
farmacéforos de farmacos conhecidos e que sdo dotados de diferentes
atividades bioldgicos. Este hibrido molecular proposto possui uma por¢ao
proveniente do ibuprofeno, que ¢ um conhecido anti-inflamatério nao
esteroidal.” Propde-se que o uso de ibuprofeno pode proteger contra o
desenvolvimento da doenga através da reducao da formagao do peptideo AP,
retardando o seu aparecimento, através de uma modulacdo alostérica da

.. . 5 s 1A s ~
atividade da enzima y-secretase.”” Tendo como base esta evidéncia, supde-se

36 Mao, F., Huang, L., Luo, Z., Liu, A., Lu, C., Xie, Z., Li, X., O-Hydroxyl- or o-amino benzylamine-tacrine
hybrids: Multifunctional biometals chelators, antioxidants, and inhibitors of cholinesterase activity and
amyloid-p aggregation, Bioorg. Med. Chem., 2012, 20 (19), 5884—-5892.

37 Kryger, G., Silman, I., Sussman, J. L., Structure of acetylcholinesterase complexed with E2020 (Aricept):
implications for the design of new anti-Alzheimer drugs., Struct. 1999, 7, 297-307.

58 Morihara, T., Teter, B., Yang, F., Lim, G. P., Boudinot, S., Boudinot, F. D., Frautschy, S. a, and Cole, G.
M. Ibuprofen suppresses interleukin-lbeta induction of pro-amyloidogenic alphal-antichymotrypsin to
ameliorate beta-amyloid (AP) pathology in Alzheimer’s models., Neuropsychopharmacol. 2005, 30, 1111-
1120.

% {) Zara S., De Colli M., Rapino M., Pacella S., Nasuti C., Sozio P., Di Stefano A., Cataldi A., Ibuprofen
and Lipoic Acid Conjugate Neuroprotective Activity Is Mediated by Ngb/Akt Intracellular Signaling Pathway
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que os anti-inflamatdrios possam exercer efeito de neuroprotecao e, desse

modo, poderiam oferecer alguma protecdo contra o desenvolvimento da DA.

Além, desse efeito de protegcdo, o ibuprofeno também poderia interagir
com o sitio periférico da AChE que, dependendo do tamanho do espacgador,
poderia ser um duplo ligante para a AChE. Dessa forma, a principio o hibrido
II seria um pro-firmaco que sofreria uma biotransformagao in vivo, passando
a produzir os metabolitos ativos. Outra proposta, esse hibrido poderia ser um
duplo ligante. A por¢ao tetraidroacridina baseada na tacrina interagiria com o

sitio catalitico e o ibuprofeno com o sitio periférico.

No caso da quinolona 1 (Figura 10) temos uma estrutura aromatico
planar caracteristicas semelhantes aos da tetraidroacridina que poderia
interagir com o sitio catalitico da AChE, comportando-se como um simples

ligante, similar a tacrina.

O estudo de docking molecular tem como objetivo verificar possiveis
interacOes existente entre os ligante propostos € a enzima AChE, além de
escolher o melhor nimero de carbonos metilénicos (espagador) necessario
para favorecer uma melhor interagdo dos farmaco6foros com os sitios catalitico
e periférico da AChE dos hibridos I e II. Em seguida, iremos sintetiza-los e

avalia-los quanto a atividade inibitoria da AChE.

in Alzheimer's Disease Rat Model, Gerontol., 2013, 1-11. ii) Miners J.S., Baig S., Palmer J., Palmer L.E.,
Kehoe P.G., Love S., AB-degrading enzymes in Alz-heimer's disease. Brain. Pathol. 2008, 18, 240-252.
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3. Metodologias
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3.1. Selecao da estrutura da AChE para o Docking molecular

Os alinhamentos de sequéncias primarias das AChE de uma T.
Californica de codigo 1E66 da raia com as enzima humanas 3LII e 1B41
baixadas no Proteina Data Bank (PDB)* foram realizadas utilizando-se o
Basic Local Alignment Search Tool. Neste software on-line, fez-se a escolha

da sequéncia no formato FASTA, em seguida fez-se o BLASTp (Figura 11).

Align Sequences Protein DLAST

FASTA sequencels) & Cimar ey ibxange & == -

BLAST Search protein sequence using Blastp (protein-protein BLAST)

) Algorithm parameters

Figura 11. A - Interface do software BLAST com entrada das enzimas AChE. B -
Parametros algoritmos utilizados para o BLASTp entre as enzimas AChE de codigos

1E66.pdb com as enzimas humanas 3LILpdb e 1B41.pdb.

8 http://www.rcsb.org/pdb/
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3.2. Preparo dos ligantes e Docking molecular

Os ligantes tipo I e tipo II propostos neste trabalho foram desenhados no
ChemDraw Pro 12.0 e tiveram suas estruturas minimizadas no Chem 3D do
pacote ChemOffice.”!

Desta forma, os hibridos moleculares I e II foram desenhados variando-
se estruturalmente duas caracteristicas:

e O nuimero de carbono metilénicos que interliga os farmacoforos (n = 1,
2,3,4,5);
e A orientagdo da cadeia espagadora em relacdo ao grupo carbonila (s-cis

ou s-trans) conforme representado na Figura 12.

i
N
o) | S
)n _N
0
/
—0 1
Op “W
HN o

ll-s-cis || -s-trans

Figura 12. Estruturas dos hibridos moleculares I e 11

5! http://www.cambridgesoft.com/Ensemble_for Chemistry/ChemOffice/
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Desse modo, obtivemos cinco ligantes s-cis e s-trans (n = 1, 2, 3, 4,5).
Cada ligante nos forneceu 30 poses. Gerando cento e cinquenta poses do
hibrido I e trezentos poses do hibrido tipo II. De posse das estruturas
minimizadas, realizou-se o docking molecular utilizado o programa Molegro
Virtual Docking (MVD). Os dockings foram realizados considerando a

auséncia e presenca de moléculas de dgua.

No MVD, inicialmente, importa-se o complexo cristalografico obtido
no PDB (1E66 ou 3LII ou 1B41) da proteina em 3D, em seguida retira-se o
ligante do complexo e as moléculas de dgua caso o docking seja realizado na
auséncia de agua. Em seguida, adiciona-se o ligante proposto com energia
minimizada. Todos os dockings foram realizados utilizando os parametros do

programa MVD como mostra a Figura 13.
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Figura 13. Parametros utilizados para os dockings dos ligantes com as AChE.
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3.3. Metodologias sintéticas

3.3.1. Proposta sintética para os hibridos moleculares do tipo I e

11

Na proposta sintética seja para obtencao de hibridos tacrina-donepezila
I (THA-DON) e tacrina-ibuprofeno II (THA-IBU), a preparacio de um
intermediario contendo o farmacoforo da tacrina, funcionalizado com uma
cadeia aminoalcool (1, Figura 14), ¢ necessaria. O aminoalcool 2 pode ser
transformado em um agente alquilante 3, através da troca da hidroxila por um
bom grupo abandonador. O enolato da dimetoxiindanona 4 pode ser obtido
diretamente da 3,4-dimetoxiindanona, que ¢ disponivel no comércio. Em
relagdo a preparagdo de hibridos do tipo II, ou seja, tacrina com o ibuprofeno,
o aminoalcool 1, pode sofrer um acoplamento direto com o ibuprofeno através

de uma esterificaco de Steglich.””

Em relacdo a preparacdo de hibridos do tipo II, ou seja, tacrina com o
ibuprofeno, o aminodlcool 2, pode sofrer um acoplamento direto com o
ibuprofeno através de uma esterificagdo de Steglich. O tamanho da cadeia
carbonica do aminoalcool corresponde ao espagador sugerido pelo docking

molecular.

62 Neises, B., Steglich W., Simple Method for the Esterification of Carboxylic Acids, Angew. Chem. Int. Ed.,
1978, 17, (7), 522-524.
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Figura 14. Estratégia para a sintese dos hibridos I e I1
3.3.2. Estudos visando a sintese do aminoalcool 1

Iniciamos etapa sintética, racionalizando a preparacdo do amino alcool,
um intermedidrio contendo o farmacoforo da tacrina. Esta etapa de sintese ¢
crucial para o preparo de ambos os hibridos moleculares propostos. Na Figura
15, temos a retrossintese de 6, na qual o amino alcool 6 pode ser obtido por
uma reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica entre a 9-cloro-

tetraidroacridina 7 e a etanolamina.
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N Cl

h h HoN
N/ : N/ + 2\/\OH

6 7 etanolamina
Figura 15. Sintese da 9-clorotetraidroacridina 7
3.3.2. Proposta sintética para as quinolonas

Racionalizando um possivel potencial inibidor de AChE das quinolonas,
baseado em resultados de docking molecular, decidimos propor uma estratégia
sintética, partido-se de um aduto de MBH® e promocdo de uma reacio de
ciclizacdo intramolecular. Esta estratégia pode ser visualizada na andlise

retrossintética apresentada na Figura 16.

Hidrélise do éster

&
NO, ﬂ

|
R oey \1
Il Reducgéo e Alquilagéo v Ciclizagéo de Kim v Reacdo de MBH
R=H, etila

Figura 16. Anélise retrossintética para preparagao de quinolonas.

63 Amarante, G. W., Benassi, M., Pascoal, R. N., Eberlin, M. N., Coelho, F. A. S., An approach for the
enantioselective synthesis of biologically active furanones from a Morita-Baylis-Hillman adduct,

Tetrahedron, 2010, 66, 6749—-6753.
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Pela analise retrossintética (Figura 15), o acido quinolénico 1 pode ser
obtido através de hidrolise do éster. Este, por sua vez, pode ser preparado a
partir de IV por uma reagio de redugio seletiva do N-6xido.”* A mesma
estratégia pode ser empregada para obtencdo de N-alquil derivados da
quinolona. O intermediario N-6xido IV pode ser sintetizado a partir do aduto
de MBH V, através de uma reacdo de ciclizacdo intramolecular. O aduto de
MBH V pode ser preparado de acordo com condi¢des de reacao desenvolvidas
pelo grupo de Coelho e colaboradores, utilizando um respectivo aldeido como
material de partida em excesso de acrilato de metila e um sistema de

; ~ 65
sonicagao.

64 Kim, J. N., Lee, K. Y., Kim, H. S., Kim, T. Y., Synthesis of 3-Ethoxycarbonyl-4-hydroxyquinoline N-
Oxides from the Baylis—Hillman Adducts of o-Nitrobenzaldehydes, Org. Lett., 2000, 2 (3), 343-345.

65 Coelho, F.; Almeida, W. P.; Veronese, D.; Mateus, C. R.; Lopes, E. C. S.; Silveira, G. P. C.; Rossi, R. C.;
Pavam, C. H., Ultrasound in Baylis-Hillman Reactions with aliphatic and aromatic aldehydes: Scope e

Limitations, Tetrahedron 2002, 58, 7437-7447.
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3.4. Avaliacio in vitro da atividade inibidora da

acetilcolinesterase

3.4.1. Analise qualitativa

O método selecionado foi baseado no ensaio de Ellman er al.”® e
adaptado por Rhee e colaboradores,”’” para cromatografia em camada delgada.
Foram utilizadas cromatoplacas de silica gel 60, com indicador de
fluorescéncia em 254 nm. A enzima AChE, tipo VI-s, pé liofilizado, 292
U/mg foi adquirida da Sigma Chemical Co. Neste ensaio, a enzima ¢
ressuspensa em tampdo Tris/HCI, 50 mmol.L™', pH 8.0 iodeto de acetilcolina
(ACTI), adquirido da Aldrich Chem. Co. foi empregando como substrato. O
reagente de Ellman foi preparado diluindo-se o 4cido 5,5’-ditiobis-2-
nitrobenzodico (DTNB) em tampdo Tris/HCl (I mmol.L"). Tacrina foi

utilizada como inibidor padrao da AchE.

66 Ellman, G. L., Courtney, D., Andres, V., Featherstone, R. M., A new and rapid colorimetric determination
of acetylcholinesterase activity, Biochem. Pharmacol., 1961, 7, 88-95.

67 Rhee, 1. K., Meent, M. V. D., Ingkaninan, K., Verpoorte, R., Screening for acetylcholinesterase inhibitors
from Amaryllidaceae using silica gel thin-layer chromatography in combination with bioactivity stainin, . J.

Chromat., 2001, 915,217-223.
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3.4.2. Analise quantitativa

A atividade da AChE foi quantificada usando leitora de microplaca de
96 pocos marca Bio-Rad modelo i-Mark, baseando-se numa modificacdo do

método de Ellman.
3.3.2.1. Solventes e reagentes utilizados

Os reagentes e os solventes listados abaixo foram utilizados sem
nenhum tratamento prévio.
- Tris-HCI marca Amresco;
- Acido 5,5’- ditiobis [2-nitrobenzoico]marca SigmaAldrich;
- lodeto de acetiltiocolinamarca Sigma Aldrich;
- Acetilcolinesterase marca Sigma Aldrich de peixe elétrico tipo VI-S;
- Albumina sérica bovina marca Sigma Aldrich;
- Fisostigmina da marca Sigma Aldrich;
- Agua destilada;

- Etanol marca Merck.

3.3.2.2. Ensaios enzimatico

Os ensaios para avaliacdo da atividade anticolinesterdsica utilizando o
método de Ellman foram realizados em placas de 96 pogos em triplicata na
auséncia e na presenga dos trés compostos em diferentes concentragdes. A
densidade 6ptica foi medida utilizando leitor de microplaca de 96 pocos Bio-

Rad modelo i-Mark, em comprimento de onda 415 nm. Foram realizados no
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minimo trés ensaios independentes, para desta forma ser calculado o desvio

padrao, ou seja, a margem de erro do ensaio.
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4. Resultados e Discussao
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4.1. Estudos de Alinhamento local da sequéncia de proteina
(BLASTp) das enzimas AChE da raia com as enzimas AChE

humana.

o« . . 60 . r
Inicialmente, foi feita uma busca no PDB”" de estruturas cristalograficas
de acetilcolinesterase selecionadas, pois era necessario fazer a escolha das
enzimas de trabalho para obtermos melhores resultados para etapa de docagem

molecular.

