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RESUMO

A melhora da capacidade cognitiva atraves da utilizacdo de um inibidor reversivel das
enzimas colinesterases (ChEI) consiste atualmente na principal estratégia terapéutica para o
tratamento sintomatico da doenca de Alzheimer (DA), para a qual ainda ndo existe cura. No
contexto da busca por novos farmacos mais eficientes e com menos efeitos colaterais que 0s
disponiveis no mercado, protétipos andlogos aos farmacos anti-Alzheimer tém sido estudados
na literatura, contendo principalmente derivados da tacrina. Compostos hibridos combinando
dois nucleos bioativos conectados por uma cadeia alquilica espacadora permitem uma dupla
acdo no sitio ativo das colinesterases, interagindo no sitio catalitico (CAS) e no periférico
(PAS) da acetilcolinesterase (AChE) e da butirilcolinesterase (BuChE).

Neste trabalho, a sintese dos compostos de interesse envolveu a preparacdo prévia dos
nucleos separados na forma de derivados nucleofilicos e eletrofilicos. O nucleo tacrina foi
obtido através de protocolos existentes na literatura, sintetizado na forma de 9-
alquilaminotacrinas. O nucleo lofina foi preparado na forma de 9-alquilaminolofinas inéditas,
cuja etapa chave foi a obtencdo do ndcleo imidazolico através de uma reacédo
tetracomponente. Na sequéncia foram obtidos os hibridos tacrina-pirimidina e lofina-
pirimidina, contendo o ndcleo pirimidina derivado da reacdo de Biginelli. Esses compostos
ndo apresentaram a atividade esperada, provavelmente devido a uma repulséo
estereoeletronica na molécula que dificultou a interacdo com a enzimas AChE e BUChE. Duas
séries de hibridos derivados de carboidratos foram obtidas em poucas etapas a partir dos
precursores naturais D-xilose, D-ribose e D-galactose, contendo as hidroxilas protegidas pelo
grupo acetonideo. Os hibridos tacrina-carboidratos inibiram ambas as enzimas AChE e
BuChE na escala nanomolar de concentracdo, com maior afinidade pela AChE. Ja os hibridos
lofina-carboidratos foram amplamente seletivos para a BUChE. Os estudos de modelagem
molecular mostraram que o0 uso da cadeia espacadora adequada permitiu a dupla interacéo
enzimatica, com posicionamento 6timo dos nucleos no CAS e no PAS da AChE e da BUChE.
Os nucleos glicosidicos atuam no PAS da AChE via interagcbes CH/x, ligacOes de hidrogénio
e interacBes hidrofobicas com as metilas do grupo acetonideo. Considerando o baixo nimero
de etapas para a sintese, a alta poténcia inibitéria e a biocompatibilidade, os derivados de
carboidratos sintetizados neste trabalho sdo potenciais candidatos a aplicacdo no tratamento

paliativo da doenca de Alzheimer.
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ABSTRACT

Cholinesterases inhibitors (ChEI) remain the most effective therapeutic approach for
the symptomatic treatment of Alzheimer's disease (AD) for which there is still no cure. In the
quest of search for new drugs with improved efficacy and less side effects, several
Alzheimer's drug analogues, especially tacrine derivatives, have been synthesized and studied
in the recent years. Alkylene-linked hybrids containing two bioactive moieties provide a
double interaction with both catalytic site (CAS) and peripheral site (PAS) of
acetylcholinesterase (AChE) and butyrylcholinesterase (BuChE).

In this work, the synthesis of desired hybrids required previous preparation of all
nuclei as nucleophilic and electrophilic derivatives. Tacrine nucleus was obtained as 9-
aminoalkyl-tacrines, according to previous literature protocols. The key step for synthesis of
lophine derivatives was the four-component reaction to obtain the imidazole ring in the 9-
aminoalkyl-lophines. With this in hand, the lophine-pyrimidine and tacrine-pyrimidine were
syntesized, containing pyrimidine nucleus derived from Biginelli reaction. Two series of
natural-based carbohydrate hybrids from D-xylose, D-ribose and D-galactose were obtained,
with sugar moiety protected by acetonide group. Tacrine-carbohydrates hybrids were found to
be potent inhibitors of both AChE and BuUChE in the nanomolar concentration scale, with
more affinity for AChE. The lophine-carbohydrate hybrids were strongly selective for
BuChE. Molecular modeling studies predict that the alkylene linker enables the correct
positioning of the two moieties with CAS and PAS to allow optimal interactions with the
binding cavity. Moreover, the glycosyl moieties interact with PAS via CH/xn, hydrogen bonds
and hydrophobic interactions through their methyl groups of acetonide. Considering the short
synthesis, the high inhibitory potency and the biocompatibility, the carbohydrate-based
hybrids synthesized in this work are potential candidates for the treatment of Alzheimer's

disease.
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1. INTRODUCAO

O mal de Alzheimer ou doenga de Alzheimer (DA) é uma patologia neurodegenerativa
que causa perda progressiva e irreversivel das fun¢des cognitivas, sendo a forma mais comum
de deméncia entre idosos. Segundo estimativas da organizagéo internacional para a DA (ADI
- Alzheimer Disease International), em 2015 cerca de 46 milhdes de pessoas possuiam a
doenca no mundo e os casos devem ultrapassar 140 milhdes até 2050." A DA ainda ndo
possui cura nem um medicamento eficaz, possuindo apenas tratamentos sintomaticos e
paliativos. Ainda sem causa conhecida, o principal fator de risco associado € a idade
avancada. Entretanto, outros fatores como hipertenséo, depresséo, diabetes e pouca atividade
fisica e cognitiva também podem contribuir para o desenvolvimento da doenca.® A
importancia socioeconémica do desenvolvimento de novos agentes terapéuticos para a DA
supera 0s possiveis riscos e 0s custos de desenvolvimento. Somente nos Estados Unidos, entre
2010 e 2011, os prejuizos econdmicos causados pela DA superaram o0s 215 bilhdes de dolares.
De acordo com relatorios recentes, a venda de drogas para o tratamento da doenca de

Alzheimer pode ter chegado a 8,3 bilhdes de délares em 2017.3

A melhora da capacidade cognitiva através da utilizacdo de inibidores reversiveis das
enzimas colinesterases (ChEI) consiste atualmente na principal estratégia terapéutica para o
tratamento sintomatico da DA. As enzimas colinesterases, acetilcolinesterase (AChE) e
butirilcolinesterase (BuChE), sdo responsaveis por catalisar a hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas do sistema nervoso central e nas juncdes
neuromusculares. A utilizacdo de ChEl permite a estimulacdo dos receptores de ACh
prolongando a disponibilidade do neurotransmissor na fenda sinaptica e melhorando o0s
sintomas associados a DA.* Atualmente, trés dos quatro farmacos disponiveis no mercado
para o tratamento da doenca de Alzheimer sdo do tipo ChEIl: Donepezil (Aricept®), (S)-
Rivastigmina (Exelon®) e Galantamina (Razadyne®), Figura 1.° Outro farmaco, a
Memantina (Namenda XR®), é do tipo antagonista dos receptores de N-metil-D-aspartato
(NMDA), que impede a ativacdo desses receptores pelo glutamato, evitando o influxo livre de
Ca™ e a consequente excitotoxicidade.> ’ Entretanto, esse farmacos apresentam efeitos

colaterais, tais como nausea, diarreia, perda de peso, tontura, dor de cabeca e cansaco.’

A tacrina (9-amino-1,2,3,4-tetraidroacridina, Figura 1) foi o primeiro farmaco
aprovado nos Estados Unidos pela Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento
2



sintomético da DA, em 1993. Apesar de ser um potente inibidor de ambas as enzimas AChE e
BuChE, seu uso foi descontinuado devido aos efeitos colaterais, principalmente a
hepatotoxicidade.
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(6]
N C
Donepezil Galantamina

Figura 1. Farmacos aprovados para o tratamento da doenca de Alzheimer.

No contexto da busca por novos farmacos mais eficientes e com menos efeitos
colaterais que os disponiveis no mercado atualmente, protétipos andlogos aos farmacos anti-
Alzheimer tém sido sintetizados na literatura, contendo principalmente derivados da tacrina.®
Por sua facilidade de sintese e sua elevada afinidade com o sitio ativo da AChE, a tacrina é
uma estrutura de referéncia, ainda amplamente empregada como nucleo na construcdo de
novas moléculas com o objetivo de encontrar farmacos mais potentes e mais seguros.’ Apés a
obtencdo da estrutura de raios-X da enzima AChE em 1991, confirmou-se que o sitio ativo
consiste em uma profunda cavidade, incluindo dois sitios de ligacdo: o sitio catalitico ativo
(CAS), no fundo da cavidade, e o sitio anidnico periférico (PAS), na entrada.’® Com base
nisso, em 1996 Pang e colaboradores realizaram a sintese de compostos do tipo bis(n)-tacrina,
moléculas com duas unidades do nucleo tacrina ligadas por uma cadeia espacadora de
carbonos metilénicos (Esquema 1). Eles propuseram que esses compostos seriam capazes de
interagir em ambos os sitios da AChE e consequentemente seriam inibidores mais eficientes
(Figura 2). De fato, as analises in vitro mostraram que os dimeros de tacrina sdo potentes
inibidores da AChE, sendo que o bis(7)-tacrina foi mil vezes mais ativo que a tacrina.™
Estudos conformacionais dos dimeros bis-tacrina indicaram que o espacamento de sete
carbonos metilénicos permite uma distancia de 18 A entre os 4&tomos de nitrogénio de cada

molécula de tacrina, bem proximo do valor de 16 A entre o0 CAS e 0 PAS, determinado em
3



estudos computacionais.> O estudo feito por Pang com os dimeros bis(n)-tacrina também
mostrou que 0 aumento da cadeia provoca diminuicdo da atividade bioldgica de inibi¢do da
AChE, observacao que também foi feita com heterodimeros tacrina(n)-quinolina e tacrina(n)-

w, o oueo

N X Mn |
P 2) Br(CH)nBr

N ta.,12h

n=7-10
Tacrina bis(n)-tacrina

piridina.*®

Esquema 1. Sintese dos dimeros bis(n)-tacrina por Pang e colaboradores.

Racionalizacao
Estrutural

Figura 2. Acdo do bis-tacrina nos dois sitios da enzima acetilcolinesterase. Adaptado do
trabalho de Pang et al.™

Devido a complexidade da doenca de Alzheimer, por seu carater multifatorial, ha
grande interesse da comunidade cientifica no design de moléculas multialvo, que possam
interagir simultaneamente com diferentes fatores da doenca, de maneira a impedir o seu
progresso mais do que apenas mitigar seus sintomas.'* Hibridos contendo o nicleo tacrina
conectado por uma cadeia metilénica a um outro nicleo bioativo tém sido estudados e tém se
mostrado promissores como moléculas multialvo para o tratamento sintomatico da DA.™
Recentemente nosso grupo de pesquisa obteve novos hibridos tacrina-tianeptina e tacrina-
lofina, além de dimeros quirais do tipo bis-tacrina (Figura 3). Esses compostos mostraram-se

potentes inibidores das enzimas AChE e BUuChE, com ICs, na escala nanomolar.*®: - 18
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Figura 3. Compostos sintetizados pelo nosso grupo com atividade anticolinesterase.
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2. OBJETIVOS

Considerando a crescente busca por novos farmacos multialvo para o tratamento da
doenca de Alzheimer, este trabalho teve como objetivo principal a obtencéo de novos hibridos
inibidores de colinesterases. Pretendeu-se realizar a sintese de compostos baseados em tacrina
e lofina, conectados por uma cadeia metilénica espagadora aos nucleos: pirimidina, obtidos a
partir da reacéo de Biginelli; e derivados dos carboidratos D-xilose, D-ribose e D-galactose.

Os objetivos especificos foram: (i) a utilizacdo de uma metodologia tetracomponente,
previamente desenvolvida no grupo para a obtencdo dos intermediéarios contendo o nucleo
lofina; (i) o emprego da reacdo multicomponente de Biginelli para a sintese dos
intermediarios pirimidinicos; (iii) a preparacdo de intermediarios contendo os nlcleos tacrina
e carboidratos, através de protocolos existentes na literatura; (iv) a sintese e a caracterizacao
dos hibridos de interesse; (v) 0 envio das amostras dos produtos finais para a realizagdo dos
ensaios de inibicdo das enzimas AChE e BuChE; (vi) o envio das estruturas para estudos de

modelagem molecular.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1. ADOENCA DE ALZHEIMER

3.1.1. Aspectos Gerais

A doenga de Alzheimer (DA) foi descrita pela primeira vez em 1907 pelo médico
psiquiatra e neuropatologista alemdo Alois Alzheimer (1864-1915), que definiu em sua
publicacdo como "uma desordem peculiar do cortex cerebral.” Em 1901 a alemd Auguste
Deter foi internada aos 51 anos em uma clinica psiquiatrica, apresentando os sintomas que
hoje sdo associados a DA, tais como prejuizos crescentes de meméria, alteracfes repentinas
de humor, agressividade e perda das fungdes cognitivas. Auguste foi atendida por Alzheimer,
que acompanhou a regressdo mental da paciente até o dbito apds quatro anos e meio. Apos a
morte da paciente, Alzheimer examinou amostras de seu encéfalo sob o microscopio e
observou alteragcdes nas neurofibrilas que servem de sustentacdo ao citoesqueleto celular e,
em muitos lugares onde deveriam haver neur6nios, haviam apenas feixes de fibrilas. Ele
observou também o acumulo entre as células de um produto patolégico do metabolismo dos
neurdnios, o qual chamou de placa senil. Atualmente sabe-se que essas fibrilas observadas por
Alzheimer sdo emaranhados neurofibrilares de uma proteina chamada tau, hiperfosforilada no
interior das células, enquanto que as placas senis sdo agregados insoluveis de um peptideo
chamado beta-amildide (AP).

Atualmente, existem dois tipos reconhecidos para a DA: a familiar ou de inicio
precoce (FAD - Familial Alzheimer's Disease) e a de inicio tardio ou esporadica (LOAD -
Late Onset Alzheimer's Disease), sendo a primeira mais rara e representante dentre 1% e 6%
dos casos.” Na FAD os sintomas manifestam-se antes dos 60 anos e a doenca possui um forte
componente genético, associado a mutacGes e polimorfismos nos genes APP, PSEN1 e
PSEN2, localizados nos cromossomos 21, 14 e 1, respectivamente, transmitidos de forma
autossémica dominante.® ?° Embora controverso na literatura, em 2013 um estudo
envolvendo a extracdo do DNA do tecido cerebral de Auguste apontou para uma mutacdo no
gene PSEN1, o que caracterizaria a DA familiar correspondente com idade na qual a paciente
apresentou os sintomas.? ? A DA esporadica é a forma mais comum da doenca, tendo como
principal fator de risco a idade avangada. Nos ultimos anos tem se fortalecido a teoria de que

0 gene ApoE4 seja o principal fator genético de risco ao desenvolvimento da DA, tanto a

9



familiar quanto a esporadica. A alipoproteina E (ApoE) € uma proteina plasmética produzida
pelos astrocitos e é capaz de se ligar a lipideos, sendo responsavel pelo transporte de
triglicerideos, colesterol e fosfolipidios, os quais possuem vital importancia para as sinapses.”
28 Em seres humanos ha trés isoformas da ApoE: ApoE2, ApoE3, e ApoE4, que afetam de
forma diferente a agregacdo do peptideo beta-amiloide (AP).2* Experimentos mostraram que a
ApoE4 promove a fibrilogénese in vivo e in vitro do peptideo AB.”> De fato, tem sido
observado que individuos com a variante ApoE4 tem predisposi¢do para o acimulo de placas,
sendo que a posse de uma copia do gene triplica o risco de desenvolver a DA, ja um individuo
que herdou duas copias do gene tem 90% de risco de desenvolver a doenga. A proeminéncia
do gene ApoE4 na populacdo varia entre 15 e 20%, sendo o ApoE3 o mais comum.?
Entretanto, a heranca do gene ApoE4 ndo é necessaria nem suficiente para causar DA, ela
apenas aumenta o risco, que € maior se associado a doenca vascular periférica e diabetes tipo
2_26

A dificuldade atual em se obter um diagnostico preciso de Alzheimer em sua fase
inicial, onde os sintomas ainda sdo inconclusivos e facilmente confundidos com sintomas
naturais do envelhecimento, faz com que os tratamentos comecem sempre quando a doenca ja
estd em estagio de moderado a avangado. Além disso, o inicio da manifestacdo dos sintomas
varia muito de pessoa para pessoa. Em pacientes que ja manifestam o0s sintomas,
principalmente problemas de memdria, o diagnostico diferencial € bastante amplo, podendo
ser confundido com tipos de deméncia senil, disfuncdo vascular cognitiva, infeccdes,
neuroinflamacdo e alteragdes metabdlicas.?’ Atualmente, uma técnica utilizada para o
diagnostico da DA é a PET (Tomografia Computadorizada por Emisséo de Positrons), onde
um composto marcado com radioisotopo se liga as placas de AP, marcando-as e tornando
possivel identificar a quantidade e a area de deposicdo.?® Trés radioisotopos de fltior-18 (*°F)
foram aprovados pela FDA para uso no diagnostico de Alzheimer com a PET: florbetapir,
flutemetamol e florbetaben. Outro exame bastante utilizado é analise do liquido
cefalorraquidiano, cuja composicado na DA é diferente de outros tipos de deméncia, contendo
altos niveis da proteina tau hiperfosforilada e baixos niveis da forma Ap;.s> (discutido mais
adiante), o que também pode indicar que o paciente é propenso a desenvolver a DA.?’ Um
estudo de um grupo de pesquisa da Suécia, envolvendo um grupo de 146 pessoas saudaveis e
46 pessoas com comprometimento cognitivo leve (MIC - mild cognitive impairment) devido a
doenca de Alzheimer, mostrou que as duas técnicas podem detectar a DA em fase leve com

alta precisio e que ndo ha diferencas significativas nos resultados.”®
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3.1.2. Caracteristicas Patoldgicas e Hipoteses

Com base nas caracteristicas patoldgicas observadas em cérebros de pacientes afetados
pela doenca de Alzheimer, as quais sdo comuns nos dois tipos da doenca (familiar e tardia),
diferentes hipdteses tém sido propostas com objetivo de direcionar a busca por um tratamento
terapéutico eficaz. A presenga de agregados do peptideo AP e de emaranhados fibrilares da
proteina tau sdo as principais caracteristicas observadas, sendo que o0s niveis totais de Ap
observados aumentam em seis vezes no cérebro de pacientes comparado com o de pessoas
saudéveis.®” ** Os peptideos AP sdo sintetizados nas células a partir da clivagem da protefna
precursora amiloide (APP) em duas reagdes sequenciais, catalisadas pelas enzimas B-secretase
(BASE-1) e y-secretase (Figura 4a).** Os agregados AP sdo formados por dois tipos de
fragmentos: com 40 e 42 residuos de aminoacidos, APB1-40 ¢ APi-42 respectivamente. Apesar do
fragmento AP;.40 Ser 0 mais comum, 0 A;-42 € mais hidrofébico e possui um maior potencial
amiloidogénico, embora ambos sejam capazes de se agregar em oligdmeros sollveis e em
placas senis insoliveis.” A hipdtese da cascata amiléide originalmente descreve que a
disfuncdo observada na DA ¢é causada pelo acimulo das placas senis Ap. Contudo, pesquisas
mais recentes tém confirmado que os oligdmeros sollveis AB sdo 0s principais responsaveis
em conduzir a interrupcdo das sinapses, com consequente morte dos neurbnios e perda de
memodria.** Apesar dos efeitos nocivos da AP, estudos tém mostrado que tanto os peptideos
AP quanto a APP parecem possuir uma funcdo fisiolégica importante para a
neuroplasticidade, promovendo a proliferacéo, a diferenciacdo e a transmissdo sinaptica de
vérias células.> ** A outra caracteristica patogénica observada por Alois Alzheimer foi a
presenca de emaranhados neurofibrilares no lugar de onde deveriam haver neurbnios, o que
hoje se sabe serem da proteina tau, dando origem a hipdtese da proteina tau. A tau é uma
proteina responsavel por promover a montagem e a estabilidade dos microtubulos, essenciais
para a manutencdo do citoesqueleto celular (Figura 4b). Porém, em cérebros acometidos pela
DA essa proteina sofre hiperfosforilagdo e consequente mudanca de sua conformacéo nativa,

o que leva ao seu desenrolamento dos microttbulos e & morte do neurdnio.*
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Figura 4. a) clivagem da proteina APP gerando o peptideo AP. Adaptado do trabalho de
Patterson et al.**; b) comparagdo da proteina tau associada aos microtibulos (acima) e
hiperfosforilada (abaixo). Créditos da imagem: Shutterstock®.