Para isto consideramos que em etapas futuras do trabalho seria realizada
avaliagdo biologica in vitro na enzima AChE de uma 7. Californica, por ser a
AChE mais estudada e utilizada nos estudos de Docking. Como também
queriamos verificar as possibilidades de interagdo com a enzima AChE
humana com o fim de aumentar a atividade da ACh em pacientes Alzheimer,
foram selecionadas algumas enzimas AChE humanas. Os resultados da busca

no PDB encontram-se a seguir na Tabela 1.
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Tabela 1. Estruturas cristalograficas da enzima AChE humana e 7. Californica.

Cédigo PDB Resolucio (A) Ligante

3LII (Homo sapiens) 3,20 N-acetil -D-Glucosamina
1ACIJ (Torpedo californica) 2,80 Tacrina

1E66 (Torpedo californica) 2,10 Huprina

1EVE (Torpedo californica) 2,50 Donepezila

1B41 (Homo sapiens) 2,76 Donepezila

2ACE (Torpedo californica) 2,50 Huperzina

2CKM (Torpedo californica) 2,50 Hurpezina

Para os quimicos medicinais, o interesse na alta qualidade em
modelagem por homologia estrutural ¢ grande, pois, na auséncia de estruturas
resolvidas de alvos moleculares de interesse terapé€utico, ha a necessidade da
criagdo de modelos com alto grau de confianga, constituindo-se em um
primeiro passo para a identificacio de novos prototipos. Partindo desta
necessidade, realizou-se um estudo de homologia estrutural entre as enzimas

selecionadas.

Com este fim, selecionamos para a 7. Californica de codigo 1E66 como
proteina-molde que apresenta boa resolugdo para comparar com as enzimas

AChE humanas 3LII e a 1B41que apresentam resolu¢do, moderada e boa,
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respectivamente. Além de apresentar melhor resolugdo, a AChE de cédigo

1E66 da T. Californica sera utilizada no ensaio bioldgico.

Realizamos um Alinhamento Local de Sequéncia de Proteina
(BLASTp) para verificarmos identidade e o grau de similaridade entre as
proteinas da raia e as AChE humanas escolhidas. A similaridade ¢ uma
medida de semelhanca entre sequéncias de caracteres considerando a

probabilidade de o alinhamento ter ocorrido por acaso.

O BLASTDp entre a sequéncia-molde (query) selecionada na busca (7.
Californica: 1E66) e a sequéncia-alvo (enzimas humanas: 3LII e 1B41) foi
realizada no software Basic Local Alignment Search Tool. Na Figura 10,
temos os parametros utilizados no BLASTp (Metodologia - subtitulo 3.1.). O
valor de expected threshold = 10 indica o limite de significancia estatistica
para relatar partidas contra sequéncias do banco de dados. O valor de expected
threshold padrao ¢ 10, o que significa que dez partidas deverdo ser
encontradas por mero acaso, de acordo com o modelo de Karlin ¢ Altschul.®®

O Max target sequence indica o nimero maximo de sequéncias alinhadas que

serdao exibidos.

O BLASTp leva em conta os ‘“caracteres” de alta pontuacdo, que sao

indicados pelo parametro word size = 3. Estes “caracteres” se tratam de uma

% Karlin S, Altschul SF. Methods for assessing the statistical significance of molecular sequence features by

using general scoring schemes. Proc. Natl. Acad. Sci. U.S.4, .1990, 87(6), 2264-2268.
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sequéncia de trés aminodacidos selecionados pelo programa e que estdo
relacionados com o valor de pontuagdo (scores) obtido pelo BLASTp. As
pontuacdes sdo criadas através da comparacao dos “caracteres”. Observa-se
que o alinhamento significativo escolhido possui “caracteres” em comum, isto
¢ um numero de aminoacidos correspondente nas sequéncias de aminoacido
que estdo sendo comparadas. Estas pontuacdes podem ser reduzidas por

inadequagdes e lacunas na melhor alinhamento.

O célculo da pontuacdo depende da uma matriz substituigdo
(BLOSUMG62) para comparagado entre os residuos. H4 uma pontuacao entre os
residuos alinhados e propor¢ao de gaps. Essas pontuagdes estdo relacionadas
como o numero de positivos (Positives) que se refere a proporcao de
aminodcidos com mesmas caracteristicas (carga, polaridade, hidrofobicidade)
e a propor¢ao de gaps refere-se a trechos da sequéncia que nao sdo alinhaveis

por falta de similaridade.

O resultado do BLASTp entre as proteinas 1E66 e as enzimas humanas
3LII e 1B41 encontram-se na Figura 17. Obtivemos valores iguais de score e
expected para ambos 0os BLASTp. O score fornece informagao sobre o grau de
homologia entre a sequéncia da raia e a sequéncia humana introduzida. Pode-
se afirmar que a similaridade ¢ um indicador de homologia. Com outras
palavras ¢ uma medida da semelhanca causada por descendéncia de mesmo

antepassado.
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Figura 17. Alinhamento local da sequéncia primaria da AChE da raia (query) de cédigos

1E66 com as humanas (sbjct) , 3LII e 1B41, respectivamente.
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Quanto maior a quantidade de “caracteres” encontrados maior serd a
similaridade da sequéncia de aminodcido. O valor de expected (e-valor) € a
medida da probabilidade do alinhamento ter ocorrido por acaso. Ele ¢ um

indicador do grau de significancia do resultado da pesquisa.®”’

De acordo com estudo matematico desenvolvido por Altschul,” quanto
menor o e-valor menos provavel sera que o alinhamento seja apenas aleatorio
e, portanto, mais provavel que o alinhamento represente uma possivel
homologia. Em ambos os BLASTp da AChE da raia com as enzimas humanas
obtivemos valores de expected = 0. A partir desse valor conclui-se uma

possivel homologia entre a enzimas AChE da raia (1E66) com as enzimas

humanas (3LII e 1B41).

Entende-se por identidade a proporcdo de aminoacidos idénticos
encontrados em ambas as sequéncias comparadas. Com respeito a faixa
aceitavel de identidade sequencial para a execu¢do da modelagem molecular
por homologia, ¢ bem conhecido. A literatura’’ descreve como significante um
valor acima de 30 % de identidade sequencial entre a(s) proteina(s)-molde e a
proteina-alvo. No nosso estudo, em ambos os BLASTp realizados

encontramos uma porcentagem de identidade relativamente alta de 58%. A

69 http://www.ncbi.nlm.nih.gov/blast/html/blastcgihelp.html; Acessado em 22/04/2013.

0 Altschul S., Gish W., The estimation of statistical parameters for local align-ment score distributions,
Nucleic Acids Research, 2001, 29, 351-361.
" Moult, I., A decade of CASP: progress, bottlenecks, and prognosis in protein structure prediction. Curr.

Opin.Struct. Biol., 2005, 15(3), 285-289.
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partir desse estudo, conclui-se que as enzimas 7. Californica (1E66) com
ambas as proteinas humanas (3LII e 1B41), possuem um alto grau de
similaridade e identidade. Adicionalmente, observamos nas regides do sitio de
acdo enzimatica que compreende os residuos cataliticos e periféricos da
AChEs, destacadas em verdes na Figura 17, encontram-se regides bastante
conservadas. Isso pode significar que muitas das caracteristicas estudadas na

enzima de raia podem-se aplicar também as enzimas humanas.
4.1.1. Obtencao e Preparo dos Ligantes

As estruturas dos ligantes proposto foram desenhadas no Chemdraw e
tiveram suas energias minimizadas no ChemBio3D 12.0. Este programa
realiza a otimizacdo das estruturas dos modelos virtuais basicamente por
campo de forca (mecadnica molecular — MM?2). A estrutura molecular ¢
submetida a um processo de relaxamento, para que o estado de energia
minima seja alcangado.

A MM2 trata as moléculas como grupo de atomos que pode ser descrita
por for¢as newtonianas, ou seja, sao tratadas como particulas mantidas unidas
por for¢cas harmonicas ou eldsticas. Esta metodologia computacional possui a
desvantagem de ndo alcancar exatamente o minimo de energia total, algumas
classes de moléculas de interesse ndo estdo correntemente parametrizadas € a
MM2 ndo ¢ apropriada para a determinacdo de propriedades onde efeitos
eletronicos (por exemplo, interagdes de orbitais, quebra de ligagdes, etc) sdao

predominantes.

57



Em contrapartida, a mecénica molecular ¢ um dos métodos que,
principalmente por razdes de simplicidade computacional, tem sido utilizado
para modelar as energias conformacionais na elucidacdo de problemas
experimentais em quimica e bioquimica. Este método possui a vantagem de
ser uma estratégia rapida e capaz de obter resultados com nivel de exatidao

razoavel.

4.1.2. Estudos de docking do hibrido I

HN )n

Figura 18. Estrutura do hibrido I

O hibrido I (Figura 18) contém uma a por¢do acridina da tacrina e a
porcao indanona do donepezila. Atualmente, a tacrina ndo ¢ muito utilizada
por apresentar elevada hepatotoxicidade.”” Entretanto, ainda é um dos mais
potentes inibidores reversiveis conhecidos. Por isso, a sua estrutura continua

sendo utilizada como protétipo para o desenvolvimento de novos ligantes.

2 Byun E., Jeong G.S., An R.B., Min T.S., Kim Y.C., Tribuli fructus constituents protect against tacrine-
induced cytotoxicity in HepG2 cells. Arch Pharm Res. 2010, 33(1), 67-70.
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A tacrina liga-se ao sitio catalitico da acetilcolinesterase humana,
através de uma interagdo do tipo m-stacking” com um residuo de Trp84,
bloqueando desta forma, a ligagdo da acetilcolina e, consequentemente
retardando a sua hidrélise. No caso da donepezila, o anel benzila interage com
o residuo Trp84, enquanto a por¢do dimetoxiindanona liga-se com o residuo
Trp279 através de interagdes do tipo m-stacking.”* A donepezila tem a
vantagem de ser mais eficaz e muito menos toxico comparado a THA.” Os
aminoacidos correspondentes na acetilcolinesterase de peixe elétrico sao os

residuos Trp84 e Trp279 e os residuos humanos sao os Trp86 e Trp286.

A andlise dos dockings levou em consideracdo o MolDock score
(parametro que fornece a energia total de interacdo teérica) °, interacdo com a
proteina (preferéncia para m-m stacking e ligacdes de hidrogénio) e,
principalmente, as interagdo com os residuos de aminoacidos de interesse, ou

seja, os residuos catalitico e periférico da AChE.

3 Soriano E., Samadi A., Chioua M., de los Rios C., Marco-Contelles J., Molecular modelling, synthesis and
acetylcholinesterase inhibition of ethyl 5-amino-2-methyl-6,7,8,9-tetrahydrobenzo[b][1,8 naphthyridine-3-
carboxylate, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2010, 20(9), 2950-2953.

7 Kryger G., Silman, 1., Sussman, L., Structure of acetylcholinesterase complexed with E2020 (Aricept®)
implications for the design of new anti-Alzheimer drugs, Structure, 1999, 7, 297-307.

> Barreiro, E. J., Biodiversidade: fonte potencial para a descoberta de farmacos, Quim. Nova. 2009, 32(3),
686-688.

7 Thomsen R., Christense M.H., MolDock: a new technique for high-accuracy molecular docking, J. Med.
Chem. 2006, 49(11), 3315-3321.
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Realizou-se um estudo de ancoragem com a tacrina com as AChE
selecionadas com a finalidade de observar as interagdes , assim também como
verificar a distdncia na observacdo espacial da interagdo tipo m-m stacking

desejada.

Haja vista que a tacrina ¢ um potentes anticolinesterdsico conhecido, os
dados de interagdes encontrados nesse docking serdo utilizado para
comparag¢ao do estudo de docagem realizado em nosso trabalho. Nos dockings

da tacrina com as enzimas humana (1B41 e 3LII) e 7. Californica (1E66)

observa-se interacao n-n stacking como esperado.

Na Figura 19, encontra-se em estrutura da tacrina minimizada com vista
frontal (A) e a melhor interagdo observada com a enzima AChE humana de
codigo 1B41, no qual obteve-se interagdo - stacking uma faixa de distancia
entre 3,53-3,83 A e liga¢des de hidrogénio com residuos Tyr337, Ser125 (B).
Vale ressaltar que o valor da distancia interagdo m-stacking encontrado nesse
pose estd dentro da faixa comumente utilizada para empilhamento entre

grupos aromaticos que ocorrem com distancias interplanares de 3,3-3,8 A. "

As distancias encontradas nessa interagdo de empilhamento entre as
faces aromaticas entre a tacrina o e residuo Trp86 ocorreram na faixa de

distancia entre 3,40 - 3,98 A. Este valor sera utilizado para compara¢io de

77 Janiak, C., A critical account on m—m stacking in metal complexes with aromatic nitrogen-containing

ligands. J. Chem. Soc., Dalton Trans., 2000, 3885-3896.
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interagOes tipo m-stacking desse trabalho. A faixa da distancia observada nos

dockings corrobora com distancias entre faces aromaticas em interacoes 7-

stacking de inibidores de AChE encontradas na literatura.”® ™

8 1) Kannan M., Manivel P., Geetha K., Muthukumaran J., Rao H.S.P., Krishna R., Synthesis and in silico
evaluation of IN-methyl-1S-methyl-2-nitroethylene (NMSM) derivatives against Alzheimer’s disease: to
understand their interacting mechanism with acetylcholinesterase. J. Chem. Biol., 2012, 5(4), 151-166; ii)
Soriano E., Samadi A., Chioua M., Rios C.D.L., Marco-contelles J., Molecular modelling, synthesis and
acetylcholinesterase inhibition of ethyl S5-amino-2-methyl-6,7,8,9-tetrahydrobenzo[b][1,8]naphthyridine-3-
carboxylate, Bioorg. Med. Chem. Lett., 2010, 20(9), 2950-2953; iii) Dan, C., Ya-fei, P., Chuan-jun, L., Yun-
feng, X..Yu-ren J., Virtual Screening of Acetylcholinesterase Inhibitors, Virtual Screening, Prof. Mutasem

Taha (Ed.), 2012, 84-91.
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THA

Figura 19. A - Vista frontal da estrutura da tacrina minimizada; B - Interagdo n-stacking da

THA com Trp86 da AChE humana (1B41).