Nos ultimos anos, a imunoterapia com base nas hipdteses da proteina tau e da cascata
amiloide tem despertado a atengdo da comunidade cientifica devido aos bons resultados in
vitro. Anticorpos, tais como o bapineuzumab e o solanezumab foram capazes de atravessar a
barreira hematoencefalica e promover a limpeza das placas amildides pelos astrécitos.®
Entretanto, o solanezumab ndo apresentou melhora nos sintomas em pacientes e falhou na
fase 3 dos testes clinicos.® O bapineuzumab é um anticorpo monoclonal que se liga a
peptideos amildides toxicos no cérebro, contribuindo para a sua remocgdo. Além disso, foi
capaz de reduzir a concentracdo da proteina tau no liquido cefalorraquidiano, porém, essa
acdo ndo se traduziu em melhora clinica nos pacientes.®” Além do mais, outras dificuldades
tém afetado a busca por um protétipo promissor que atue diretamente na tau ou na AP, tais
como a heterogeneidade dos agregados AP, a existéncia de outras proteinas envolvidas na
patogénese da DA e a indisponibilidade de estruturas de alta resolucdo dos oligobmeros de AB
ou tau e suas interagdes na célula.*® Compostos que inibem a enzima p-secretase (BASE-1),
responsavel por catalisar a clivagem da APP, apresentaram bons resultados em fases pré-

clinicas, porém foram abandonados em fases clinicas 11 ou I11.%

A hipotese dos metais propde que o desequilibrio dos mecanismos homeostaticos que
compartimentalizam e regulam metais enddgenos, como Cu*? e Zn*?, pode favorecer a
formacdo de agregados AP através da atragdo e interagdo com residuos de histidina dos

mesmos, contribuindo para o desenvolvimento e o avanco da DA.*' Diversos estudos tem
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revelado que o Cu*? e Zn*? competem pelos mesmos residuos na AB, sendo que o Zn*? possui
uma contribuicdo maior para a agregacdo, enquanto que o Cu*? promove mudancas
conformacionais no peptideo.’ Além disso, esses biometais possuem a capacidade de produzir
espécies reativas de oxigénio (ERO) e de nitrogénio (ERN), contribuindo para o estresse
oxidativo. Além do mais, é descrito na literatura 0 aumento na concentracao de cobre, zinco e

ferro em cérebros de pacientes com DA.*

Além dos metais fisioldgicos, a exposicdo prolongada a metais toxicos tais como
aluminio e mercdrio também contribui na patogénese da DA. O merclrio é um metal toxico
bioacumulativo, que provoca danos ao sistema nervoso central. Ha varios relatos na literatura
associando a exposicdo ao mercudrio ao desenvolvimento de doencgas neurodegenerativas, tais
como Parkinson e Alzheimer.** ** Por exemplo, observou-se que ratos expostos a merc(rio
tiveram dificuldades na formacdo dos microtubulos do citoesqueleto neuronal. O mercurio
promoveu nos cérebros das cobaias a inibi¢do do trifosfato de guanosina (GTP), impedindo a
polimerizacdo da tubulina, proteina que forma os microtdbulos.* Alguns estudos apontam
para a exposicdo prolongada ao amalgama usado em préteses dentarias, que contém mercurio
ha composicdo, o que poderia acelerar o processo de desenvolvimento da DA.** *® Vérios
estudos tem evidenciado que o aluminio induz o acumulo de placas AP, além de promover
disfuncdo mitocondrial, levando a apoptose neuronal, observada tanto em testes in vitro
quanto em testes in vivo.*” De uma forma geral, os metais exibem efeito t6xico no organismo
pela ligacdo a proteinas transportadoras de Ca*?, principal sinalizador bioquimico, impedindo

e interferindo nos processos celulares.**

A principal estratégia terapéutica baseada na hipdtese dos metais é o sequestro desses
metais através da utilizacdo de agentes quelantes. O clioquinol, um derivado da 8-
hidroxiquinolina que possui propriedades quelantes para metais como zinco, ferro e cobre,
mostrou-se efetivo na inibicdo da formagdo de oligdmeros AP} em ratos apds tratamento oral
por nove semanas. Contudo, além de alguns efeitos colaterais, complicacdes na producdo em
grande escala tem desmotivado pesquisas adicionais para seu uso no tratamento da DA.** A
maioria dos estudos envolvendo a hipotese dos metais é fundamentada em compostos cujo
alvo é a hipotese colinérgica, isto é, inibidores de colinesterase cuja estrutura foi desenhada

ou modificada para agir como quelante.

A hipdétese colinérgica foi a primeira teoria proposta para a terapia da DA e postula

que a perda das funcdes colinérgicas associada a morte neuronal contribui significativamente
48, 49
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Atualmente, trés dos quatro farmacos disponiveis no mercado para o tratamento da doenca de
Alzheimer baseiam-se nessa hipOtese, ou seja, sdo inibidores das enzimas colinesterase
(Figura 1, péag. 3). Além disso, os melhores resultados obtidos até o momento envolvem
compostos cuja estratégia inicial baseia-se na sintese de uma série de inibidores de
colinesterases, seguida por modificagdes na estrutura dos compostos mais potentes com vias
de atingir as caracteristicas das outras hipdteses. Como tratou-se da base para o
desenvolvimento deste trabalho, a hipotese colinérgica e serd abordada em mais detalhes nas
secdes seguintes.

Existem ainda outras varias caracteristicas observadas que ndo serdo abordadas neste
texto, tais como disfungdes mitocondriais associadas ao estresse oxidativo, problemas no
metabolsimo do colesterol, associacdo entre a DA e o diabetes, entre outras.> * A
memantina, unico farmaco aprovado até o momento que ndo age via inibicdo das
colinesterases, atua como antagonista dos receptores NMDA (N-metil-D-aspartato), baseada
na hipotese glutamatérgica. Ao se ligar aos receptores NMDA (NMDAr), a memantina
impede a ligacdo do glutamato, seu agonista natural, o qual promove superestimulacdo dos
NMDAr provocando a excitotoxicidade devido ao influxo excessivo de Ca*? no meio

intracelular.®’

3.2. HIPOTESE COLINERGICA E ENZIMAS COLINESTERASES

3.2.1. Mecanismo de transmissao colinérgica

A sinapse ocorre na regido chamada fenda sinaptica, um pequeno espaco entre o
axonio de um neurdnio pré-sinaptico e um neurénio ou midcito pos-sindptico (Figura 5). Um
potencial de acdo gera uma despolarizacdo na membrana celular, que se propaga atraves de
abertura e fechamento de canais ibnicos de sodio e potassio ao longo da membrana do axénio.
Esse processo € conhecido como impulso nervoso, que ao atingir a regido proxima a fenda
sinéptica promove a abertura de canais de calcio, permitindo o influxo de fons Ca*2. O
aumento da concentracio de Ca*? na zona ativa induz a liberacdo da ACh na fenda sinaptica.
Uma vez liberada, a ACh liga-se a receptores especificos localizados na membrana da célula
pos-sindptica, permitindo a passagem de ions Na* e K*, gerando um novo potencial de agdo e

propagando a transmissdo da mensagem intercelular.*
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Figura 5. Estrutura do neurotransmissor acetilcolina (a esquerda) e representacdo esquematica
da sinapse quimica entre dois neurdnios (a direita). Figura extraida do livro Principios de
Bioquimica de Lehninger, 62 ed., pg. 466.>°

As enzimas acetilcolinesterase (AChE, E.C.” 3.1.1.7) e butirilcolinesterase (BuChE,
E.C. 3.1.1.8) sdo serino hidrolases que catalisam a reacdo de hidrélise de ésteres derivados de
colina ou similares. A AChE atua seletivamente em acetilésteres e sua funcéo fisiologica ¢é a
hidrolise do neurotransmissor acetilcolina (ACh) nas sinapses colinérgicas. Esse € um
processo natural importante para evitar a dessensibilizacdo, onde a superestimulacdo do

receptor de ACh mantém o canal fechado apesar da continua presenca de ACh e esse estado

“ O Numero EC (Enzyme Commission) é uma classificacio das enzimas de acordo com a reacéo catalisada,
determinada pela Unido Internacional de Bioquimica e Biologia Molecular (IUBMB), podendo ser conferida no
site: http://www.sbcs.gmul.ac.uk/iubmb/enzyme/.
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pode persistir por muitos segundos mesmo apos a remogdo da ACh, podendo levar a falhas
fatais nos processos cognitivos e paralisia cerebral.”> A intoxicacdo por inibidores
irreversiveis da AChE, tais como o0s agentes de guerra organofosforados, promove esse
processo ao impedir a hidrélise e a reciclagem da ACh.>? Entretanto, a utilizacio de inibidores
reversiveis da AChE tem se demonstrado a estratégia terapéutica mais eficaz para o

tratamento paliativo da doenca de Alzheimer.*

3.2.2. Acetilcolinesterase

A AChE é encontrada principalmente em juncfes neuromusculares, sistemas nervosos
central e periférico, fibras colinérgicas e ndo colinérgicas e hemacias, sendo que sua atividade
é maior nos neurdnios motores e sensoriais.>® Nas sinapses, encontra-se principalmente na
forma tetramérica ancorada na membrana celular. A estrutura monomérica da AChE humana
constitui-se em 543 aminoacidos arranjados em 12 folhas B centrais envolvidas por 14 helices
0, sendo classificada como um sanduiche o/p.>* > A estrutura da AChE tende a ser bem
conservada entre as diferentes espéecies, por exemplo a humana (Homo sapiens, hAChE) e a
do camundongo (Mus musculus, MmAChE), possuem 88% de identidade e 97% de homologia
na sequéncia de amino4cidos.>® °® Em 1991, Sussman e colaboradores publicaram a primeira
elucidacdo da estrutura tridimensional da AChE, através da cristalizagdo do homodimero da
enzima obtida da arraia elétrica do pacifico (Torpedo californica, TCAChE), utilizando anélise
de raios-X.*° A partir deste trabalho, aliados a novas estruturas cristalinas da AChE de varias
espécies cristalizadas com inibidores, inimeros estudos computacionais foram desenvolvidos
e tém auxiliado o entendimento da estrutura detalhada da enzima, especialmente no sitio
ativo, o que é fundamental para o planejamento racional de novos farmacos.>” *® A TCAChE e
a hAChE sdo as espécies mais estudadas da enzima do ponto de vista computacional e suas
sequéncias de aminoacidos possuem 86% de homologia, com as posi¢cdes de aminoacidos no
sitio ativo quase idénticas. As diferencas entre as AChE de diferentes espécies sdo mostradas

na Tabela 1, pagina 35.