Na Tabela 2, encontram-se os estudos de docking com os ligantes
hibridos tipo I com as AChEs na auséncia de moléculas dgua. Destacamos as

seguintes observacoes:

e As energias de interacdo com os residuos de Trp do sitio catalitico
(Trp84 ou Trp86) sdo favoraveis para qualquer dos hibridos propostos,

independentemente do tamanho do espagador (em azul, na Tabela 2)

e As energias de interacdo com os residuos de Trp do sitio periférico (Trp
279 ou Trp286) sao dependentes do tamanho do espagador, conforme
esperado, ¢ da enzima (em vermelho). No caso da AChE de T.
californica (1E66), ndo ha interacdo com nenhum dos hibridos
propostos, e, surpreendentemente, nem com o donepezila, que ¢ um
ligante conhecido, para ambos os sitios da AChE, e que estd no mercado

como agente inibidor da AChE.

e Os hibridos que apresentam interacoes mais favoraveis com o sitio

periférico das AChEs humanas sdion=3<n=4<n=>35.

o (Considerando os valores de Moldock score (em verde), que
correspondem a energia total de ancoramento molecular, observamos
que os ligantes contendo espacadores menores (n = 1 e n = 2), possuem

as interagdes mais favoraveis com as enzimas humanas.

e Moldock score melhores para os hibridos contendo menores nimeros

carbonos metilénicos.
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e Os valores de Moldock score dos hibridos propostos sio em média

melhores do que os inibidores conhecidos, tacrina (THA) e

donepezila.(DON).

e O amino alcool 6, apresenta interacdes favordveis com os sitios

cataliticos de todas as enzimas, exceto com a 3LII.
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Tabela 2. Energias de intera¢do dos hibridos do tipo 1 (kcal/mol). melhores resultados de moldock score, protein, ligagdo de H e interagdes
observadas nos poses do docking molecular na auséncia de agua para hibridos do tipo I (THA-DON) com as AChE humanas (3LII ¢ 1B41) ¢ da
raia (1E66).

Energias de interacio em kcal/mol do hibrido molecular I N N
(Na auséncia de agua) o n N
/—o
Ligante Moldock score Protein Ligacio de H Trp86 Trp286 Trp Trp279
84
3LII 1B41 1E66 3LII 1B41 1E66 3LII 1B41 1E66 3LII 1B41 3LII 1B41 1E66
n=1 -109,51 -164,90 -194,34 -113,74 -91,11 -207,56 -0,45 -2,12 -1,34  -25,49 -42,14 ) -0,34 -53,71 -)
n=2 74,69  -166,34  -19584  -116,94  -184,99  -210,06 0 41,52 -096 2738  -34,91 ©) 2,31 -54,68 ©)
n= -63,43 -161,11 -192,24 -96,39 -184,05 -204,21 -3,41 -3,51 -2,00  -34,92 -34,86 -5,73 -16,63 -47,19 -)
n= -84,64 -160,56  -171,62 -86,06 -184,00 201,12 -1.21 -1,91 -234 2741 -32,45 ) -13,32 -44,08 -)
n=5 -78,07 -165,90 -170,62 -115,15 -187,14 -170,62 -0,77 -0,34 -0,03  -25,94 -36,71 -2,36 -12,38 -45,81 -)
DON -152,75  -150,29  -157,32  -168,96 2446  -18445  -0,71 0 0,17 -24,18 -1781  -10,90 -7,70 -44,15 ©)
THA -85,69 -94,23 -99,14 -102,23  -110,77  -115,69 -0,45 -3,94 -2,5 -44,52 -40,75 ) ) -34,57 -)
6 86,17  -124,86 -126,04 7486 -134,69  -134,63  -1,11 2,72 -2,50 ) -50,81 ) ) -35,94 o)

6 = amino alcool; THA = tacrina; DON = donepezila; (-) sem interacdo significativa.
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Na Tabela 3, encontram-se os resultados relevantes do docking

molecular considerando a presenca de moléculas de 4gua. Observou-se que:

e Moldock score melhores para os hibridos tipos I contendo

menores numeros carbonos metilénicos.

e As energias de interagdo de todos os hibridos com o sitio
catalitico (Trp 84 ou Trp 86) mantém as mesmas tendéncias
observadas na auséncia de &gua, ou seja, os valores sdo
indicativos de uma boa interacdo, independentemente do niimero

de carbonos no espacador ou da enzima.

e Em 3LII e 1E66, todos os hibridos tipos I comportaram-se como

simples ligantes, ou seja, interagem apenas com o sitio catalitico.

e O amino alcool 6 comportou-se como ligante simples para as
enzimas 1B41 e 1E66, interagindo com os sitios Trp86 e Trp&4,

respectivamente.
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Tabela 3. Energias de interagdo dos hibridos do tipo I (kcal/mol): melhores resultados de moldock score, protein, ligagdo de H e interagdes

observadas nos poses do docking molecular na auséncia de agua para hibridos do tipo I (THA-DON) com as AChE humanas (3LII ¢ 1B41) ¢ da

raia (1E66).
. . ~ - 2 H
Energias de intera¢cdo em kcal/mol do hibrido molecular I N A
(Na presenca de agua) o "N
/
—0
Ligante Moldock score Protein Ligacdo de H Trp86 Trp286 Trp84  Trp279
3LII 1B41 1E66 3LII 1B41 1E66 3LII 1B41 1E66 3LII 1B41 3LII 1B41 1E66

n=1 -180,09 5739  -181,81 -184,12  -108,90  -195,00 -1,21 -2,02 -2,49 -34,55 -2,33 (-) -3,44 -38,89 ()
n=2 -179,12 58,64 -180,78 -188,12  -102,61 -189,10 -0,26 -2,64 0 -36,17 -4,09 () -7,50 -34,67 ()
n=3 -164,99 4887 -178,90 -181,48  -118,47  -196,74 0 -0,76 -1,23 -33,17 -20,27 (-) -4,59 -31,21 (-)
n=4 181,35 3358 176,32  -189,12  -11573  -19336  -0,01 410 -333 3612 -15,62 ) 377 -29,67 )
n=5 -180,88 40,75 -177,77 -187,12  -120,04 -194,50  -0,32 2143 21,73 3421 -1245 ) 621  -28,56 )
DON -148,86 5256 -108,07 -177,46  -104,51 -121,17 -0,54 -2,89 -2,43 -21,66 -15,11 -) -11,76 -49,33 )
THA -94,16 -94,21 -99,14 -54,96 -110,77  -115,67 -2,50 -3,94 -2,5 -41,55 -40,75 () ) -34,57 ()
6 -119,21  -124,86  -126,04 -73,16 -134,69  -134,03 0,25 -2,72 -2,5 ) -50,81 (-) ) -35,94 (-)

6 = amino alcool; THA = tacrina; DON = donepezila; (-) sem interacdo significativa.
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Comparados os resultados dos dois dockings considerando a presenca e
auséncia de agua dos hibridos do tipo I com as AChE, observamos que as
interacoes sdao semelhantes. No entanto, a magnitude das interacdes na

auséncia de dgua foram maiores.

A melhor interacdo observada para o hibrido I com a enzima AChE
humana de cdédigo 1B41 considerando o moldock score do docking ocorreu
com o hibrido contendo dois carbonos metilé€nicos totais (n = 1) em ambos os

dockings na auséncia e presencga de agua.

Nesta representacao tridimensional do hibrido I contendo dois carbonos
metilénicos, observa-se interagdo desfavoravel com o sitio periférico
(Trp286), enquanto que se obteve uma interagdo tipo m-m stacking uma faixa
de distancia entre 3,35-3,87 A com o sitio catalitico (Trp86). Este valor de
distancia interplanar encontrada no docking com o hibrido I estd proximo ao
encontrado em empilhamento de grupos aromaticos benzenos. com a Conclui-
se desse estudo que este hibrido deve comporta-se como simples ligante como

mostra a Figura 20, a seguir.
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Figura 20. Interacdo m-stacking do hibrido tipo I (n = 1) com Trp86 da AChE humana

(1B41).

69



4.1.3. Estudos de docking molecular dos hibridos II

Figura 21. Estrutura do hibrido II

Os hibridos do tipo II (Figura 21) sdo como pro-farmacos que sofreriam
uma biotransformacao, passando a produzir os metabolitos ativos liberando as
porcoes tetraidroacridina do amino d&lcool precursor € uma por¢ao do
ibuprofeno. A principio esperamos observar uma interagdo da porgdo
tetraidroacridina do amino alcool 7, o que provavelmente desencadearia uma
atividade inibidora da acetilcolinesterase, ¢ a subunidade do hibrido que
corresponde ao ibuprofeno, promoveria a acdo anti-inflamatéria deste. Com
base nesta estratégia teriamos entdo um candidato a farmaco para atuar contra
dois processos patologicos associados a DA, que seriam a diminuicdo da

atividade colinérgica e inflamacao.

Uma vez que ja estavamos realizando estudos de docking molecular
com os hibridos do tipo I, visando a interagdao simultanea com ambos os sitios

da AChE, pensamos na possibilidade de variar o tamanho do espagador entre
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as subnidades tetraidroacridina e ibuprofeno. Neste caso, poderiamos
encontrar um hibrido que fosse ndo apenas um candidato a farmaco multi-
alvo, mas também um duplo ligante para a AChE. Desse modo, realizamos o
estudo de docking do hibrido tipo Il variando-se o tamanho do espacgador e a
conformacdo do éster (s-cis e s-trans). A andlise do docking levou em
consideragdo todos os pardmetros ja comentados no topico anterior. Os

resultados se encontram na Tabela 4.

Na tabela 4, encontram-se os estudos de docking realizados com os
ligantes hibridos tipo II com as AChE na auséncia de moléculas 4gua

destacamos as seguintes observagoes.

e Em relacdo as interagdes dos hibridos com o sitio catalitico (Trp 86 ou
Trp 84) ndo apresentou dependéncia do tamanho do espagador, ou da
conformacdo, na grande maioria dos casos (em azul, na tabela 4). As
interacdes observadas sdo equivalentes em termos de energia, a tacrina,

um inibidor conhecido.

e Nio se observou interacdo com hibridos II os sitios de interesse
(catalitico ou periférico) no docking com a enzima humana de cédigo

3LII, exceto para o hibrido com n = 3.

e Com excec¢dao do hibrido que apresenta duas unidades metilénicas no
espagador (n = 1), a natureza da conformacdo nao parece afetar

significativamente as energias de interagdo com o sitio catalitico.

71



e Nenhum hibrido apresentou interacdo com o sitio periférico da enzima

1E66.

e Em relacdo as interagdes dos hibridos com o sitio periférico, apenas os
hibridos com n = 3 (s-cis) e n = 5 (s-cis ou s-trans) apresentaram
interacOes favoraveis com a enzima 1B41, assim como a donepezila

(1B41 e 3LIN).

e Observou-se interacdo do amino alcool 6 com o sitio catalitico das

AChE 1B41 e 1E66 (em verde).
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Tabela 4. Energias de interagdo do hibridos do tipo II (kcal/mol): melhores resultados de moldock score, protein, ligagdo de H e interagdes
observadas nos poses do docking molecular na auséncia de agua para hibridos do tipo II (THA-IBU) com as AChE humanas (3LII ¢ 1B41) ¢ da
raia (1E66).

Energias de interacao em kcal/mol do hibrido molecular IT
(Na auséncia de agua) CQ;} %g{ HNN
Ligante Moldock score Protein Ligacdo de H Trp86 Trp286 Trp84 Trp279
3LII 1B41 1E66 3L1 1B41 1E66 3LII 1B41 1E66 3LII 1B41 3LII 1B41 1E66 1E66
n=1(cis) 137,09 -185,05 -195,40 -129,58 -194,03 -210,51 0  -095 -1,33 8) 40,07 () 2,12 -52,48 ©)
n=1(trans) -132,85 -18620 -205,84 -133,79 -192,11 -22023 -2,16 -1,07 -1,71 ©) -1,07 ©) 1,57 -54,18 )
n=2(cis) 13541 -184,73 -191,23 -153,07 -187,13 -216,10 -2,5 -2,57 -1,88 ©) 4339 () 287  -53,33 )
n=2(trans) -135,51 -185,87 -193,25 -141,50 -204,77 -214,01 -2,5 0 -1,36 ) -37,45 ) -1,22 -49,25 )
n=3 (cis) -161,78 -192,32  -204,53 -159,00 -211,44 -22245 0 -4,03  -1,29 47,99 -34,54 ) -13,95  -54,38 )
n=3(trans) -92,51  -18547 -212,12 -109,87 -19494 -23255 -132 -0,19 -4,76 -32,58 -33,13 ) -1,06  -50,60 )
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Continuagdo (Tabela 4)

Energias de interacio em kcal/mol dos hibrido moleculares I1

(Na auséncia de agua)

Opﬁ =

Il-s-cis

|| -s-trans

Ligante Moldock score Protein Ligacio de H Trp86 Trp286 Trp84 Trp279
3LII 1B41 1E66 3LII 1B41 1E66 3LII 1B41 1E66 3LII 1B41 3LII 1B41 1E66 1E66
n=4(cis) -142,99  -191,61  -219,34  -155,58  -104,22  -227,40 0 -3,55 -1,08 ) -45,83 ) -2,12 -51,59 (-)
n=4(trans) -14599  -192,39  -212,87 -157,45 -215,86  -224,14  -4,43 -3,31 -1,71 ) -1,05 ) -1,57 -45,67 ¢
n=5(cis) -141,67  -193,28  -210,41  -153,07 -148,18  -227,49  -2,51 -2,57 -1,88 ) -38,05 ) -1943 -34,91 (-)
n=5(trans) 144,11 -203,94 216,11 -152,65  -212,94  -22598  -1,44 -1,42 -2,09 ) -43,44 “) -8,58 -40,99 )
DON -152,75  -150,29  -157,32  -168,96 -24,46 -184,45  -0,71 0 -0,17  -24,18 -17.81  -10,90 -7,70 -44,15 )
IBU -100,46  -100,70  -105,60 -78,02 -110,22  -118,34 -2,5 -2,69 -6,60 ) -38,68 “) ) -30,01 ()
THA -85,69 -94,23 -99,14 -102,23  -110,77  -115,69  -0,45 -3,94 -2,5 -44,52  -40,75 “) ¢ -34,57 ¢
6 -86,17 -124,86  -126,04 -74,86 -134,69  -134,63  -1,11 -2,72 -2,50 ) -50,81 ) (-) -35,94 ()

THA= Tacrina; IBU= Ibuprofeno; 6 = amino alcool
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Na Tabela 5, encontram-se os resultados relevantes do docking dos
hibridos II com as AChE humana e 7. Californica considerando a presenca de

moléculas agua. Destas observagdes destacamos as seguintes:

e A enzima 3LII apresenta, na presenca de agua, interagdes
favoraveis com quase todos os ligantes em seu sitio catalitico, o
que nao ocorreu quando o docking foi realizado na auséncia de

agua (em azul na Tabela 5)

e Em relacdo as interagdes com os sitios cataliticos (Trp 84 ou 86)
das demais enzimas, observamos que os hibridos com
conformagdo s-cis sdo os que apresentam energias de interagao
mais favordveis, exceto, para o hibrido com n=1 (duas unidades
metilénicas). Neste caso, a conformacdo s-trans apresentou
interacao muito mais favoravel do que a s-cis. Como isto ndo foi
observado na auséncia de dgua, embora ndo seja muito bem
compreendido, atribuimos este fato a estabilizacdo da s-trans

pelas moléculas de agua.

e Em relagdo as interagdes com o sitio periférico, apenas os ligantes
com n =4 e n =5 na conformacao s-cis, apresentaram interacoes
com o sitio periférico (em vermelho, na tabela 5). Estas
interagdes foram ainda mais favordveis do que as do donezepila

(DON), um inibidor conhecido.
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e Interacdo favoravel do amino alcool 6 com o sitio catalitico das
AChE, 1B41 e 1E66, com valores de energia bastante
significativos. As interagdes apresentaram as seguintes energias
de interacdo de -50,81 Kcal/mol e -35,94 Kcal/mol,

respectivamente.

e Observou-se interagdo do ibuprofeno com o sitio catalitico das
AChE 1B41 e 1E66. As interagdes apresentaram as seguintes
energias de interacdo de -38,68 Kcal/mol e -30,01 Kcal/mol,

respectivamente.
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Tabela 5. Energias de interagdo dos hibridos do tipo II (kcal/mol): melhores resultados de moldock score, protein, ligagdo de H e interagdes

observadas nos poses do docking molecular na presenca de agua com as AChE humanas (3LII e 1B41) e da raia (1E66).

Energias de interacio em kcal/mol do hibrido molecular II

dp

(Na presenca de 4gua) n e, )
Ligante Moldock score Protein Ligacdo de H Trp86 Trp286 Trp84 Trp279
3L 1B41 1E66 3LII 1B41 1E66 3LII  1B41 1E66 3L 1B41 3L 1B41 1E66

n=1 (cis) -176,21 69,59 -162,92 -161,53  -114,01 177,22 -320 -0,51 -0,66 -49,55 -21,97 “) “) -33,02 ()
n=1 (trans) -164,04 16793  -163,94 -169,00  -180,25  -19342 -1,78 -1,001  -0,58  -29,57  -2275 ) ¢ -36,16 )
n=2 (cis) -169,05 55,05 15732 -175.86  -10485  -188,16 491 -3.85 -055 -44,70 -12,18 ) -7,31 -35,28 )
n=2 (trans) 11722 14067  -146,10 -13555  -17893  -180,68  -0,84  -1,06  -2,59  -46,77 -) “) “) -38,14 )
n=3 (cis) -161,78 38,16 204,53 -15941  -107,16  -222,45 0 -2,52 -1,29 47,99  -2532 ) -8,35 -54,47 )
n=3(trans) -150,08 38,15 -147,78  -171,58  -107,33  -183,15 0 -2,52 236 -29,51 -8,75 ) ¢ -32,46 )
n=4 (cis) 166,26 -85.20 20925 -19229  -15241 221,69  -6,17 -2,77 542 -2633 -17,73 -232 -22.84 -52,41 ()
4 (trans) -157,10 13788  -126,01 -16821  -188.46  -180,37 -2,99 -0,71  -043  -36,96 () ) ) -39,64 ()

continua
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Energias de interacio em kcal/mol do hibrido molecular IT dp —
7HN4[O

, HNy

(Na presenca de agua) » 0 Y

Il-s-cis. Il-s-trans
Ligante Moldock score Protein Ligacdo de H Trp86 Trp286 Trp84  Trp279
3LII 1B41 1E66 3LII 1B41 1E66 3LII  1B41 1E66 3LII 1B41 3LII 1B41 1E66

n=5 (cis) -167.06 7146  -19577 -191.29  -17233 213,09 -4,53 0 566  -3345 21,18 437 2348  -48,57 )
n=5(trans)  -10836 9305 93,04  -149.67  -143,12  -14912 295 011  -0,10 9,70 ) 4,58 ) -12,76 ©)
IBU 8252 7504 11751 8569 83,68  -10879 566 299 250 () 812 () ¢ -32,39 )
THA 94,16  -46,68  -108,07  -54,15  -82,82  -119,59 0 2,73 0 41,55  -2791 ) ) -39,33 )
DON -14886  _sp56  -108,07 -177.46  -10451  -121,17 0,54 2,89 243 21,66  -15,11 () -11,76  -49,33 )
6 -119,21 -53.,84 -124,75 -73,16 -93.,24 -123,70 0 -5,07 0 ) -17.91 ) ) -40,41 (-)

THA= Tacrina; IBU= Ibuprofeno; 6 = amino alcool.
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Dos estudos de docking, considerando a presenca de moléculas de dgua,
observamos uma grande variagdo nas energias de interagdo de uma enzima
para outra. Visto que a docagem feitas na presenga e auséncia de agua nao
apresentaram resultados semelhantes. Nao destacamos nenhum duplo ligante

com energia interagao muito favoravel.

Na Figura 22, temos a representacao tridimensional de dois poses dos
hibridos I contendo dois e seis carbonos metilénicos totais (n=1 e n = 5,
respectivamente). No qual, observa-se interagdo com o sitio catalitico
independente do numero de carbono metilénicos em ambas as poses.
Escolhemos o hibrido IT contendo dois carbonos metilénicos (n = 1) para a

proxima etapa de sintese.

Como a proposta inicial do projeto era que o hibrido II fosse um
farmaco multipotente, isto €, este seria um pro-fArmaco. Esse ligante poderia
sofrer biotransformagdo in vivo liberando o amino alcool acridina e o
ibuprofeno. Desse modo, com o objetivo de verificar a interacdo desse
metabolito amino alcool, fizemos o docking com as AChEs e constatamos que

esse interage com o sitio catalitico como esperavamos (Figura 23).

Desse estudo de docking concluimos também que o amino alcool 6
pode vir a promover interagao com o sitio catalitico da AChE. A atividade do
hibrido estaria apenas relacionada as fungdes anticolinesterdsica da
subunidade tetraidroacridina (amino alcool 6) e anti-inflamatéria, da

subunidade ibuprofeno, como planejado inicialmente.
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Figura 22. Representacdo tridimensional do hibrido II ancorado na AChE humana (1B41)
mostrando Interagdo m-stacking com Trp86 da independente do nimero de carbonos

metilénicos (n =1 e n =5, respectivamente dois e seis carbonos metilénicos totais).
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Figura 23. A — Vista frontal da Intera¢dao m-stacking do amino alcool acridina com Trp86

da AChE humana (1B41); B — Distancia da Interacdo m-stacking do amino alcool acridina

com Trp8&6.
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4.1.4. Estudos do docking molecular da quinolona 1 com as

acetilcolinesterases humanas e 7. Californica

Buscamos no ambito dos projetos em desenvolvimento no laboratorio,
um candidato potencial para inibicdo da acetilcolinesterase. Selecionamos a
quinolona 1 (Figura 24), que apresenta atividade anti-amiloidogénica. Esta
quinolona apresenta uma conformacao planar, assim como a tacrina, além de

ter grupos funcionais passiveis de interagir com o residuo tritofano (Trp86) da

acetilcolinesterase.
o (I | 1
TP T s v e
SN N A 1 | | -
H P
1 | 1
Frente Giro de 90° para tras

Figura 24. Esquerda: estrutura da quinolona 1 selecionada para estudo. Centro e direita:

estrutura minimizada evidenciando a sua conformagao planar.

Com o intuito de avaliar a probabilidade de interagdo ligante-enzima
Antes de iniciar a sintese da quinolona, foi feito um estudo de docking

molecular com as acetilcolinesterase humana e da raia.

Os dados obtidos de interagdo no docking molecular da quinolona 1
com as AChE humana (1B41 e 3LII) e de T. californica (1E66) na auséncia de
agua (Tabela 6) e na presenga de dgua (Tabela 7) mostram que ha interagao

favoravel do tipo n-stacking do ligante com o sitio catalitico (Trp86 ou Trp84)
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seja na presenca de agua ou ndo, com todas as enzimas. Na presenca de agua,
as interacoes sdo maiores, provavelmente pela maior estabilizacdo do
complexo enzima-quinolona. Os valores encontrados para as energias de

interagdo sao proximos aos valores encontrados para a tacrina.

Consideramos uma distancia entre para a interacao do tipo m-stacking de

3,40 - 3,98 A, ®tal qual fizemos com os ligantes hibridos I e II.

83



o o
©\)j/”\0H
N
1

Tabela 6. Energias de interacdo da quinolona 1 (kcal/mol): melhor resultado de moldock score, protein, ligagdo de H e interagcdes

observadas do docking molecular na auséncia de agua com as AChE humanas (3LII, 1B41) e de T. californica (1E66).

Moldock score Protein Ligacao de H Trp86 Trp84
3LII 1B41 1E66 3LII 1B41 1E66 3LII 1B41 1E66 3LII 1B41 1E66
1 -80,51 -92,02 -94.,60 -75,86 -106,38 -108,89 -1,14 -2,67 -2,88 -11,09 -41,04 -35,72

Tabela 7. Energias de intera¢do da quinolona 1 (kcal/mol): resultados de moldock score, protein, ligacdo de H e interacdes observadas

do docking molecular na presen¢a de agua com as AChE humanas (3LII, 1B41) e de T. californica (1E66).

Moldock score Protein Ligacdo de H Trp86 Trp84

3LII 1B41 1E66 3L 1B41 1E66 3LII 1B41 1E66 3LIT 1B41 1E66

1 -86,40 -60,05 -104,47 -75,86 -89,86 -107,70 -2,84 -3,04 -108,89 -41,15 -25,02 -37,49
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Comparando as interagdes do ligante no sitio triptofana nas enzimas
humanas e Torpedo californica, no docking nota-se claramente que a 3LII
possui menos afinidade com este sitio catalitico, no docking realizado na
auséncia de agua haja vista que os valores de energia sio muito menos
negativos. Em contrapartida, nos dockings na presenga de agua ocorreu o

oposto.

A mais importante observacdo dessas docagens € que em todas as
enzimas testadas foi possivel verificar interagdes do ligante quinolona do tipo
n- starcking como o residuo catalitico (Trp84 ou Trp86) e também interagdes
tipo ligacdo de hidrogénio com residuos do Tyr337, Ser125. Vale salientar que
as interagdes observadas na quinolona ocorreram com os mesmo residuos

encontrados na docagem com a tacrina (ver Figura 19 - B).

Na Figura 25, podemos visualizar essas interacdes da quinolona com os
sitios cataliticos das enzimas 1E66 e 3LII. Vale ressaltar que as interagdes € as
distancias (3,54 — 3,74 A) obtidas nesse docking sdo comparaveis a ancoragem
realiza com a tacrina tanto a interagao tipo m-stacking, como também a ligacao
de hidrogénio do ligante com um residuo triptofano do local de agdo

biologico.
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Tyr 124

Figura 25. A - Visdo frontal da Interacao da quinolona 1 com o sitio Trp84 da AChE 1E66.
B - Visao perpendicular da Interacdo da quinolona 1 com o sitio Trp86 da AC hE humana

1B41.
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4.2. Sintese quimica

4.2.1. Preparo dos hibridos moleculares tipo I e 11

Para sintetizarmos os hibridos I e II propostos nesse trabalho,
introduzimos o espagador bifuncionalizado, por meio do qual poderiamos
interligar os grupos farmacoforicos. Para a obtencdo de qualquer um dos
hibridos, identificamos na nossa estratégia, o aminoalcool 6, como um
precursor comum para a sintese de ambos. Este por sua vez, poderia ser
preparado por uma reag¢do de substitui¢do nucleofilica aromdtica da 9-cloro-
tetraidroacridina7 e a etanolamina, conforme proposta apresentada na
metodologia. Na Figura 26, encontram-se as rotas sintéticas estudadas em

nosso laboratorio para obten¢do da 9-clorotetraidroacridina 7.

Cl HN/\/OH
CO,H
X
O+ G0 L0
~
NH2 N N/
8 7 1 J 6
\C\
O !
o) i
@ 3
N)m \
H hibrido I e IT

Reagentes e condigoes. a: POCl3, cicloexanona, A , 3h, 52%; b : HoNCH>CH»OH, fenol,
A, 72h, 67%; c: 1 equiv. cicloexanona, PhCH3, Dean-Stark, 3h, d: 4 equiv. POCl3, A, 96%
(ct+d).