A AChE tem sido purificada e isolada nas suas formas monomérica, dimérica e
tetramérica, entretanto a forma tetramérica é a mais importante para a atividade catalitica em

condigBes fisiologicas, sendo predominante em cérebros de mamiferos.”® ® A estrutura
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tetramérica da AChE é mantida por um dominio do mondmero rico em triptofano,” chamado
dominio de tetramerizagdo anfifilico (WAT - tryptophan amphiphilic tetramerization),
composto por 40 residuos de aminoacidos e a extremidade C-terminal da proteina (Figura 6a).
A interacdo entre cada dominio WAT de cada mondmero estabiliza a estrutura quaternaria
(Figura 6b).°* Por sua vez, o tetramero da AChE é ancorado na membrana celular através de
duas estruturas essenciais: o dominio de ligacdo rico em prolina (PRAD - proline-rich
attachment domain) e a proteina de ancoramento & membrana (PRIMA - proline-rich
membrane-anchoring protein) (Figura 6b e Figura 6¢). A PriMA ¢é a proteina de ancoramento
nas sinapses neuronais, enquanto que na sinapses onde ha lamina basal, como nas juncdes
neuromusculares, a enzima € ancorada pela subunidade Q tipo coldgeno (ColQ- collagen-like
Q subunit) (Figura 6d).°? Estudos de cristalografia e calculos computacionais mostraram que
interacOes hidrofobicas do tipo stacking entre 0 WAT e o PRAD, formando um complexo
[(WAT),PRAD], estabilizam o ancoramento na membrana do tetramero da AChE do

camundongo (Figura 6¢-d).%%

" As estruturas dos 20 aminoacidos mais comuns em proteinas estdo disponiveis, junto com seus respectivos
nomes e cddigos, no Apéndice A (pag. 175).
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Figura 6. a) Estrutura do monémero da MmAChE com destaque para o sitio ativo (azul claro)
e 0 dominio WAT em hélice a; b) Vista de cima da estrutura tetramérica da MmAChE, com
cada monbGmero representado por uma cor, o sitio ativo em azul claro, a Ser203 da triade
catalitica em verde e os dominios WAT ao centro, circundando o PRAD;:® ¢) e d)
Representacao esquematica da ancoragem da AChE em células neuronais via PRIMA (c) e em
lamina basal via ColQ (d).® Figuras adaptadas das referéncias citadas.

3.2.2.1. Mecanismo Catalitico da Acetilcolinesterase

O sitio ativo de cada unidade monomérica de AChE consiste em uma estreita e
profunda cavidade de cerca de 20 A de profundidade e possui dois sitios de ligacdo: sitio ativo
catalitico (CAS - catalytic active site), no fundo da cavidade, e sitio aniénico periférico (PAS
- peripheral anionic site), na entrada (Figura 7a).>> * ® O mecanismo de hidrélise da
acetilcolina pela AChE tem sido estudado antes mesmo da primeira cristalizacdo e elucidacéo
da estrutura tridimensional. Com base em evidéncias experimentais, em 1987 Daniel M.
Quinn prop6s que o mecanismo de hidrélise pode ser dividido em duas partes: acilacdo
(ligacdo da acetilcolina na enzima e liberacdo da colina) e desacilacdo (liberacdo do de acido
acético e restabelecimento do sitio ativo).®® A elucidagdo da estrutura tridimensional da
TcAChE confirmou que a triade catalitica € composta por Ser200, His440 e Glu327, similar a

triade de vérias outras serino hidrolases, onde a serina é o nucleéfilo.’® ®” Com a ampliacéo da
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biblioteca* de estruturas de AChE de diferentes espécies, cristalizadas com diferentes
substratos e inibidores, aliado ao avango da quimica computacional, diversos estudos de
mecanica quantica e mecanica molecular tém possibilitado a melhor compreensédo do
mecanismo catalitico e da estrutura detalhada do sitio ativo.®® Além dos trés aminoécidos
responsaveis diretamente pela atividade catalitica, o CAS possui aminoacidos estritamente
posicionados para conferir alta seletividade para acetilésteres, restringindo o espago para a
hidrélise de ésteres volumosos no chamado bolso acila, composto por trés fenilalaninas
(Phe288, Phe290 e Phe331). A cavidade do oxianion, composta por duas glicinas (Gly118 e
Gly119) e uma alanina (Ala201), todas posicionadas proximas ao nucle6filo (Ser200), doam
ligacdo de hidrogénio (LH) a partir do NH da cadeia peptidica para 0s oxigénios do grupo
acetil, tornando o carbono carboxilico mais suscetivel ao ataque nucleofilico, como mostrado
esquematicamente na Figura 7b.>> Além disso, essas LH sdo fundamentais para manter a
estabilidade dos intermediarios tetraédricos formados em ambas as etapas, como mostrado
mais adiante no Esquema 2. A acetilcolina é atraida para dentro da cavidade do sitio ativo
atraves de atracdo eletrostatica do grupo colina positivamente carregado pelo Asp72, um
aminoécido negativamente carregado (Figura 7a, D72).% Vérios residuos de aminoécidos
aromaticos, tais como Trp279, Tyr70, Tyr334, Tyr121 e Phe330 ajudam a "empurrar™ a ACh
para o fundo da cavidade, onde estd o CAS. Um residuo fundamental para concluir esse
processo é o Trp84, localizado adjacente a triade catalitica e responsavel por atrair e
acomodar o grupo colina via interacdo cation-m, enquanto a triade catalitica se encarrega de
iniciar a reacdo. Essa regido é conhecida como subsitio anibnico, pois 0 nome foi dado
quando se acreditava que era um aminoacido negativamente carregado o responsavel por essa

funcdo.>> ®

A enzima AChE segue a cinética de Michaellis-Menten e seu mecanismo pode ser
descrito dessa forma, onde inicialmente ocorre a formacdo do complexo enzima-substrato

(ES), como mostrado a seguir na Figura 7b.

' Todas as enzimas cristalizadas com ou sem substrato ou inibidor estdo catalogadas no banco de dados PDB
(Protein Data Bank), com um determinado codigo especifico. Para mais detalhes: http://www.rcsb.org/pdb.
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Figura 7. a) Cavidade do sitio ativo da AChE, onde a linha pontilhada representa o espaco
disponivel, mais estreito na entrada. Adaptado do trabalho de Lushington et al.>® b)
Representacdo do complexo ES antes de reagir: interacdo cation-nt com Trp84 ¢ LH com

Gly118-119.

No Esquema 2 é mostrada a proposta mais consistente para mecanismo da AChE.
Apos a formacdo do complexo ES (I), o ataque nucleofilico da Ser200 leva a formacdo do
intermediario tetraédrico representado por Ila e Ilb. A teoria do estado de transi¢do prevé que
uma enzima tende a estabelecer interacfes favoraveis com o estado de transicdo da reacao de
modo a estabilizad-lo e baixar a energia de ativacdo da reacdo, atuando assim como um
catalisador.®® De fato, varios estudos tém mostrado que a energia do estado de transicdo na
AChE, representado pelas estruturas lla e Ilb, possuem energia menor quando comparado
com o complexo enzima-substrato (1).” " Além disso, uma terceira LH, entre o H da ligagéo
peptidica da Ala201 e o oxianion do substrato surge em Il que ndo é observada no complexo
ES, aumentando o componente estabilizador. Por fim, calculos prevéem a formacédo de LH do
H da His440 tanto com o O da Ser200 (l11a) quanto o O do éster de colina (11b) no estado de
transicdo. Posteriormente, ocorre a desprotonacdo da His440 pelo oxigénio da ACh, levando
ao rompimento da ligacdo C-O na ACh. Esse rompimento € favorecido pela neutralizacdo do

sistema (representado pelo estado 111) e a liberacdo de colina, que é recapturada pela célula

para nova sintese de ACh.
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Na etapa de desacilacdo, mostrada no Esquema 2b, uma molécula de agua, altamente
conservada e posicionada pela enzima (discutido mais adiante) é desprotonada pela His440,
promovendo a substituicdo nucleofilica na acetil-Ser200 (enzima acetilada, I11), formando o
segundo intermediario tetraédrico, representado por 1V, que conduz a liberacdo de &cido
acético e a regeneragdo do sitio ativo enzima (V)."
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Vérias informacgBes experimentais baseadas em estudos computacionais tém
evidenciado alguns detalhes do mecanismo da AChE. Por exemplo, assim como observado
em varias outras enzimas, na AChE a histidina (His440) age via catélise geral acido-bésica,
sendo observado experimentalmente um aumento do caréter basico do seu anel imidaz6lico

1.57 Varios estudos tém demonstrado a

no intermediario tetraédrico em relacdo a estrutura
importancia do terceiro residuo da triade catalitica (Glu327) na estabilizacdo dos estados de
transicdo 11 e I1V. Experimentos com a enzima hAChE mutante trocando o glutamato por
aspartato e glutamina na posicéo 334 (327 na TCAChE) mostraram inatividade da enzima sem
o glutamato na triade catalitica.®” " Alguns estudos apontam para uma interagdo eletrostatica
do Glu327 com o anel imidazélico protonado da His440.” Por outro lado, a maior parte dos
calculos tem indicado que a formacgdo de LH entre um oxigénio do carboxilato do Glu327 e o
NH da His447 é a principal forma de contribuicdo do Glu327 para a estabilizacdo do anel
imidazélico protonado.®® ™ ™ Qutro aminoacido importante para a atividade catalitica é o
Glul199, que atua através de ligacGes de hidrogénio principalmente posicionando a molécula
de H,O conservada no CAS na orientacdo correta para promover o ataque nucleofilico na
acetil-Ser200 em 111 (Esquema 2b).”® Além disso, estudos envolvendo a AChE de inseto
(DmAChHE) e a humana (hAChE) apontaram que na formacdo do complexo ES o Glul99
(237-DmAChHE e 202-hAChE) atua estabilizando o grupo colina no subsitio aniénico atraves
de uma LH com um dos grupos metila do grupo amdnio, dando suporte ao Trp84.” " Todas
as enzimas possuem aminodcidos posicionados para estabilizar o estado de transi¢cdo e
promover a catalise, porém essa grande versatilidade de interacdes e a quantidade de residuos
de aminoéacidos envolvidos no sitio ativo da AChE ndo € tdo comum, o que ajuda a explicar a

sua alta eficiéncia catalitica (kea/Km ~10° M?s1).>°

Outra propriedade observada na AChE € a existéncia de portas alternativas, tais como
a porta dos fundos (backdoor), localizada na regido do subsitio aniénico no CAS, e a porta
lateral (side-door), aproximadamente perpendicular ao PAS (Figura 8a). As evidéncias
experimentais da existéncia dessas portas cresceram fortemente na década de 90, apés a
obtencdo do raio-X da TCAChE e com o avanco dos estudos de dindmica molecular.> "® "
Constatou-se que a ACh e outros ligantes com amdnio quaternario sdo largos demais para
entrar e sair simultaneamente através da longa cavidade do sitio ativo, Gnico caminho possivel
observado na estrutura de raios-X.?* Além disso, a evidéncia da existéncia de um Q-loop (ver
Figura 7a) através de quebra e formacdo de uma ponte dissulfeto entre os residuos Cys67 e

Cys94 (Cys69 e Cys96 na hAChE), tornou facil relaciona-lo com o controle de abertura e
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fechamento dessas portas.®* Atualmente sabe-se que o loop Cys67-Cys94 facilita a abertura e
o0 alargamento da porta dos fundos, cuja finalidade é facilitar a saida dos produtos, bem como
a captura de 4gua ou substrato em casos de oclusdo do PAS ou excesso de ACh.”" % Estudos
comparando a enzima livre com a enzima inibida pela fasciculina, um inibidor que age no
PAS, mostraram que quando o acesso pelo PAS € bloqueado, sdo observadas maiores
flutuagcbes complexas na estrutura e maior flexibilidade do Q-loop, resultando em rotas

alternativas de acesso.®® 84

Utilizando estudos de dinamica molecular, Xu e colaboradores analisaram uma
estrutura da TCAChE cristalizada com duas moléculas de tiocolina® (TCh), uma ligada no
CAS e a outra no PAS (PDB 2C5G). Em uma simulagao de 2,8 us verificou-se que 0 caminho
mais frequente para a saida da TCh foi a porta dos fundos. Analisando a trajetéria da TCh,
observou-se uma mudanca conformacional no residuo Trp84, concomitante com o
rompimento da ligagdo de hidrogénio entre o O da hidroxila da Tyr442 e o NH do Trp84
(Figura 8b).%% ® Um estudo de dinamica molecular da AChE complexada com a tacrina
mostrou que a porta dos fundos ndo se abriu em nenhum momento durante a simulagéo,

provavelmente devido & presenca do inibidor no sitio ativo da AChE. "

5

. \Tiocolina
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o W " ™
ﬂ <$§@| M
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Figura 8. a) Visdo geral do sitio ativo da AChE destacando as portas alternativas com 0s
caminhos de saida indicados por flecha, indicando a saida de tiocolina. Figura obtida a partir
de fotos instantaneas da tiocolina obtidas na dinamica molecular do trabalho de Xu et al.®®; b)
Posicdes do Trp84, Trp432, Tyrd42 e da TCh obtidas a partir da conformacéo nativa (verde) e
a instantaneos obtidos a partir da dinamica molecular em 4,2 ns (azul) 17,1 ns (violeta).?* %

$ Produto de hidrélise da acetiltiocolina pela enzima AChE, com mecanismo anélogo ao da hidrélise da ACh.
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3.2.3. Butirilcolinesterase

A BUChE ¢ encontrada principalmente no plasma e no figado, mas é muito mais
abundante do que a AChE em todo o organismo, sendo que um ser humano adulto saudavel
possui cerca de dez vezes mais BUChE que AChE no corpo.®® Apé6s a descoberta de que
individuos sem BUChE sdo capazes de viver normalmente e com salde, acreditou-se na ideia
de que a BUChE ndo possuia nenhuma fungdo importante no organismo. Embora ainda ndo
seja completamente esclarecida sua funcdo fisiologica, varios papéis importantes séo
atribuidos a BUChE. Dentre eles, a capacidade de hidrolisar vérios ésteres carboxilicos e
fosforicos, permitindo que a BuChE atue como uma enzima de desintoxicacdo no organismo,
sendo por exemplo a principal enzima envolvida no metabolismo da cocaina no corpo
humano.?” # Organofosforados neurotéxicos (OP), que inibem irreversivelmente a AChE e
matam por paralisia, sdo sequestrados e hidrolisados pela BUChE muito rapidamente, mesmo
a concentracdes mais baixas que a dose de intoxicacéo, tornando-a um excelente biomarcador
para a exposicdo a OP.%® & A BuChE também é responsavel pela hidrélise de anestésicos
como a succinilcolina e a mivacurina, que agem como antagonistas dos receptores nicotinicos
de aceticolina (NAChR) (Figura 9).° A deficiéncia de BUChE é uma doenca genética que
causa alergia a esses anestésicos, sendo comum pacientes demorarem até seis horas para
recuperar a consciéncia apés a anestesia.’* Outras drogas contendo a funcdo éster, como a
aspirina e a heroina também sdo hidrolisadas pela BUChE, sendo convertidas em &cido

salicilico e morfina, respectivamente.®

Vaérios estudos tém evidenciado o papel da BuChE na hidrélise da acetilcolina (ACh),
confirmando que ela pode atuar em substituicdo a AChE quando esta estd em deficiéncia ou
inibida. Estudos in vivo mostraram que camundongos mutantes com pouca ou sem atividade
da AChE, mas com niveis normais da BuChE, ndo sofreram efeitos toxicos quando
administrados com inibidores seletivos de AChE.%* Porém, animais completamente
deficientes em BuChE morreram com a injecdo dos mesmos compostos.”®* A BuChE nio
possui todos 0os mecanismos discutidos anteriormente que a AChE dispbe para a eficacia da
hidrélise da ACh, sendo que sua atividade é cerca de 10% da AChE em cérebros saudaveis.*
Entretanto, a utilizacdo da BUChE como alvo terapéutico da doenca de Alzheimer tem
crescido nos ultimos anos. Em varios estudos foi observado um aumento de mais de 50 vezes
na razdo de atividade BUChE/AChE em cérebros afetados pela DA em comparagdo com

95

cérebros  saudaveis.” Em estdgios avangados da DA a AChE encontra-se
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predominantemente na forma monomérica e a sua atividade cai mais de 60% em relagdo ao
valor normal. Portanto, a utilizacdo de inibidores seletivos para a BUChE ¢ a estratégia mais
promissora para estados de moderados a avancados da DA.

SN
O TN 0
. L
~ 07 “OH d
~o Heroina Aspirina (-)-Cocaina
(0]
9 gl
-~
~o 0 ® O > /\)ko/\/N\
0 ,L/\/\OJK/\/\/}]/O\/\/’Il o~
@ Butirilcolina
0 ! o
O/

Mivacurina fo)

Succinilcolina

Figura 9. Esteres hidrolisados pela enzima butirilcolinesterase (BuChE).

Devido a facil obtencédo a partir do sangue, a BUuChE da espécie humana (hBuChE ou
HsBuChE) tem sido amplamente a mais estudada. A primeira estrutura cristalina da BuChE
foi obtida por Nicolet et al. em 2003 e mostrou uma estrutura tridimensional muito similar a
da AChE, sendo que a principal diferenca se encontra na regido do bolso acila, que na BuChE
é muito menos impedido e permite 0 acomodamento de ésteres maiores (PDB 1P01).%” Onde
na TCAChE ha a Phe288 e Phe290, na hBUuChE ha a Leu286 e Val288, respectivamente, isto
é, residuos pequenos e hidrofébicos que permitem maior espagco para um éster butilico, ou
maiores como 0s mostrados na Figura 9. Outra diferenca € observada no sitio periférico da
BuChE, que ndo contém residuos aromaticos volumosos como Trp279, Tyr70 e Tyrl21 da
TcAChE, permitindo um espa¢o maior na cavidade, preenchida por residuos pequenos como
Ala277, Asn68 e GIn119 (Figura 10).%* *® Por outro lado, o0 CAS da BUuChE é bem conservado
em relacdo ao da AChE. A triade catalitica € composta pelos mesmos tipos de residuos de
aminodacidos (Ser198, His438 e Glu325), assim como o subsitio anidnico (Trp82) e a cavidade
oxianion (Gly116, Gly117 e Ala119), responsavel pela estabilizacdo do estado de transicdo.*
Assim como a AChE, a BUChE é encontrada tanto nas formas monoméricas e diméricas como
na forma de tetrdmero ancorado em membrana celular ou solivel, sendo esta a ultima a mais
comum no plasma de mamiferos.®” *® Os dominios de tetramerizacdo e ancoramento na

membrana também sdo muito similares nas duas enzimas, seguindo o mesmo padrdo onde a
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PriMA é a proteina de ancoramento no cérebro e a ColQ na Iamina basal e nas juncdes

neuromusculares.'®

W279/A277

{ L Y70/N68
F290N288 //

Y121/Q119

i A201/A199

Il TcAChE
% I HsBChE

H440IH438

Y331/Y329

F330IA328

E327/E325 <
W84/W82

|439IM437 Y130/Y128

Figura 10. Superposicao das estruturas da TCAChE (PDB ID 2CKM, azul claro) e hBuChE
(PDB ID 4BDS, verde) com o substrato acetilcolina, obtidas do docking pela equipe
colaboradora do LNCC.

A respeito das similaridades estruturais no CAS da BuChE com a AChE ndo é
surpreendente que o mecanismo catalitico de hidrolise da acetilcolina seja similar. De fato,
pode-se representar as etapas de hidrolise da ACh pela BUChE de forma analoga ao
mecanismo do Esquema 2. Através de estudos computacionais Chen et al. apresentaram uma
proposta de mecanismo analoga ao da AChE, contudo com uma grande diferenca na qual a

192° A heroina

etapa limitante da reacdo é a acilacdo, enquanto que na AChE é a desacilacdo.
(Figura 9) é um ester metilico, assim como a ACh, e portanto pode ser hidrolisada tanto pela
AChE quanto pela BUChk, uma vez que a funcdo éster se acomoda no bolso acila,
posicionando o carbono carboxilico proximo a serina para o ataque nucleofilico (Esquema
3).19% Assim que entra no organismo a heroina (3,6-diacetilmorfina) é rapidamente convertida
em 6-monoacetilmorfina (6-MAM) pela BUuChE em uma reagdo em 4 etapas, seguida pela

hidrélise da 6-MAM em morfina de forma bem mais lenta.*** A 6-MAM é a principal forma
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toxica e ativa da heroina e cruza rapidamente a barreira hematoencefalica, acumula-se no
cérebro e possui muito mais afinidade pelos receptores opidides que a heroina e a morfina.'®
No Esquema 3 é representado de forma simplificada o mecanismo de hidrolise da heroina e
da 6-MAM pela BuChE. De acordo com a simulacdo por dindmica molecular, os trés
aminoécidos da cavidade do oxianion (Gly116, Gly117 e Alall9) estabilizam o complexo
enzima-substrato (1), bem como € observada interacdo entre o Trp82 e o nitrogénio protonado
da heroina. O ataque nucleofilico da Ser198 leva a formagdo do intermediario tetraédrico no
estado de transicdo Il. O rompimento da ligacdo éster leva a liberacdo da 6-MAM e a
formacéo da enzima acetilada 111, a qual sofre hidrélise de forma similar ao mecanismo da

acetilcolina, regenerando o sitio ativo (1V). Por sua vez, a 6-MAM pode entrar no sitio

catalitico da BUChE e, de forma mais lenta que a heroina, sofrer hidrélise através do mesmo
103, 104

mecanismo liberando a morfina.
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Esquema 3. Mecanismo de hidrolise da heroina pela enzima hBuChE.
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A butirilcolinesterase € a principal enzima envolvida na rota metabolica da cocaina,
cuja via hidrolitica é o principal caminho do seu catabolismo no corpo humano. O mecanismo
de hidrdlise dos dois enantibmeros da cocaina pela BuChE ocorre de forma similar ao da ACh
e da heroina, levando a formacéo do éster metilico de ecgonina e de acido benzbico, Esquema
419519 Entretanto a eficiéncia catalitica da BUChE para a hidrélise do enantiémero natural e
ativo (-)-cocaina é mais de 800 vezes menor (ke/Km = 0,9 pM™min™) comparado a do no
natural e inativo (+)-cocaina (Kea/Km = 760 uM™min™), ocorrendo de forma lenta o suficiente
para que a (-)-cocaina atinja o sistema nervoso central.?® " O conhecimento da estrutura da
BuChE tem possibilitado o estudo do mecanismo da reagdo de hidrdlise da cocaina,
diferenciando os dois enantibmeros, o que tem permitido o desenvolvimento de BuChE
mutantes com melhor eficiéncia para a hidrolise da (-)-cocaina e a aplicacdo na terapia de
desintoxicacdo.®® ® Observou-se que um impedimento estérico causado pela Tyr332 no PAS
dificulta a aproximacéo do grupo éster de metila e a formacdo do complexo enzima-substrato
na ligacdo da (-)-cocaina, 0 que ndo afeta a (+)-cocaina, onde 0 mesmo grupo encontra-se
voltado para frente.'® Estudos cinéticos mostraram que a mutacdo por residuos de
aminoacidos menores nessa posicdo, especialmente a glicina, melhoram a atividade

catalitica.®® 88 107

. Ay SNV
N o ~N 0
077/® OH
0

Ester metilico de (-)-ecgonina

(-)-cocaina OH
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N 0 (o .
OH Acido benzéico
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Esquema 4. Hidrolise da cocaina pela enzima BuChE.
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3.3. INIBIDORES DE COLINESTERASES