Figura 26. Rotas sintéticas para preparo dos hibridos I e II.
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5.1.2. Preparacio da 9-clorotetraidroacridina

A 9-cloro-tetraidroacridina 7 pode ser obtido por duas vias sintéticas,
ambas partindo do acido benzoico 8. Uma primeira tentativa de preparacao do
nucleo tetraidroacridinico consistiu na rea¢ao entre o acido 2-aminobenzodico 8

¢ a ciclohexanona 10 conforme reacao descrita no Figura 27.

o) Cl
CO,H
@ POCl, N
+ —_— _
NH, A 3h N
8 10 7

Figura 27. Sintese da 9-clorotetraidroacridina 7

Assim, uma mistura do acido antranilico 8, cicloexanona 10 e tricloreto
de fosforila (POCl;) foi colocada sob refluxo por 3 h.*® A reacdo foi
monitorada por cromatografia camada delgada (CCD), revelando sempre um
rastro sem que houvesse separacdo dos componentes em varios sistemas
eluentes e modificando-se as proporgdes. Apos varias tentativas de purificacao
por coluna cromatografica, nao foi possivel obter o produto desejado de forma

pura.

% Hu, M.-K., and Lu, C.-F. A facile synthesis of bis-tacrine isosteres, Tetrahedron Lett. ,2000, 41, 1815—
1818.
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Testamos entdo, uma rota alternativa para a obtencao de 7, que consistiu
no tratamento do acido 2-aminobenzodico 8 com a cicloexanona em tolueno,
utilizando um sistema de refluxo acoplado com um condensador Dean-Stark

(Figura 28).%

O @)

COH
+ tolueno ©) POCIy
NH, N

A (Dean-Stark), 3h
A
8 10 H
9

Figura 28. Sintese do espiro aminocetal 9 e 9-clorotetraidroacridina 7.

A andlise por CCD ndo mais indicou a presenga do acido antranilico
utilizado como material de partida e sim o aparecimento de um novo produto,

e decidimos interromper a reacao ao final de 3h.

No espectro de RMN 'H em anexo, foram observados além dos sinais
correspondentes aos protons aromaticos na regido de 6 6,71-7,93 ppm, sinais
caracteristicos dos protons metilénicos que se apresentaram como multipletos
na regido de o 1,54-2,80 ppm. A integracdo destes sinais na regido de
hidrogénio ligado a carbono alifitico estd um pouco acima do esperado e
pensamos se tratar de residuo de solvente. No espectro de RMN "C

observamos um carbono quaternario em o6 163,99 ppm, atribuido ao carbono

8! Carlier, P. R., Han, Y. F., Chow, E. S., Li, C. P, Wang, H., Lieu, T. X., Wong, H. S., Pang, Y. P.
Evaluation of short-tether bis-THA AChE inhibitors. A further test of the dual binding site hypothesis,
Bioorg. Med. Chem., 1999, 7, 351-357.
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carbonilico, o carbono quaternario do espiro (grupo N,O-acetalico) em o
109,78 ppm, além de cinco sinais na regidao entre 6 42,36-22,35 ppm que, pela
analise do DEPT 135, foram caracterizados como grupos metilénicos,
provenientes do ciclo de 6 membros. A comparagdo destes dados de RMN-'"H
e RMN-’C com a literatura, nos permite identificar o composto sintetizado

. . 81
como sendo o espiro aminocetal 9.

No espectro no IV (Anexo) deste produto 9, ndo foi observado o
estiramento do grupo hidroxila de acido carboxilico na regido de 3400 a 2000
cm’ do reagente 4cido aminobenzéico 8. Em contrapartida, observamos um
sinal de média intensidade, bem fino, em v = 3472 cm’ atribuido a
estiramento da ligagdo N-H. Também, visualizamos estiramento tipico de
ligagio C-N de aminas aromaticas em v = 1265 cm’. Por sua vez, uma
absorcdo intensa em 1670 cm™ que foi atribuida ao estiramento do grupo C=0

roge . 82,83
caracteristico de lactona conjugada.™

Na Figura 29, apresentamos uma proposta de mecanismo para a
formacdo do espiro aminocetal 9 publicada literatura.** O grupo amino do

acido antranilico 8 faz um ataque nucleofilico no carbono carbonilico da

82 Mohan J., Organic Spectroscopy: Principles And Applications, 2* ed. Harrow, U.K.: Alpha Science
International Ltd., 2004.

8 Pavia, D. L.; Lampman, G.M.; Kriz, G.S et al. Introdu¢do a Espectroscopia. 4* ed. Sdo Paulo: Cencage
Learning, 2010.

% Chow, Suet-Hing. Syntheses and evaluation of homodimeric and heterodimeric acetylcholinesterase
inhibitors. Hong Kong: Hong Kong University of Science and Technology, 1999. Thesis (degree of master in
philosophy in chemistry) Hong Kong University of Science and Technology.
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cicloexanona 10, levando ao intermediario 11. Este, por transferéncia de
proton, converte-se ao aminoalcool protonado 12, que, ap6és uma reagdao de
eliminacdo de H,O, gera o ion iminio 13. A ciclizacdo de 13 levaria ao
carbocation 14, estabilizado pelo anel aromatico (cation benzilico). A
formagao de uma ligacdo dupla carbono-oxigénio e desprotonagdo origina o

espiro aminocetal 9.
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Figura 29. Proposta de mecanismo para da reagao de formacao do espiro aminocetal 9.

Para a obtencdo da 9-clorotetraidroacridina, o espiro aminocetal 9
obtido na etapa anterior foi tratado com POCI;, sob refluxo, por 4h e apos o
tratamento da reacdo, obtivemos um sélido amarelo, cujas caracteristicas

espectroscopicas  foram  compativeis com a estrutura da @ 9-
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clorotetraidroacridina 7 (52 % de rendimento). O composto 7 foi

caracterizada pela analise de seus espectros de RMN de 'H e °C e DEPT-135.

No espectro de RMN de 'H, observamos trés grupos de sinais na regido
de hidrogénio ligado a carbono alifatico. Um multipleto na regido de 6 2,00 a
1,98 ppm, integrando para 4H, que foi atribuido a quatro dos hidrogénios
metilénicos da subunidade estrutural cicloexanica. Os hidrogénios da regido
metilénica absorvem em & 3,27 (2H, t, J =6 Hz) e em 6 3,07 ppm (2H, t, J=
4,8 Hz), cada um destes sinais integrando para 2H. Visualizamos ainda os
sinais tipicos de protons aromaticos: 6 7,62 (1H, td, J= 8,0 Hz), 7,76 (1H, td,
J=84¢el1,2Hz),8,19(1Hd,J=8,4 Hz,), e 8,23 (1H, dd, J= 8,4 ¢ 0,8 Hz).

No espectro de RMN de °C de 7, observam-se treze sinais como
esperavamos. Um carbono quaterndrio mais desprotegido em 6 159,04 ppm,
atribuido ao grupo C=N, e outro e outros sete sinais de carbono na regidao
aromatica entre 6 123,88 ¢ d 144,62 ppm, que correspondem aos carbonos do
anel aromatico. A comparag¢do dos dados obtidos com a literatura permitiu a

identificagdo da tetraidroacridina 7.

Deste modo, conseguimos com sucesso sintetizar a @ 9-

clorotetraidroacridina 7, via espiro aminocetal, em 93% de rendimento.

O mecanismo da reacdo de conversao do aminocetal 9 na 9-cloro-

tetraidroacridina 7 foi proposto por Chow esta apresentado no Figura 25.%
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Figura 30. Mecanismo de formac¢ao da 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina 7 a partir do espiro

aminoacetal 9.

O oxigénio da carbonila faz um ataque nucleofilico sobre o dtomo de
fosforo, gerando o carbocation 15. Este intermediario sofre uma reagdo de
abertura do sistema espiro, levando a imina protonada 16. O correspondente
tautdmero enamina 17, cicliza formando 18. O intermediario carbonilico 19,

resultante da eliminagdo de PO,Cl,, sofre uma desprotona¢do para originar a
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4-quinolona 20. O enol correspondente (ndo representado) faz um ataque
nucleofilico ao POCI; (usado em excesso na reagdo) resultando em 21, que € o
substrato para a adicdo do cloreto, gerando o intermedidrio tetraédrico 22.
Apo6s nova eliminagdo de PO,Cl,, a tetraidrocloroacridina protonada 23 ¢

obtida. Uma transferéncia de proton leva a obtencao do produto 7.

Tendo obtido a 9-cloro-1, 2, 3, 4-tetraidroacridina 7, passamos a
preparacdo do aminoalcool acridina 6. Esta etapa consistiu na substitui¢cao

nucleofilica aromatica (SN,;) com a etanolamina.

Inicialmente, para estabelecer as condigdes de SN,, utilizamos
etanolamina em pentanol, sob refluxo. Esta reacdo ja havia sido realizada no
laboratorio para obtengdo de compostos analogos. Entretanto, embora
tenhamos obtido o produto 6, os rendimentos quimicos ndo foram
reprodutiveis, apresentando-se com variagdo muito grande. Assim, buscamos
variar alguns pardmetros para otimizar a reacdo. Dentre as varias condi¢des de
reagdo testadas (Tabela 8), a que levou a formagdao do produto desejado de
forma reprodutivel foi a que incluiu fenol em pentanol no protocolo. Embora
tenha sido possivel obter o produto na presenga de fenol, sem pentanol, o
tratamento da rea¢do foi muito mais dificil, pois o produto se apresentava

contaminado com fenol. O amino alcool foi obtido em 52 % de rendimento.
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Tabela 8. Condigdes reacionais testadas para obtencdo do aminoalcool 6

Solvente Temperatura (°C) Resultado Tempo (horas)
Pentanol* 138 material de partida 14
Pentanol 160 mistura de produtos 72
pentanol + fenol 160 produto desejado 72
Butanol 118 material de partida 14
Isopropanol 82 material de partida 24
Isopropanol 140 mistura de produtos 72
Fenol 140 produto desejado 16
THF 65 material de partida 24

*Foi tentada também a propor¢ao 1:3, etanolamina/CITHA

A formacgao do amino alcool 6 foi comprovada por meio da analise dos
espectros de absorcdo na regido do IV, de RMN de 'H e de "°C.

No espectro no IV do amino alcool 6 observou-se uma banda de
absor¢do larga a 3353 cm’' referente ao estiramento O-H e um sinal fino em
3406 cm™ atribuido ao estiramento da ligacdo N-H. O estiramento da ligacdo

C=N foi detectado em 1637 cm™".

No espectro de RMN de 'H observou-se absor¢des em & 3,85 e 3,54
ppm, com multiplicidade de tripleto e quarteto, respectivamente. Cada um
desses sinais com integragdo para 2H, sendo entdo atribuidos ao grupo
etanolamina. Além destes sinais, um singleto largo em & 4,60 ppm

correspondendo a um proton ligado ao nitrogénio.

13 . .
No espectro de RMN de °C de 6, observou-se como sinais

caracteristicos dois sinais metilénicos em 6 62,05 ¢ & 50,97 ppm, que foram
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atribuidos aos ao grupo etanolamina. Os demais sinais sao coerentes com o

nucleo tetraidrocridina.

Ainda, a fim de propiciar a elucidagdo inequivoca do amino alcool 6, foi
obtido o espectro de massas (EM). A andlise por espectrometria de massas de
alta resolucao (EMAR, TOF-MS-ES+) mostrou o sinal correspondente ao ion
molecular protonado (m/z = 243,1514) compativel com a formula molecular
CisHigN,O (M + H+) do amino acool 6. A massa calculada é 243,1419. O
valor encontrado esta dentro do erro tolerado que pode ser calculado através

da seguinte expressao:

[Massa téorica — Massa encontrada x 10 ® < 50 ppm

Massa teodrica

Tendo em maos todas estas evidéncias espectroscopicas, concluimos
que conseguimos sintetizar a amino alcool 6, utilizando estratégia sintética via

espiro amino cetal, a partir do 4cido antranilico.

De posse do composto chave da nossa estratégia sintética, seguimos
com a sintese dos hibridos propostos (I e II). Embora tenhamos obtido com
sucesso um dos farmacéforos (THA) ligado ao espagador com duas unidades
de carbono, funcionalizado no carbono terminal, até a sua obten¢do, muito

tempo havia transcorrido e tinhamos muitos resultados negativos.

97



4.2.2. Tentativa de alquila¢cao da dimetoxiindanona

Na nossa proposta, a obtengdo de hibridos do tipo I, envolveria a
funcionaliza¢do do grupo hidroxila do amino alcool 6 de modo a transforma-
lo em um bom grupo de saida (24, Figura 31) para a alquilacdo da 3.4-

dimetoxiindanona (25), via seu enolato.

X
HN/\/OH HN/\/
: b 00
EEEEE o
~
Nig N
6 24
a: X=0Ts
b: X=Br
\
@]
/
© (@]
? HN
B /OD:/§ 1) base
___________ _» \
~o 2)24aoub ©\):<j
25 N
Hibrido tipo |

Figura 31. A: Conversdo do amino alcool 6 ao agente alquilante 24; B: alquilacdo do

enolato da indanona 25, levando ao hibrido do tipo L

Em trabalhos anteriormente realizados no laboratorio, envolvendo o
sistema indandnico, foram encontradas muitas dificuldades na geracdo do
enolato. Assim, utilizamos um sistema modelo para verificar se seria possivel

gerar o enolato, empregando um agente alquilante mais barato e disponivel
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comercialmente e selecionamos o dibromoetano como agente alquilante
(Figura 32). Para isso, a desprotonagao foi realizada com diisopropilamida de
litio (LDA) a -78 °C, seguida da adi¢do de dibromoetano, para formar a
ligacdao carbono-carbono. Infelizmente, o produto obtido apds o tratamento da
reagdo era na verdade uma mistura do produto desejado 26 (minoritario), € o
material de partida (majoritario). Essa reacdo ndo foi otimizada e acabamos
por abandonar esta estratégia, ¢ demos continuidade ao estudo de preparacao
do hibrido do tipo II, ou seja, aquele que incorpora uma subunidade tacrina

com o ibuprofeno.