Os inibidores de colinesterases (ChEI) retardam a degradacdo metabdlica da
acetilcolina, potencializam as sinapses nas células sobreviventes e melhoram os sintomas

decorrentes da disfuncdo cognitiva.*

Apesar dos efeitos hepatotoxicos que levaram a sua retirada do mercado, a tacrina
ainda é um referencial importante para o desenvolvimento de ChEl, devido a sua alta
afinidade com o sitio catalitico da AChE e sua facilidade de sintese. A tacrina é preparada
através da reacdo de Friedlander, que originalmente envolve a condensacdo de um o-
aminoaldeido, o-aminocetona ou o-aminonitrila aromatica com aldeidos ou cetonas que
contenham um grupo metileno em posi¢do a-carbonila. Utilizando-se a o-aminobenzonitrila
(antranilonitrila) e a cicloexanona via catélise acida (&cido prético ou &cido de Lewis), a

tacrina é obtida em altos rendimentos (Esquema 5).'%

(0} H* ou Acido NH;
CN de Lewis
+ —_— X
- H,O
NH, N
antranilonitrila cicloexanona tacrina

Esquema 5. Sintese da tacrina via reacao de Friedlander.

O metabolismo da tacrina no corpo humano ocorre no reticulo endoplasmatico das
células hepaticas, envolvendo primeiramente a hidroxilacdo oxidativa pela enzima 1A2 do
complexo citocromo P450 (CYP1A2), Esquema 6. Na tacrina, a introducéo enzimatica de um
ou mais grupos hidroxila pode ocorrer nas posicdes C1, C2, C3 e C4 do anel alifatico ou C7
do anel aromatico, com subsequente rearranjo formando os intermediarios derivados de 7-

quinona-metidas | e 11, que causam necrose nas células do figado.**°
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Esquema 6. Destino metabdlico da tacrina na mitocondria das células hepéticas.

Vérias modificacGes na estrutura da tacrina tem sido feitas com fins de melhorar a
atividade anticolinesterase e reduzir os efeitos colaterais. Varios compostos baseados em
tacrina com atomo de cloro em C6 tem sido estudados como ChEI, uma vez que é conhecido
na literatura que a substituicdo na posicdo C6 é a mais eficaz em termos de atividade como
ChEI, sendo que a 6-clorotacrina mostrou-se 25 vezes mais potente que a tacrina.™'* A 7-
metoxi-tacrina (7-MEOTA) apesar de menor atividade inibitoria de ambas as enzimas ChE,
tem se mostrado bem menos toxica para as células hepaticas em estudos in vivo, além de
apresentar propriedades antioxidantes e interagdo com os receptores NMDA.*? Varios
analogos da 7-MEOTA tem sido sintetizados e estudados como ChEI, incluindo dimeros do
tipo bis(7)-MEOTA e hibridos derivados da amantadina, um farmaco anti-Parkinson com
estrutura similar & memantina (Figura 11b).*** '** Analogos quirais da tacrina foram
sintetizados pelo nosso grupo de pesquisa e o resultados dos testes de inibicdo da AChE
mostraram que a diminuicdo do volume do substituinte no anel alifatico levou a uma melhora
na atividade. Em contrapartida, o0 aumento do tamanho do substituinte reduziu a afinidade

pela enzima AChE (Figura 11a).'*

Os dimeros do tipo bis-tacrina sintetizados por Pang em 1996, como comentado na
Introducdo (pagina 2), além de apresentarem afinidade muito maior pela AChE devido a
dupla acdo enzimatica (CAS e PAS), também mostraram menor potencial téxico em estudos
in vivo, especialmente o bis(7)-tacrina."*® Além disso, o bis(7)-tacrina possui acdo
multifatorial, como por exemplo sendo capaz de inibir a enzima BASE-1, que catalisa a
clivagem da proteina precursora amildide (APP), e é capaz de agir como antagonista dos
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receptores NMDA.''" Recentemente analogos do bis-tacrina demonstraram atividade contra o
protosodario Plasmodium falciparum, causador da maléria, evidenciando a versatilidade desses
compostos.'*® Testes de inibigdo in vivo do bis(7)-tacrina mostraram que o dimero atingiu o
efeito maximo de inibicdo apds quinze minutos da administracdo e atravessou facilmente a
barreira hematoencefélica.'® Recentemente, nosso grupo de pesquisa publicou a sintese de
analogos quirais do bis(7)-tacrina avaliando as duas séries enantiomeéricas, a partir da (R)-(+)
e da (S)-(-)-pulegona (Figura 11a). Ambas as séries foram ativas na escala nanomolar, sendo
alguns mais ativos que o bis(7)-tacrina, evidenciando alta afinidade e seletividade para a
AChE, o que foi mostrado também pelos estudos de modelagem molecular.*®

a) NHz NH;
R H H
1m SR N~~~ N
—
R; N N ), Ny | | _N
Tacrinas 6,7-substituidas Tacrinas quirais

R4 =R, =H (tacrina) ICso =250 nM* n =2, R=H (tacrina) I1Csq =88 nM** R, R
Ri=H, R;=Cl IC59 = 9,9 NM* n=1,R=(2R)-Me IC59 = 61 NM** 1 2
Ri=H, R;=F IC50 = 87 NM* n=1,R=(2R)-iPr IC5q = 2446 nM** Bis(7)-tacrina quirais
Ry=H, Ry;=NO, ICs9=28nM* n=2,R=(3R)-Me ICs59 = 1384 nM** Ry, Ry = H, (R)-Me ou (S)-Me
Ry=H, Ry=CH; ICs =100 nM* n=2,R=(3R)-iPr IC59 = 816 NM**

IC50 (MmAChE) = 2,80 - 76,23 nM
IC50 (hBUChE) = 38,03 - 128,06 nM

" i P
MeO. x ‘ X N \/6\0/?\/ N = ‘ HN,(/\);H ”
N
OMe

Ry=Cl, Ry=H  ICg=550nM* n=2,R=(1S)-Me,(4R)-1Bu ICs = 1352 nM**
Ry=NO, Ry=H  ICs=3000 nM* n =2, R=(1R,4R)-di-Pr ICso = 7217 nM**
*hAChE “*MmAChE

—

7-MEOTA MeO N
IC50 (AAChE) = 15 uM (tacrina = 0,5 uM) n=1-3 n=2-8X=Sou0
ICs0 (MBUChE) = 21 pM (tacrina = 0,02 uM) bis(n)-7-MEOTA Hibridos 7-MEOTA(n)-amantadina
LD5q (camundongos) = 125 mg/kg (tacrina = 29 mg/kg) 1Cs5¢ (RAChE) = 6,8 - 11 pM IC5¢ (RAChE) = 0,47 - 5,02 pM
LDsq (ratos) = 258 mg/kg (tacrina = 34 mg/kg) IC50 (hBuChE) = 0,4 - 61 uM IC50 (hBuChE) = 0,11 - 18,82 uyM

Figura 11. Derivados da tacrina (a) e da 7-metoxi-tacrina, 7-MEOTA (b).

3.3.1. Hibridos multialvo baseados em tacrina

A hibridizacdo molecular é uma estratégia de planejamento racional de novos
compostos baseada na combinacdo de dois ou mais nucleos farmacofoéricos, com fim de obter
um nova molécula com melhor afinidade e eficacia.’™ O nlcleo tacrina é o mais comumente
incorporado nestes compostos devido a alta afinidade com o CAS da AChE. A tacrina e 0s
bis(n)-tacrina sdo até hoje referenciais na literatura para o desenvolvimento de inibidores de

colinesterases. Hibridos contendo o nicleo tacrina conectados por um espacador a outro
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nacleo farmacoférico sdo geralmente otimizados para uma distancia equivalente a cerca de
sete carbonos metilénicos, que corresponde a distancia ideal entre o CAS e o PAS (ver
paginas 2 e 3). Em 2006, Rydberg e colaboradores obtiveram a estrutura de raios-X através da
cristalizacdo dos complexos TcAChE-bis(7)-tacrina e TCAChE-bis(5)-tacrina e compararam
as estruturas utilizando calculos computacionais. Observou-se que ambos os inibidores
promovem modificagdes na estrutura da enzima, porém uma maior modificacéo foi observada
na ligacdo do bis(5)-tacrina, indicando que a AChE necessita de mais mudangas
conformacionais para se adaptar ao dimero de cadeia mais curta, 0 que ajuda a explicar a

maior afinidade pelo bis(7)-tacrina (Figura 12).'%°

D72

CAS

TcAChE-Bis(7)-tacrina TcAChE-Bis(5)-tacrina
ICs0=1,5nM ICs50 = 28 NM

Figura 12. Comparacdo da conformacéo nativa (azul claro), com a da enzima inibida (violeta)
pelo bis(7)-tacrina (verde, a esquerda) e o bis(5)-tacrina (verde, a direita). Adaptado de
Rydberg et al.*?

O interesse pelo desenvolvimento de hibridos multialvo foi impulsionado ndo somente
pela excelente atuacdo de compostos com dupla interacdo simultdnea ao CAS e ao PAS da
AChE, bem como frente a varios estudos in vitro que tém indicado que a AChE aumenta a
producéo das placas AP, interagindo com as fibrilas que estio em fase de formagdo.*"*?* De
acordo com estudos computacionais, 0 PAS atua como uma chaperona no enovelamento da
cadeia do peptideo AP, 0 que é evidenciado pelo fato da extremidade C-terminal da hAChE

possuir um razoével grau de homologia com a extremidade N-terminal dos peptideos Ap.%* 1%
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O avanco da quimica computacional tem possibilitado um melhor entendimento sobre
a estrutura e a dindmica das enzimas AChE e BuChE, aliado ao aumento da biblioteca de
compostos sintetizados e avaliados, atualmente é possivel prever o modo de ligacdo e a
afinidade de um candidato a farmaco dentro do sitio ativo. Nesse sentido, varias interaces
que tém sido descritas na literatura para o nucleo tacrina com a AChE sdo encontradas em
comum entre varios hibridos derivados da tacrina: i) o nicleo tacrina geralmente interage no
CAS, direcionando o outro nucleo farmacoférico para o PAS; ii) a tacrina interage fortemente
formando o recheio de um sanduiche entre a Phe330 e o Trp84 através de interacdes n-m
stacking, entre os orbitais = dos anéis aromaticos, e interagdes cation-m entre o nitrogénio
piridinico protonado e os anéis aromaticos dos aminodacidos; iii) o nitrogénio piridinico
também é capaz de atuar como doador de ligagBes de hidrogénio (LH) para o oxigénio
carbonilico da cadeia principal da His440, o que foi encontrado em varios casos; iv) 0 grupo
amino secundario da tacrina é capaz de estabelecer LH com moléculas de agua e varios
residuos de aminoé&cidos diferentes, tanto na sua forma protonada quanto na sua forma neutra.
A tacrina também é capaz de formar interagcbes no PAS, como no caso dos dimeros bis-
tacrina, formando um sanduiche entre Trp279 e Tyr70 (Figura 12). As principais interacoes
descritas para a tacrina com a AChE sdo mostradas na Tabela 1, que também relaciona a

funcéo catalitica dos aminoécidos. 6 18 5565 12127
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Tabela 1. Principais aminoacidos da enzima acetilcolinesterase, suas fungdes na catéalise e as

principais inteagdes descritas com o nucleo tacrina.

Regido hAChE TcAChE DmAChE Funcoes Interacbes com Tacrina

Asp74  Asp72 Tyr71 Atragdo eletrosj[atlca i
do grupo colina

PAS

Trp286  Trp279  Trp321 Atracdo cétion-x n-7 stacking, cation-n
Tyr72 Tyr70 Glu69 Atracdo cation-nt n-7 stacking
Tyr341 Tyr334  Tyr374 Atracdao cétion-n n-7 stacking
Meio da X e n-1t stacking;
cavidade Tyrl24  Tyrl21  Metl53 Atracdo cation-nt LH com o grupo NH
Gly329 Gly322 Gly362  Doador/Aceptor LH LH com o grupo NH
Glyl21 Gly118 Gly150 Doador LH;
CAS estabilizacdo do
(cavdo Glyl22 Glyl19 Gly151 .|9 o -
oxianion) grupo acetil e do int.
Ala204 Ala201  Ala239 tetraédrico
Atracdo/Estabilizacdo
Trp86 Trp84 Trp83 do grupo coling; n-n stacking, cation-nt
backdoor
CAS Estabilizacdo do n-t stacking, cétion-r,
(subsitio Tyr337 Phe3s30  Tyrs70 grupo colina LH com o grupo NH
anionico) Estabilizacdo do
grupo colina;
Glu202 Glul99  Glu237 orientacio da H,0 LH com o grupo NH
nucleofilica
CAS His447 His440  His480 Aceptor de proton LH com o grupo NH
(triade Ser203  Ser200  Ser238 Nucledfilo -
catalitica)

Glu334 Glu327  Glu367 Aceptor de LH -

Diante da enorme biblioteca de compostos hibridos baseados em tacrina descritos na
literatura, foram selecionados alguns exemplos que estdo mostrados a seguir na Tabela 2. Nas
colunas a direita estdo listadas as atividades anticolinesterase dos principais compostos das

séries, na forma de 1Cs, . Os compostos mais ativos estdo destacados em negrito.

“ICyp éa concentracdo necessaria para inibir 50% da atividade enzimatica.
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Tabela 2. Hibridos baseados em tacrina descritos na literatura.

i o 1Cso 1Cso
Entrada Hibrido Variagoes (AChE)*  (BUChE)"
o n=2 714,9 nM 58,7 nM
H\Nﬁn\_z/\m n=3 344,8 nM 13,9 nM
, ©\)\/© n=4 1931nM 11,0 nM
N7 n=1-8 n=6 19,3 nM 3,7nM
Tacrina-flurbiprofen n==8 34,5nM 2,1 nM
12%Chen, Y. et al.; Arch. Pharm. Chem. Life Tacrina® 61,7 nM 9,0 nM
Sci. 2013, 346, 865.
H o)
| N\/\/\)J\N/Y\Ws Y =Ph 0,34 pM
Ny H N Y = PhCH, 0,57 uM
, Y = CH,Ph 1,84 uM Niio
Y = Ph, PhCH,, CH,Ph, (CHy)s ou (CHy)s Y = (CHy)s 0,96 uM testado
Tacrina-benzotiazol Y = (CH,)s 0,76 uM
130K eri, R. S. et al.; Bioorg. Med. Chem. Tacrina” 0,19 uM
2013, 21, 4559.
R n=1 657 nM 38,88 nM
(0]
}/@R n=4 70,7nM  4,52nM
H. N<
N, e n=5 632nM 4,37 nM
3 D n=1-8R=H n=5(R=0Me) 255nM 2,80 nM
N n =5 (R=H ou OMe)
n==6 26,49nM 13,97 nM
Tacrina-ebselen
n==8 31,98 nM 25,77 nM
¥'Mao, F. et al.; Bioorg. Med. Chem. Lett. b
2013, 23, 6737. Tacrina 109 nM 15,8 nM
I
NN n=2(X=H)  831nM  50,6nM
Y\Q\OJGRN/H n=4(X=H)  530nM  39,6nM
a1 Q\)\/O n=8(X=H)  147nM  355nM
X=HouCl
4 “ N n=10(X=H) 232nM  2,03nM
n=3(X=Cl) 142nM 66,0 nM
Tacrina-selegilina n=8(X=Cl) 55,4 nM 17,6 nM
126LU, C.etal.; Eur.J. Med. Chem. 2013, 62, Tacrinab 110,2 nM 21,6 nM

745.
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s o 1Cso 1Cso
Entrada Hibrido Variacoes (AChE)®  (BuChE)"
mR n=2(R=H) 0150uM 0,493 uM
ﬁ\/ o 0" No n=4(R=H) 0169uM 0,309 uM
H. N
N n=2(R=Me) 0092uM 0,234 uM
5 o n=2-6 n=6(R=Me) 0398uM 0,099 uM
N R =H, Me, MeO, Ph
n=2(R=MeO) 0,150uM 5,14 M
Tacrina- inal
acrina-cumarina n=2(R=Ph) 0373uM  151puM
132xie, S.-S. et al.; Eur. J. Med. Chem. 2013, b
64, 540. Tacrina 0,269 uM 0,042 pM
n=2 291 uM 12,6 uM
. n=3 0.277uM 4 897 uM
_ 0,0154pM
n=4 (154n\M) 0328 1UM
Tacrina-cumarina Il Tacrina” 0,5 UM 0,023 uM
¥ Hamulakova, S. et al.; J. Med. Chem.
2014, 57, 7073.
i =2 38,6 nM 34,1 nM
H\NQH _ n= 6N 1n
N oH n=3 33,0 nM 27,0 nM
, N OMe n=4 7,6 nM 5,9 nM
nT2%4.50u8 n=>5 44nM  6,7nM
Tacrina-acido ferulico | n=8 9,6 NM 12,7 /M
**Fang, L. et al.; Bioorg. Med. Chem. Lett. < b
2008, 18, 2905, Tacrina 45,1 nM 5,1 nM
(0]
Meojg/\)k n=2 3065nM  202,9 nM
OMe
o (\NHO n=3 90,3 nM 119,7 nM
o don S "
8 N n=4 52,7 nM 215,4 nM
b e n=5 61,7nM  106,9nM
N n=z-
o . =6 184,1nM 1957 nM
Tacrina-acido feralico 11 o
135 Tacrina 151,1nM 27,6 M
Fu, Y. et al.; Molecules 2016, 21, 1338.
0 m=2,n=2 17,2 nM 10,5 nM
H.
NQHJ\/\@ m=3,n=4  36nM  62nM
9 ©\)jij T ofJono, m=6,n=3  44nM  56nM
N
m. =234 60u8 m=8,n=3 10,1 nM 1,0 nM
m=8,n=6 10,8 nM 1,9nM

Tri-hibrido tacrina-acido ferulico-
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1Cso 1Cso

Entrada Hibrido Variacoes (AChE)®  (BuChE)"
6xido nitrico Tacrina” 69,8 nM 10,6 nM
%8Chen, Y. et al.; J. Med. Chem. 2012, 55,
43009.

R=H 925nM  23,3nM
H
H\N/\/NT(\/GR R = 3-NO, 38nM  34,7nM
L0 m © R= 4-NO, 6,8 "M 154,3 nM
N/

R=2-OBn 103,2nM 13,6 nM

Tacrina-acido cinamico R= 4-NH, 173,3nM  68,5nM
%Chen, Y. etal.; RSC Adv. 2017, 7, 33851. Tacrina® 698nM 106 NnM

n=2 1,63 nM 1210 nM
H. n=4 5,15 nM 8690 nM
11 n==6 24,1 nM 2810 nM
Cl n=8 22,3 nM 2210 nM
Tacrina-escutelarina 6-Cl-tacrina® 20 nM 1780 nM

27spilovska, K. et al.; Molecules 2017, 22,

1006.

80s diferentes trabalhos usaram diferentes espécies das enzimas nos ensaios hiol6gicos; A tacrina é usada como
referéncia na maioria dos trabalhos; °6-cloro-9-amino-1,2,3,4-tetraidroacridina usada como referéncia neste caso.