O 0
0
~ TN
© b) Br” "' O

25 26

Figura 32. Tentativa de alquilagdo da indanona 25 com dibromoetano.
4.2.3. Tentativa de preparo do hibrido tipo 11

Dentre os principais métodos de preparacdo de ésteres, destacam-se:
reacdo do cloreto do 4cido e o alcool correspondente, reacio de Steglich ©
entre o acido carboxilico e o dlcool, e, para ésteres metilicos a reacao do acido
com diazometano. Para a obtencao do hibrido II, selecionamos a reacao de
Steglich por ser diretamente a partir do acido, sem necessidade de uma etapa
adicional. Essa reagdo consiste basicamente no uso de um reagente de
acoplamento, que torna o grupo hidroxila da fun¢ao acida carboxilica um bom

grupo abandonador.
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A reagdo de acoplamento entre o ibuprofeno 5 com o amino alcool 6 foi
realizada na presenca dicicloexilcarbodiimida (DCC), como ativante do acido

carboxilico, DMAP catalitico e diclorometano como solvente (Figura 33).

o)
o DCC, DMAP, CH,Cl,
/o OH =2 X = o)
HN + 36h HN—/_
6 5 o)
hibrido II

N
4

Figura 33. Tentativa de obtencao do hibrido I via acoplamento de Steglich,

A reagdo foi monitorada por CCD e observamos que apos 3h nao
tinhamos mais ibuprofeno no meio reacional, e sim, aminoalcool e outro
produto. Mesmo deixando a reacdo por mais tempo, ndo foi observada
nenhuma evolugdo e decidimos isolar o produto e purificd-lo por
cromatografia em coluna. Apds isso, analisamos as fragdes por métodos

espectroscopicos.

O espectro de hidrogénio ndo era compativel com o produto desejado,
que seria o éster IBU-THA (hibrido II), mas tinha sinais compativeis com a
subunidade ibuprofeno, além de varios multipletos na regido de carbono
alifatico e alguns sinais alargados. Passamos a nos questionar qual seria esse

produto, uma vez que nio era dicicloexiluréia no RMN de 'H.

A absorc¢do correspondente ao estiramento da carbonila no IV, em 1655
-1 . , . . y
cm’, era mais compativel com uma carbonila de amida, do que de éster, e,

neste caso, o produto da reacdo de substitui¢do nucleofilica aromatica, teria
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sido 27 e ndo o aminoalcool 6. Isso s6 poderia ser explicado se o nucleéfilo
tivesse sido o oxigénio, um nucledfilo mais duro, e ndo o nitrogénio, embora o
grupo amino seja mais nucleofilico (Figura 34). Assim, o produto da reagdo de

Steglich poderia ser a amida 28.

N/\/OH

\ -

N HN
Cl

m 6 hibrido Il
/
N

27 hibrido 28
Figura 34. Possiveis produtos da reac¢do de substitui¢do nucleofilica aromatica e da reagao

de Steglich.

Entdo, a fim de descartar esta possibilidade, foi feito um espectro de
RMN de "N do aminoalcool 6 para observar a correlagio entre o nitrogénio
da por¢ao amino alcool com os protons da vizinhangca em um experimento
HMBC (Heteronuclear Multiple Bond Correlation). O espectro contendo
estrutura numerada encontra-se na Figura 35. Observa-se um sinal de
nitrogénio com duas correlagdes, uma com o proton aromatico (8) e outro com
um proton alifatico (4), como esperado. Nesse espectro encontramos também
a correlagdo do nitrogénio da por¢do amino alcool (15) que se correlaciona
com os protons (16) em 6 3,85 ppm. O que nos permite afirmar que o produto

da substituicao nucleofilica aromatica ¢ de fato o amino alcool 6.
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Figura 35. °N,'H - HMBC do aminoalcool 6 em CDCl; (400 MHz).
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A fim de realizar uma analise mais completa realizou-se ainda um

experimento de HSQC (Heteronuclear Single Quantum Coherence) para

verificar a conectividade entre carbonos e hidrogénios (Figura 36).

Gisele aminoalcool cdcl3/AvS00MHz ago06gssH1
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90 485 80 Y& 7O B8 EO 55 RO 48 40 35 30 28 20 1

5
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23.50 use
1000.00 usé
PLiL 25.00000000 W

Figura 36. °C-'H - HSQC do aminoélcool 6 em CDCl; (500 MHz).

Tendo confirmado a estrutura do amino alcool 6, demos continuidade a

determinacdo da estrutura do produto obtido na reagdo de Steglich. Nesse

sentido, foi feito um espectro de massas de baixa resolu¢do, para a

determinacdo da massa do produto obtido. No qual encontramos uma massa

de 413,6 (M+H)". Revendo o mecanismo da reacdo de Steglich, verificamos

que esta massa correspondia ao aduto formado entre o ibuprofeno e a
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dicicloexilcarbodiimida (DCC), conforme representado na Figura 36. Um
ataque nucleofilico do ibuprofeno sobre o DCC leva ao intermediario 29, que,

ap0s prototropia gera o aduto 30.

{/‘N
QN”
o]
_/ DcC —» o HN
O ®)\
I (@)
" }
ibuprofeno
1 prototropia
_H
.. OH \
HN S AC=
o]
X
_ ¢}
N
6 30
C26H40N202

massa exata: 412,3090
Figura 37. Formag¢ao do aduto 30 entre ibuprofeno e diciclohexilcarbodiimida (DCC).

Infelizmente, mesmo variando condi¢des reacionais, nao obtivemos o
hibrido II, que deveria se formar a partir da reacdo do amino alcool 6 e o

aduto 30.

Outra estratégia foi tentada para obter o hibrido IlI, e preparamos o
cloreto de acido do ibuprofeno, porém também nao obtivemos o produto

desejado. Uma alternativa seria ainda, tentar o acoplamento direto (Steglish)
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empregando outra carbodiimida, talvez menos volumoso. Este experimento

nao foi realizado por nos.
4.2.4. Sintese de quinolonas

De acordo com a estratégia proposta, a quinolona 1 poderia ser obtida a
partir do aduto de Baylis-Hillman 31 (Figura 37). Nesta estratégia, o aduto
passaria por uma reacao de ciclizagdo, levando ao N-6xido 32 que seria entdo
posteriormente convertido a quinolona 1, que, por sua vez, permitira a

preparacao de derivados N-alquilados, conforme discussao feita a seguir.

0o 0
OR OH
. |
N
H -~
1 S

x derivados
N-alquilados

OH O

CLy ™
—
NO

2

=° )2
o

31
32

Figura 38. Estratégia de obtengdo da quinolona 1 e derivados N- alquilados

4.2.4.1. Preparo do aduto de MBH 31

A reacdo de Morita-Baylis-Hillman (MBH) pode ser definida, de modo
geral, como uma reacdo de condensagdo entre carbonos eletrofilicos sp’
(geralmente um aldeido) e a posi¢do o de uma olefina contendo grupos

retiradores de elétrons, catalisada por uma amina terciaria ou fosfina, levando
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a formagdo de uma nova ligagdo o C-C e produzindo moléculas

polifuncionalizadas (Figura 38).%

. , OH
O =2 Asnmiimm b el b T
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L T ] —_— 1 S
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Figura 39. Reacdo de Morita-Baylis-Hillman.

A obtencdo do aduto de MBH 31 foi realizada a partir do 2-nitro
benzaldeido 33 em 72% de rendimento apods purificacio em coluna

cromatografica (Figura 39).

0 OH O
H __a o~
NO, NO,
33 31

Reagentes e condigoes. a) Acrilato de metila, DABCQ,))), 8h, t.a., 72%.

Figura 40. Reacdo para obten¢do do aduto de MBH 31.

Os dados espectroscopicos estdo de acordo com os publicados na

literatura.*® A analise do espectro no IV do aduto 31 (Anexo), observa-se as

% Basavaiah, D., Veeraraghavaiah, G., Recent contributions from the Baylis-Hillman reaction to organic

chemistry. Chem. Soc. Rev.,2012, 41, 68-78.
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absor¢Oes mais caracteristicas que sdo o da ligacdo C=C em conjugag¢do com a
funcdo éster (1630 cm™) e a absorcdo em 1717 cm™ caracteristica de C=0 de
ésteres o,B-insaturados. Uma absor¢do em 3439 cm™ caracteristica de O-H,

também foi observada.

No espectro de RMN de 'H em anexo, observamos dois singletos em &
5,73 e 6,37 ppm, integrando para 1H cada um, correspondentes aos
hidrogénios vinilicos. Visualizamos um singleto em 6 3,73 ppm, integrando
para 3H, correspondente ao grupo metila do éster, além dos sinais dos
hidrogénios aromaticos. O espectro de RMN de "*C (Anexo) mostrou sinais
caracteristicos do aduto formado, como por exemplo, as absor¢des em & 67,9

(CH-OH), 136,06 (CH,=C) e 166,41 (C=0).

A sequéncia de reagdes que resultou na obtengdo do sistema 4-
quinoldnico estd representada na Figura 40. O aduto 31 foi tratado com 4acido
trifluoracético, fornecendo o intermediario N-6xido 33, através de uma

. g ~ - . . 87
ciclizagdo intramolecular descrita por Kim e colaboradores.

86 Amarante, G. W., Benassi, M., Pascoal, R. N., Eberlin, M. N., Coelho, F. A. S., An approach for the
enantioselective synthesis of biologically active furanones from a Morita-Baylis-Hillman adduct,
Tetrahedron, 2010, 66, 4370- 4376.

¥ Kim, J. N.; Lee, K. Y.; Kim, H. S.; Kim, T. Y. Org. Lett. 2000, 2, 343-345.
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Figura 41. Sequéncia de etapas de preparacdo de sistemas 4-quinoldnicos. Reagentes e

condigdes: * TFA, 20h, 70-75 °C, 84%; bMo(CO)6, EtOH, 92%;

O mecanismo proposto por Kim ** e colaboradores esta apresentado na

Figura 41.
HO HO  co,cH,
CH
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Figura 42. O mecanismo proposto por Kim e colaboradores.

Nesta proposta, a primeira etapa ¢ a de transferéncia intramolecular do
proton para o grupo nitro levando ao intermediario 34, que cicliza para formar
o N,O-acetal ciclico 35. A decomposi¢do deste intermedidrio, forma o

derivado nitroso 36 que adiciona a ligacdo dupla gerando o primeiro
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intermediario ciclico, 37, que aromatiza para formar o correspondente N-6xido

32.

A formacao do N-6xido 32 foi comprovada pelas anélises de IV, RMN
de 'H e "C. O espectro de infravermelho apresentou como principais
absorcdes bandas em 3443 e 1713 cm’, atribuidas ao estiramento da ligacdo

O-H e a C=0 de éster, respectivamente.

No espectro de RMN de 'H ndo mais se observa as absorcdes dos
protons vinilicos e carbinodlico, presentes no material de partida. Em
contrapartida, visualizamos o aparecimento do singleto em 6 8,68 ppm
atribuido ao hidrogénio quinolinico em posicao alfa ao grupo N-o6xido. No
espectro de RMN de °C, nido foi detectado o sinal do carbono carbindlico em
67,9 ppm, do material de partida. Por outro lado, visualizamos o sinal de um
CH em 6145,43 ppm correspondente ao carbono em posi¢ao o a0 grupo nitro
da quinolona, bem como absor¢do de carbono de carbonila de éster em o

166,41 ppm. Os dados observados estdo de acordo com a literatura. **

De posse do N-0xido 32, foi possivel dar seguimento ao protocolo.
Nesta etapa, o mesmo foi submetido a uma reducao utilizando quantidades
estequiométricas de hexacarbonilmolibdato (VI)*® em etanol, sob refluxo.

Uma reacdo de transesterificacdo com o solvente etanol levou a formacao do

% Yoo, B. W.; Choi, J. W.; Yoon, C. M. Tetrahedron Lett. 2006, 47(1), 125-126.
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(Figura 42) éster 38 obtido em 49% de rendimento. Esta transesterificacao ja

havia sido observada por Coelho e colaboradores. *

OH O
P O O
N
O a o/\

® —2 . |

N N

0

3 H

32 38

Reagentes e condi¢oes. ¢) Mo(CO)g, Etanol anidro, refluxo, 45 min, 92%.

Figura 43. Reacdo para obten¢do da quinolona 38

Um mecanismo plausivel para a formacdo do éster quinolona 38 ¢
proposto por Yoon e colaboradores® para a reducio da ligagio N-O do grupo
N-6xido de 32 (Figura 43). Em um primeiro momento, ocorre a perda de um
grupo CO pela molécula de Mo(CO)g, resultando no intermediario 39, no qual
o oxigénio ligado ao nitrogénio coordena ao Mo (CO)s, facilitando a clivagem

da ligacdo N-O e levando a formag¢ao da amina 38.

OH O o o 0 0
N N0 Mo(CO)s X N0~ 0=Mo(CO)s N
®_ -CO o2 |
Ne | N
o) 0 H
32 - Mo(CO)s 38
39

Figura 44. Proposta mecanistica para a obten¢ao da quinolona 38.
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Pela analise do espectro no IV do produto de reacdo, verificou-se o
aparecimento da absorcdo em 1622 cm™ caracteristica de C=0O da quinolona e

a absor¢do em 1701 cm™ atribuida 8 C=0 do grupo éster.

No espectro de RMN de 'H do produto de reagdo observamos um
singleto em 6 9,58 ppm atribuido ao hidrogénio em posi¢do alfa ao grupo
nitrogénio quinolinico. Além dos sinais tipicos de hidrogénios aromaticos,
observa-se também o aparecimento de um quarteto em 6 4,96 ppm, integrando
para 2H, e um tripleto em 6 1,81 ppm, integrando para 3H. Estes sinais sdo

correspondentes aos hidrogénios do grupo etila.

O espectro de RMN de C apresenta como sinais mais caracteristicos
da formagdo do produto, dois carbonos quaternarios em dc = 173,77 e & =
167,68 ppm, atribuidos respectivamente as carbonilas da cetona e do éster.
Também visualizamos os sinais correspondentes aos grupos metileno (CH,) e

metila (CH3) da porg¢do etila em o 64,81 e 6 12,23, respectivamente.

A hidrdlise do éster 38 em condigdes basicas (Figura 44) levou, apos o

tratamento da reacdo, ao acido correspondente 1 em 93% de rendimento.

') ') O O
dj/u\o/\ a,b dj/u\ OH
N
N H
38 1

Figura 45. Hidrolise da quinolona 1. Reagentes e condigdes: * H,O: MeOH (1:4), K,COs,
45 min, 80 °C; *H;0", 93%.
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A hidrélise foi confirmada pela andlise do espectro no infravermelho
que apresentou sinais em 3440, 1670 ¢ 1637 cm™, atribuidos & deformacio do
grupo hidroxila do 4cido, a carbonila do grupo carboxila e da carbonila
quinoldnica, respectivamente. No espectro de RMN de 'H de 1, observamos o
desaparecimento dos sinais do grupo etila. Em contrapartida, observa-se o
aparecimento de um sinal em & 15,32 ppm, integrando para um hidrogénio,

atribuido ao hidrogénio da carboxila.

4.2.4.2. Obtencao dos derivados quinolonicos N-

alquilados

Visando aumentar o nimero de compostos para avaliacdo biologica,
foram preparados além da quinolona 1 e do éster 38, seu precursor, os

derivados quinolonicos 40 e 41. (Figura 45).
o o o o o o o o
sealiveaaliveaallvan,
N N N
" i . .
1 38 40 4

Figura 46. Derivados quinolonicos selecionados para sintese e avaliagao biologica

O derivado N-alquilado 40 foi preparado pela reagdo de 38 com iodeto

de etila, em meio basico (Figura 46).
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Figura 47. Obtencdo dos derivados N-alquilados. Reagentes e condigdes: * CH;CHS,I,
K,CO3, DMF, 12h, 53%; ® HO:MeOH (1:4), K,COs, 1h, 95 °C, 89 %.

O derivado 40 foi caracterizado por métodos espectroscopicos. No
espectro de RMN-'H foi observado um sinal descrito por nés como um
multipleto em & 4,75-4,64 ppm, integrando para quatro hidrogénios. Este sinal
que apresenta cinco linhas ¢ na verdade dois quartetos que coalescem. Esses
correspondem aos metilenos dos dois grupos etila. Além destes, aparecem um
tripleto em o 1,64 (J = 7 Hz, 3H) e outro em & 1,53 ppm (J = 7 Hz, 3H),
correspondendo as metilas dos grupos CH,CH;. Os demais sinais sao
compativeis o nucleo aromatico e o hidrogénio alfa ao nitrogénio em 6 9,47
ppm. Os dados obtidos do espectro de RMN de "°C indicam que o grupo etila
foi introduzido pela presenca de CH; e CH,, cujas multiplicidades foram

atribuidas com o auxilio do DEPT 135.

O derivado 40, por reacdo de hidrolise em meio basico originou o acido

correspondente 41 em 89% de rendimento.

Observou-se no espectro de IV, uma absor¢dao em 3418 cm’', atribuida a
hidroxila do grupo carboxila. No espectro de RMN-'H, a presenga de um

singleto em 6 15,27 ppm (1H), e de apenas um quarteto em 0 4,64 (J = 17,5
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Hz, 2H) e de um tnico tripleto em 61,44 (J = 7,5 Hz, 3H) confirmaram que a

reagdo de hidrolise havia ocorrido.

4.3. Avaliacdo in vitro da atividade inibidora da

acetilcolinesterase

4.3.1. Analise qualitativa

Para avaliacdo da inibicdo da acetilcolinesterase, utilizamos tacrina
como controle positivo e selecionamos as quinolonas 1, 38, 40 ¢ 41 como
substancias-teste. Infelizmente, a quinolona 1, ndo solubilizou em nenhum dos
solventes testados e compativeis com o ensaio colorimétrico qualitativo e

quantitativo de Ellman.

Esta reacdo pode ser acompanhada pela reacao da tiocolina com DNTP,
produzindo o 5-tio-2-nitrobenzonoato que possui coloragdo amarelada. A
coloracdo amarela pode ser medida em um espectrofotometro a 405 nm
(analise quantitativa) ou apenas visualizada como halos brancos na plaquinha
de CCD, indicativo de inibigdo da AChE (Teste positivo). Inicialmente, em
uma plaquinha de CCD contendo os compostos testes aplicados, borrifam-se
as solu¢des (DNTP) + (ATCI). Apds secagem, borrifou-se a enzima 3 U/mL e,
em 3 min. O teste ¢ positivo se forem detectados halos brancos de 5-tio-2-

nitrobenzonoato, indicativo de inibi¢do da hidrélise.
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Todos os compostos apresentaram atividade inibitoria da AChE, sendo
que o éster 38 apresentou halo ligeiramente superior (Tabela 9). Acreditamos

que isto seja devido ao fato de uma melhor solubiliza¢dao desse composto.

Tabela 9. Resultado da avaliagdo da atividade anticolinesterasica dos derivados

quinolonicos.

Composto (*) Halo de inibicao

(mm)
O O
wo/\
N 16
H
38
O O

Ly
N 14

~

40

0O O

COy ™
N 14

o

Tacrina 14

(*)Amostras aplicadas na concentragdo de 2 mg/mL; (**) Foi colocado 1uL de acetato
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4.3.2. Analise quantitativa

Os compostos testados nesta etapa incluiram as quinolonas 1, 38, 40 ¢

41.

Os ensaios para a avaliagdo da atividade anticolinesterdsica foram
realizados em placas de 96 pogos em triplicata (para o célculo do desvio
padrao) em diferentes concentracdes. Apos a adi¢do da enzima, a placa foi
levada ao aparelho de ELISA e a absorbancia foi medida em um comprimento
de onda de 415nm. Estas absorbancias, por sua vez, foram utilizadas para o
calculo da porcentagem de inibicdo. Desse modo, foram confeccionados os
graficos e, em seguida calculados os valores de 1Csy, (UM) e seus respectivos
desvios padroes. De modo geral, esta bioandlise ¢ realizada em metanol. No
entanto, devido a baixa solubilidade destes em meio aquoso o ensaio bioldgico
foi realizado em etanol. Todos os derivados apresentaram boa solubilidade
nesse solvente. O gréafico da concentragdo versus porcentagem de inibicdo,

obtido encontra-se na Figura 47, a seguir.
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Figura 48. Grafico de Inibicdo da acetilcolinestarase pela quinolona 40 avaliadas pelo

ensaio em microplaca pelo método de Elmman. Desvio padrao: 84,97 +/- 1,23 uM.

Dos resultados obtidos de inibi¢ao, apenas o composto quinolona 40 foi
capaz de inibir a acetilcolinesterase numa concentragdo menor do que 100pM.
O valor de ICs, obtido para a quinolona 40 foi de 84,97 uM. O valor de ICs,
obtido para da quinolona 40 pode ser considerado extremamente significativo

por caracterizar um prototipo a farmaco potente.
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5. Conclusao
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Neste trabalho foram planejados hibridos moleculares baseados na
estrutura da tacrina. Em uma das estratégias, buscou-se um candidato a
farmaco inibidor da acetilcolinesterase (AChE) que pudesse interagir com
ambos os sitios ligantes da enzima. Para isso, selecionamos hibridos com as
subunidades tetraminoacridina e donepezila (hibridos tipo I), variando-se o
numero de carbonos do grupo espagador. Neste caso, os estudos de docking
molecular utilizando o Programa Molegro Virtual Docking sugeriram que os
ligantes contendo duas e trés unidades metilénicas apresentavam interacoes
mais favoraveis com as AChE estudadas. Todas as tentativas de alquilar o anel

indandnico da subunidade estrutural donepezila, fracassaram.

Na outra estratégia, a proposta consistiu em desenvolver hibridos que
apresentassem em sua estrutura, as subunidades farmacofdricas da
tetraidroacridina e do ibuprofeno, buscando assim um candidato a farmaco
que pudesse aumentar a atividade colinérgica e a0 mesmo tempo atuar como
anti-inflamatorio. De acordo com os resultados de estudos de docking
molecular de hibridos contendo estas subunidades ligadas por espacadores de
tamanho variavel (dois a cinco C), verificamos que estes compostos nao
teriam interacdes favordveis com ambos os sitios da AChE. Assim, sé
poderiam ser desenvolvidos com o proposito inicial, ou seja, atividade

colinérgica (anticolinesterasica) e anti-inflamatoria.

Concluimos a sintese da subunidade tetraidroacridina funcionalizada
com um grupo hidroxila (amino alcool 6) para o acoplamento com o

ibuprofeno, através de uma ligacao €ster. A subunidade foi sintetizada a partir
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do 4cido antranilico 8, que foi convertido no correspondente espiro aminocetal
9, pela reacdo com a cicloexanona. Este intermediario foi tratado com POCI;
levando a 9-clorotetraidroacridina 7, que foi submetida a uma reacdo de
substituicdo nucleofilica aromatica com a etanolamina, para a obtengdo do
amino alcool 6. O esquema apresentado na Figura 48 resume as etapas

sintéticas desenvolvidas.
0
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—
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8 H
/ °
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Figura 49. Esquema representativo das etapas sintéticas para obtengdo dos hibridos I e II,

desenvolvidas neste trabalho.
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Na tentativa de explorar outros derivados planares e funcionalizados
para estudos futuros de ligantes capazes de interagir com ambos os sitios da
acetilcolinesterase, sintetizamos derivados  N-alquilados e  ésteres
estruturalmente  relacionados &  3-carboxi-4-quinolona. A  sintese,
esquematizada na Figura 49, iniciou com o 2-nitrobenzaldeido, que foi
convertido ao correspondente aduto de Morita-Baylis-Hillman 31. O aduto ao
ser tratado com 4cido trifluoroacético sofre uma reacdo de ciclizagao
resultando no N-oxido 32, que apds a reacdo com hexacarbonilmolibdénio,
leva ao éster 33. Este éster deu origem ao seu produto de hidrdlise 1 e ao

derivado N-alquilado 40, que, por sua vez, originou o acido 41.
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Figura 50. Esquema representativo das etapas sintéticas para a obtengdo dos derivados

quinolonicos.

Os compostos 33, 40 ¢ 41 foram submetidos a avaliagcdo in vitro da
atividade anticolinesterasica. De acordo com estudos de docking molecular, a
quinolona 1 apresenta interagdo favoravel com o sitio catalitico da
acetilcolinesterase. Infelizmente, ela ndo solubilizou em nenhum dos solventes
possiveis para a avaliagdo da atividade bioldgica. A quinolona 40 foi a que

apresentou a melhor atividade inibitoria para a AChE. Este resultado nos leva
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a acreditar que a quinolona 40 (ICs, ~87 umol.L") possa ser usada como um
prototipo para investigacdo de novas entidades quimicas inibidoras da

acetilcolinesterase.
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6. Parte experimental
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6.1. Geral

As reagoes envolvendo reagentes sensiveis a umidade foram realizadas

em atmosfera inerte de nitrogénio em baldo previamente flambado.

Os solventes comerciais utilizados foram previamente tratados e
destilados. O tetraidrofurano foi pré-seco com hidreto de calcio e destilado.
Posteriormente foi refluxado sobre Na/benzofenona. O etanol foi seco com
Mg/l e, destilado a partir de Mg (OEt), formado. O diclorometano foi seco
com hidreto de calcio. O tolueno permaneceu em Na/benzofenona por 8h e,
em seguida armazenado em atmosfera de nitrogénio. Os demais solventes e

reagentes foram obtidos da Sigma/Aldrich e ndo tiveram purificagio prévia.

Os monitoramentos reacionais foram feito por cromatografia em

camada delgada (CCD), empregando-se UV-VIS como revelador.

As purificagdes e separagdes cromatograficas dos produtos obtidos
foram efetuadas com silica flash (230-400 mesh). A sonicagdo foi realizada

em ultrassom de 81 W e 40 KHz.

Os espectros no infravermelho (IV) foram registrados em equipamento
BOMEN modelo MBSERIES e as amostras preparadas em pastilha de KBr

seco ou em filme.

Os espectros de RMN de 'H e de RMN de "°C foram adquiridos nos
equipamentos Inova 500 operando a 500 MHz para 'H e 125 MHz para "C;
BRUKER 250 operando a 250 MHz para 'H e 62,5 MHz para “C. Os
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deslocamentos quimicos sdo dados em ppm, e a multiplicidade dos carbonos
determinada por DEPT 90 e 135. Os deslocamentos quimicos (8) foram

expressos em ppm, tendo como padrao interno tetrametilsilano.

Os espectros de massas de alta resolucdo foram obtidos em um
espectrometro Quadrupolo Hibridos Time-of-Flight (Q-TOF, Micromass) com
fonte Electrospray (ESI).

A seguir, serdo detalhados somente os procedimentos experimentais que

efetivamente conduziram a intermediarios e aos produtos desejados.
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6.2. Preparacao dos compostos

6.2.1. Espiro 2H-3,1-benzoxazina-2,10-ciclohexan]-4(1H)-ona (9)

Uma mistura contendo dacido antranilico (327,6 mg, 3,70 mmol) e
cicloexanona (431,8 mg , 4,4 mmol) em 6 mL de tolueno seco foi refluxada
adaptando-se um um trap Dean-Stark ao condensador. Apds duas horas de
reagdo obtive-se um liquido viscoso de coloracdo amarelada. Apos
resfriamento a temperatura ambiente. O residuo foi diluido em acetato de etila
e, em seguida neutralizado com solugdo aquosa de K,CO;. A fase organica foi
lavada com solucdo saturada de NaCl, seca sob Na,SO, e evaporada sob
pressao reduzida. O residuo foi purificado em coluna cromatografica de silica
flash gradiente (eluente hexano:acetato de etila até 30: 70 %) para fornecer

759 mg de um so6lido castanho.
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IV (KBTI, Vinay): 3406, 1637, 1569,1502, 1421 cm’™.

RMN de 'H (CDCl; 250MHz ), 5 ppm: 1,54-2,08 (m, 10H), 4,52 (s, 1H),
6,73 (d, 1H, J = 8,25Hz), 6,89 (t, 1H, J = 6,75 Hz), 7,39 (t, IH, J = 7,25
Hz), 7,92 (d, 1H, J = 7,75 Hz);

RMN de C (CDCL, 62,5MHz), 6 ppm: 22,35 (CH,), 25,11 (CH,) 27,25
(CH,), 35,92 (CH,), 42,22 (CH2), 109,77 (C), 116,64 (C), 130,53 (CH),
132,32 (CH), 135,53 (CH), 145,38 (CH),151,33 (C), 163,99 (C=0).
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6.2.2. 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina (7)
L0
N/

7

Uma mistura contendo o espiro aminocetal 9 (706,40 mg, 3,26 mmol) e

cloreto de fosforila (POCI;) (200 mg, 13,04 mmol) foi aquecida sob refluxo

(120°C) por 2h. Depois de resfriado até a temperatura ambiente obteve-se um
solido pastoso que foi adicionada a um erlenmeyer contendo solucdo gelada
de hidroxido de potassio (9,78 mmol/L). Apdés completa adicdo, houve a
precipitacdo de um sélido amarelo escuro, separado por filtragao simples da
solucdo (pH = 10-11). A fase organica foi lavada com solucdo saturada de
NaCl, extraida com diclorometano (3x20), em seguida, seca sob Na,SO, e
evaporada sob pressao reduzida fornecendo 758,16 mg de um so6lido amarelo

com rendimento de 96%.
IV (KBr, vyax): 3470, 2936, 1637, 1578, 1485, 1261, 771 cm.

RMN de 'H (CDCl;_ 250MHz), 5 ppm: 1,98-2,00 (m, 4H), 3,07 (t , J= 4,8
Hz, 2H), 3,27 (t, J= 6 Hz,2H), 7,62 (td, 1H, J= 8,0 Hz), 7,76 (td, /=84 ¢ 1,2
Hz, 2H), 8,19 (d, 1H, J=8,4), 8,23 (dd, 1H, J=8,4 ¢ 0,8 Hz).
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RMN de C (CDCl;, 250MHz), & ppm: 22,22 (CH,), 22,37 (CH,), 27,35
(CH,), 33,08 (CH,), 123,88 (CH), 125,50 (C), 127,13 (CH), 127,30 (CH),
129,32 (C), 130,40 (CH), 144,62 (C), 159,04 (C).

6.2.3. 9-aminoalcool-1,2,3,4-tetraidroacridina (6)

HN/\/OH

X

—

6

Em um baldo de 25 mL uma mistura contendo 9-cloro-1,2,3,4-
tetraidroacridina 7 (300 mg, 1,4 mmol) e fenol (1.540,0 mg, 16,0 mmol). foi
homogeneizada a temperatura ambiente em atmosfera inerte. Em seguida,
adicionou-se etanolamina (171 mg, 2,8 mmol) mantendo a mistura reacional
em agitagao magnética e refluxo por 12h (135 °C). O residuo foi diluido em
acetato de etila e a fase orgénica foi lavada com solucdo saturada de NaCl,
seca sob Na,SO, e evaporada sob pressao reduzida. O residuo foi purificado
em coluna cromatografica de silica flash gradiente (eluente acetato de etila:
mtanol até 70: 30 %) para fornecer 758,16 mg de um sélido castanho escuro

em 43% de rendimento.
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IV (KB, Viax): 3406, 3353, 2935, 1637, 1569, 1502, 1421, 1057 cm’™.

RMN de 'H (CDCl; . 250MHz), § ppm: 1,99 (m, 4H), 3,06 (t, J= 6,40 Hz,
2H), 3,27 (t, 2H, J= 5,6 Hz), 7,62 (td, J= 0,4 e 8,00 Hz, 1H), 7,76 (td, J=1,2
8,4Hz,1H), 8,18 (d, J=8,4 Hz, 1H), 8,23 (dd, J=8.,4 Hz, 1H).

RMN de “C (CDCl;, 250MHz), & ppm: 22.73(CH,), 22,97(CH,), 24,67
(CH,), 33,82 (CH,), 50,97 (CH,), 62,05 (CH,), 117,23 (C), 122,75 (CH),
123,93 (CH), 128,44 (CH), 129,53 (CH), 147,17 (C), 150,70 (C-N), 158,55
(C=N).

RMN HMBC "“N-'H, § ppm: 48,78 (NH).

TOF-MS-ESI+: m/z = 243,1514 ([M+H]+), alta resolugao.
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6.2.4. Acrilato de metil-2-[(2-nitrofenil)(hidroxi)metil] (31)

OH O

MO/
NO

2
31

Em um baldo de 50 mL, misturou-se o aldeido 33 (508 mg, 3,32 mmol)
dissolvido em 5mL de acrilato de metila (em excesso — 5,0 equivalentes) € o
catalisador DABCO (0,65 equivalentes). A mistura foi submetida a sonicacao
em um banho de ultrassom. Depois de evidenciado o término da reacao por
CCD o excesso de acrilato de metila foi evaporado a pressao reduzida e o
bruto foi redissolvido em acetato de etila. A fase organica foi lavada com
solucdo saturada de NaCl, seca sob Na,SO, e evaporada sob pressao reduzida.
Apos filtracdo, o solvente foi evaporado sob pressdo reduzida e o bruto
submetido a purificagdo por coluna cromatografica, utilizando-se um gradiente
de eluicaohexano: acetato de etila até¢ 1:1, resultando na obtencdo do aduto

797,4 mg de MBH 31 em 72 % de rendimento, como um 6leo amarelado.
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IV (KBr, Viay): 3439, 1717, 1630 cm’™';

RMN de 'H (250 MHz, CDCL;) , & ppm: 7,96 (dd, J = 1,25 e 8,0 Hz, 1H),
7,75 (dd, J=1,5 ¢ 7,75 Hz, 1H), 7,64 (td, J=1,25,7,50 Hz, 1H), 7,46 (td, J =
1,45, 7,75 Hz, 1H), 6,37 (s, 1H), 6,20 (s, 1H), 5,73 (s, 1H), 3,73 (s, 3H), 3,08
(s,1H).

RMN de *C (62,5 MHz, CDCL;), & ppm: 166,41(C=0), 148,32(C), 140,69
(C), 136,06 (CHy= C), 133,46(CH), 128,88(CH), 128,70(CH), 126,49(CH),
124,58(CH), 67,69 (CH-OH), 52,17 (CH).
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6.2.5. oxido de 4-hidroxiquinolina-3-carboxilato de metila (32)

Em um balao de 50 mL foram adicionados o aduto de MBH 31 (498,1mg,
2,10 mmol) e 3 mL de acido trifluoroacético (TFA). A mistura permaneceu
em agitagdo magnética e foi aquecida 70 — 75 °C. A reagdo foi monitorada por
CCD e ap6s 24h foi evidenciado o término da reacdao. A solucao foi colocada
em agua gelada e o bruto reacional foi extraido com acetato de etila
fornecendo 395,2 mg de um solido bege apds purificagdo por coluna
cromatografica, utilizando-se como gradiente diclorometano: metanol até

90:10. O rendimento reacional foi de 84 %.
IV (KBr, vy.y): 3443, 1713, 1618, 1543, 1445, 1244, 769 cm’.

RMN de 'H (250 MHz, DMSO-d6), § 8,68 (s, 1H), 8,20 (d, 1H), 7,82 (d, J =
7,8 Hz,2H), 7,49 (m, 1H), 3,75 (s, 3H).

RMN de “C (62,5 MHz, DMSO-dy): 5172,36(C),165,01(C)145,43(CH),
139,41(CH), 133,50 (CH), 127,78(C), 126,50 (CH), 125,93 (CH), 115,72
(CH), 107,78 (C), 51,77 (CHs).
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6.2.6. 4-0x0-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de metila (38)

Em um baldo de 25 mL contendo 194,9 mg (0,89 mol, mmol) do N-6xido 32
e sob atmosfera de nitrogénio foram adicionados 5 mL de etanol anidro e 242
mg de hexacarbonilmolibdato (VI). Esta mistura foi mantida em agitagdo e
refluxo por 43 minutos, quando foi evidenciado o término da reagdo por CCD.
A mistura foi resfriada até a temperatura ambiente, filtrada e evaporada,
fornecendo o composto reduzido 38 (287 mg) como um so6lido branco, em 92

% de rendimento.
IV (KBr, viuay): 3429, 3164, 3069, 2997, 1701,1622,1555,1477 cm’.

RMN de 'H (250MHz, CF;CO,D) & ppm: 9,57 (s, 1H), 8,97 (m, J = 8,5 Hz,
1H), 8,52 (m, 1H), 8,43 (m, 1H),8,28 (m, 1H), 4,76 (q, J = 7,14 Hz, 2H), 1,60
(t,J= 7,20 Hz, 3H).

RMN de “C(125 MHz, CF;CO,D), 6 ppm: 173,77(C=0), 167,69(C=0),
139,71(CH), 139,50(C),138,45(CH), 138,02(CH), 130,57(CH), 125,09(C),
124,93 (CH),119,95 (C), 64,81(CH,), 12,23 (CHs).
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6.2.7. 4-0x0-1,4-diidroquinolina-3-carboxilato de metila (40)

N

)

40

Em um baldo de 50 mL contendo 211 mg (0,97mmol) da quinolona 38
adicionou-se 401,5 mg (2,91 mmol) carbonato de so6dio anidro e 1,5 mL de
DMF seco e 0,4 mL (4,85 mmol) deiodeto de etila. A mistura foi mantida em
agitagdo,aquecimento (95 °C) e sob atmosfera de nitrogénio por 12h.A
temperatura foi resfriada até a ambiente, a mistura foi entdo filtrada e o
residuofoi diluido em acetato de etila e a fase organica foi lavada com 4gua
destilada (4x10 mL) e solucao saturada de NaCl (1x 10 mL). A fase organica
foi seca sob Na,SO,, evaporada sob pressdao reduzida. A quinolona 40 (129,0

mg) foi obtida como um so6lido branco, em 53 % de rendimento.
IV (KBr, Vi) 3431, 2980, 1716, 1669, 1489, 1554 cm’.

RMN de 'H (250 MHz, CF;CO,D), & ppm: 9,47 (s, 1H), 8,75 (d, J = 8,75
Hz, 1H), 8,35 (m, 2H), 8,07 (m,1H), 4,70 (m, 4H), 1,64 (t, J = 7,25 Hz, 3H).

RMN de “C (125 MHz, CF;CO,D) ), & ppm: 174,38(C), 167,18(C),
144,60(CH), 138,63(CH), 132,60(CH), 129,33(CH), 128,17 (CH),125,05,
115,53 (CH),111,73 (C), 60,89(CH,), 48,87(CH,), 21,06(CH;), 14,47 (CHs).
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6.2.8. 6,8-Dimetil-4-0x0-1,4-dihidroquinolina-3-acido carboxilico

1)

0O O

MOH
N
|

H
1

Em um baldo de 50 mL contendo de 4-hidroxiquinolina-3-carboxilato de
metila (338,5 mg, 1,8 2mmol) foi adicionado uma solucdo de hidréxido de
potassio (12.00 g, 5,46 mmol) dissolvidos em uma mistura de 4gua e metanol
(1:4) . Esta mistura reacional foi mantida em agitacdo e refluxo por 60
minutos a uma temperatura de 80 °C. Depois de ser resfriada a temperatura
ambiente, a mistura obtida foi lavada com éter etilico, filtrada e evaporada. A
solucdo aquosa foi acidificada (pH = 4) formando um precipitado que foi
separado por filtracdo a vacuo, lavado com agua destilada e seca sob vacuo

fornecendo 298 mg de um solido bege em 93% de rendimento.
IV (Filme, v,,,,): 3440, 1637, 1670, 1477 cm-1.

RMN de 1H (500 MHz, DMSO-d6), & ppm: 15,32 (s, 1H), 8,87 (s,1H), 8,26
(d, J = 8,05 Hz, 1H), 7,84 (m,2H), 7,58 (t, J = 7,45 Hz, 1H), 3,31 (s, J = 7,45
Hz, 1H).

RMN de 13C (62.5 MHz,DMSO-d6), 8 ppm: 178,80(C=0), 165,2(C=0),
145,67(CH), 139,95(C), 134,40(CH), 126,67(CH), 125,52(CH), 124.,87(C),
120,16(CH), 108,05(C).

141



6.2.9. Etila-4-ox0-1,4-dihidro-quinolona-3-acido carboxilico (32)

O O

oLy
N

)

4

Em um baldo de 50 mL contendo de 4-hidroxiquinolina-3-carboxilato de
metila (338,5 mg, 1,8 2mmol) foi adicionado uma soluc¢ao de hidroxido de
potassio (12.00 g, 5,46 mmol) dissolvidos em uma mistura de d4gua e metanol
(1:4) . Esta mistura reacional foi mantida em agitagdo e refluxo por 60
minutos a uma temperatura de 80 °C. Depois de ser resfriada a temperatura
ambiente, a mistura obtida foi lavada com éter etilico, filtrada e evaporada. A
solu¢do aquosa foi acidificada (pH = 4) formando um precipitado que foi
separado por filtragcdo a vacuo, lavado com agua destilada e seca sob vacuo

fornecendo 298 mg de um sélido bege em 89% de rendimento.
IV (Filme, v .y): 3418, 1718, 1612, 1470 cm’.

RMN de 1H (500 MHz, DMSO-d6), 3 ppm: 15,27(s, 1H), 9,08 (s, 1H), 8,41
(dd, J = 1,5 Hz e 8,00 Hz, 1H), 8,07 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,99 (m, 1H), 7,69
(m,1H), 4,63 (q, J= 7.5 Hz, 2H), 1,43 (t, J = 7,5 Hz, 3H).

RMN de 13C (62.5 MHz,DMSO-d6), 3 ppm: 178,19(C=0), 165,2(C=0),
149,68(CH), 139,68(CH), 134,82(C), 126,80(CH), 126,02(C), 118,60(CH),
108,15(C), 49,49(CH,), 15,04(CH.,).
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7. Anexos
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