De uma forma geral, as séries de hibridos mostradas nas Entradas 6, 8 e 11 da Tabela
2 apresentaram seletividade para a AChE, enquanto que a série da Entrada 1 (tacrina-
flurbiprofen) mostrou seletividade para a BuChE. Com relacdo as demais séries de
compostos, ndo é possivel afirmar uma tendéncia geral de seletividade, que variou conforme o
tamanho da cadeia ou o substituinte, sendo necessario analisar cada composto. Os estudos de
modelagem molecular com a AChE mostraram as interacGes conservadas da tacrina no CAS
para os hibridos das Entradas 1 a 10, em todos os casos direcionando o outro nucleo para o
PAS, geralmente com interagdes m-n stacking entre Trp279 e Tyr70. No caso dos hibridos
tacrina-benzotiazol (Entrada 2), apenas em um hibrido (Y = PhCH;) esses aminoéacidos
acomodaram o nucleo benzilico espacgador, expondo o anel benzotiazol para a entrada da
cavidade do sitio ativo da AChE.'* Recentemente, Spilovska e colaboradores sintetizaram
uma série de hibridos tacrina-escutelarina (Entrada 11), que foram fortemente seletivos para a

AChE (nanomolar) em relacdo a BuChE (micromolar). Um dos compostos (n = 4) apontou
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como menor energia de docking o ndcleo tacrina no PAS, entre Tyr72 e Trp286 (hAChE,

Trp279 e Tyr70 na TCAChE), sendo um exemplar Gnico deste trabalho e raro na literatura.**’

Recentemente nosso grupo sintetizou uma serie de hibridos conectando a tacrina com
o farmaco tianeptina (Stablon®), utilizado como anti-depressivo. Esses compostos foram
chamados de hibridos tacrina-tianeptina e inibiram as enzimas AChE e BuUChE com ICs na
escala nanomolar.’® Verificou-se também que os compostos obtidos ndo afetaram a
integridade celular e, além disso, foram capazes de reduzir a secre¢do basal da proteina
S100B, cujo alto nivel de secrecdo estd associado a neuropatologias. Na Figura 13a é
mostrada a estrutura geral dos hibridos tacrina-tianeptina sintetizados pelo nosso grupo. Na
Figura 13b é mostrada interacdo inibidor-enzima e seus modos de ligagdo obtidos in silico,
para o enantibmero R do hibrido mais ativo anti-AChE da série (n = 3, X = CI). Os modos de
ligacdo obtidos no estudo de docking foram similares para todos os hibridos tacrina-tianeptina
testados na AChE. Em todos os casos, 0 nucleo tacrina realiza as interacfes no CAS descritas
na literatura. A maior variabilidade dos modos de ligacdo foi observada na regido da
tianeptina, que interage no PAS. O melhor modo de ligacdo no complexo PDB 2CKM da
TcAChE mostrou que o anel fenila clorado da tianeptina interage via m-m stacking com
Trp279 e Tyr70. A amina proxima a tacrina faz ligacdo de hidrogénio (LH) com uma agua.
Por outro lado, no enantibmero S e em outros compostos (ndo mostrados) a amida da cadeia
espacadora faz LH com Tyrl21 e Tyr334. Neste trabalho, os estudos de modelagem
molecular mostraram que a atividade anticolinesterase diminuiu com o aumento da cadeia
espacadora, o que também foi verificado nos testes in vitro. Isso pode ser explicado porgue as
interacdes por LH do grupo amida com os residuos de aminoacidos Tyr121 e/ou Tyr334 s
estdo presentes nos inibidores com cadeia espacadora com até quatro metilenos entre o nucleo

tacrina e a funcdo amida.®
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n=28,10

a) X =Hou Cl

ICso ("M) AChE: 6,39 - 39,14 (X = Cl, n < 7)
65,0 - 156,19 (X = H, n < 10)

ICso ("M) BUChE: 30,41 - 53,76 (X = Cl, n < 8)
3,79-22,56 (X = H, n < 10)

b)
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Figura 13. a) Hibridos tacrina-tianeptina; b) Representacdo da estrutura inibidor-enzima
(acima) e os modos de ligacdo do enantidmero hibrido (n = 3, X = CI) com os amino&cidos
(abaixo), obtidos in silico.'®
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3.4. NUCLEO LOFINA E DERIVADOS IMIDAZOLICOS

A lofina (2,4,5-trifenil-1H-imidazol, Figura 14a) é um derivado imidazdélico que tém
sido amplamente estudado desde que Radziszewski observou emissdo de luz a partir de uma
solucdo de lofina e hidréxido de sédio na presenca de oxigénio.™*” O imidazol é um composto
heterociclico aromatico de cinco membros que possui carater doador e aceptor de ligacdes de
hidrogénio e esta presente em varios produtos naturais, tais como histidina, histamina, purina
e acidos nucléicos. Varios compostos contendo o anel imidazdlico possuem atividades
farmacoldgicas, tais como o farmaco SB 203580, um derivado da lofina que atua na reducéo
da expressao de citocinas pela inibicdo de um tipo de quinase, agindo como anti-inflamatério.
Outros exemplos sdo compostos de uso tépico, como o clotrimazol e o flotrimazol, que
possuem um anel imidazolico monossubstituido e atuam como antifungos; e inibidores de
bombas de prétons, como o omeprazol e o pantoprazol, que possuem em comum o anel
benzimidazdlico e sdo comercializados para reducdo da azia e prevengdo de Ulcera gastrica
(Figura 14a)."%

Compostos contendo o anel imidazdlico tém sido explorados na literatura como
inibidores de colinesterases na forma de benzimidazois e fenantroimidazois, fundidos com
anéis benzénicos com fim de melhorar as intera¢des m-n stacking com os aminoacidos-alvo no
sitio ativo. Em 2014, Alpan e colaboradores sintetizaram uma série de benzimidazois que
inibiram as enzimas AChE e BuChE na escala micromolar. Os estudos de modelagem
molecular mostraram que o anel benzimidazol interage no PAS através de interacbes z-x
stacking com Trp279 e Tyr334."*° Compostos do tipo fenantroimidazdis, contendo o anel
imidazolico fundido com anel fenantreno, mostraram-se efetivos na inibicdo da agregacédo do
peptideo AP em concentragdes na ordem micromolar, bem como na inibicdo das

colinesterases na mesma escala de concentracdo (Figura 14b).**°
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N H
1 WO
a) N 1 )—S N=
se ot aat s Ye,
X1 Xz R1 OMe
X1 = X5 = F (flutrimazol) X =H, Ry =R, = Me (omeprazol)
X4 = Cl, X5 = H (clotrimazol) X =F, Ry = OMe, R, = H (pantoprazol)
X=H,Y =CH, R =H (lofina)

X=F, Y=N,R=S0OCH; (SB 203580)
b) W

R
H 2 H
R1 N /—/
O SO
N O N (R
n
R, = H, Me, ClI

- n=2-4
Ry = N.(CHS.)Z' N(QZH.5).2' N(CH(CH?)2)2’ R = Br, alquil, aminoalquil, aril, etinil
pirrolidina, piperidina e morfolina.
Benzimidazoéis substituidos

IC50 = 0,13 - >100 uM (AChE) IC509 = 7-10 pM (inibicéo da agregacéo AR)
IC59 = 2.45 - >100 uM (BuChE) IC50=0,796 pM (AChE), 0,495 pM (BuChE) (n =4, R = piridinio)

Fenantroimidazoéis substituidos

Figura 14. Derivados imidazolicos: a) lofina e farmacos comercializados; b) testados como
inibidores de colinesterase.

A estratégia sintética mais empregada para a obtencdo de imidazois trissubstituidos e
tetrassubstituidos € a reacdo multicomponente desenvolvida por Radziszewski para a sintese
da lofina e derivados. A classica reacdo de Radziszewski envolve a condensacdo entre a
benzila, o benzaldeido e dois equivalentes de amdnia, ou um equivalente de uma amina e um
de aménia, utilizando etanol como solvente (Esquema 7a). Entretanto, os rendimentos
costumam ser baixos devido a reversibilidade da condensacdo alddlica e a formacdo de

oxaz6is como subprodutos.**®

Vérias modificacdes tém sido testadas e a utilizacdo de acidos
de Lewis como catalisadores tem se mostrado a estratégia mais eficiente. Altos rendimentos
em curtos tempos de reacdo tém sido obtidos com a utilizacdo de catalisadores como
FeCl3.6H,0, Yb(OTf)s, UO,(NOs),.6H,0 e InCls.3H,0.2*** Em 2013 nosso grupo de
pesquisa utilizou essa estratégia para a sintese de hibridos tacrina-lofina, utilizando as 9-
alquilamino-1,2,3,4-tetraidroacridinas (1) como nucledfilos, juntamente com benzila,
benzaldeido e acetato de aménio (Esquema 7b). Dentre os catalisadores investigados, o
melhor rendimento foi obtido com InCl; (Tabela 3). Os hibridos tacrina-lofina foram
avaliados quanto a sua atividade anticolinesterase e mostraram-se potentes inibidores das
enzimas AChE e BUChE com ICsy na escala nanomolar, sendo a maioria seletivos para a

BuChe.Y’
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2 NH4OAc (2 NH2) Ny
 Etanol, 241 \NH

Benzila Benzaldeido O Lofina

X
(0]
H NH
SGCEE A e o
N
N . ACIdO de Lewis M/\/
1 Aldeido
+
NH4OAc n=6-10

X =H, Cl, F, NO,, OMe, CN
Hibridos tacrina-lofina

ICso, AChE (5,87-125,90 nM); n = 8, X = 4-C (5,87 nM)
ICso, BUChE (7,10-108,97 nM); n = 7, X= 4-CN (7,10 nM)

Benzila

Esquema 7. a) Reagdo de Radziszewski para a sintese da lofina; b) Sintese dos hibridos
tacrina-lofina pelo nosso grupo de pesquisa.’

Tabela 3. CondicBes testadas para a sintese dos hibridos tacrina-lofina.!’

Acido de Lewis  Solvente Temperatura (°C) Tempo (h) Rendimento® (%)

InCl; Etanol 78 96 55°
FeCls Etanol 78 96 45°
SnCl,.2H,0 Etanol 78 96 41°
AlCl; Etanol 78 96 44°
BFs.Et,0O Etanol 78 96 33°
InCl3 - 120 19 3
InCl; n-pentanol 120 48 11°
InCl; Etanol 78 180 12
InCl; Etanol 78 48 31°
InCl; Etanol 78 96 35

& Condicdes testadas com n = 8, X = H; " Rendimentos referem-se aos produtos purificados; ¢ Houve adic&o
extra de 1,0 equiv. de benzila, benzaldeido e NH;OAc ap6s metade do tempo.

Utilizando-se a mesma estratégia sintética com 1,n-alcanodiaminas, foram isolados
dimeros do tipo bis-lofina, cujo analogo bis(8)-lofina mostrou-se um potente inibidor da
AChE na escala nanomolar (Esquema 8). Juntamente com os hibridos tacrina-lofina, este
trabalho revelou o ndcleo lofina como uma nova plataforma promissora no desenvolvimento

de inibidores de colinesterases.’
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i &
g ol ~
1,n-alcanodiaminas InCl3 (0,10 equiv.) O O

XN
0 N \
+ Benzaldeido Etanol, 78°C, 24 h W —

22 - 42% O N
NH,OAC

n=6-10
Dimeros bis(n)-lofina
ICso (AChE) = 42,55 nM (n = 8)

Benzila

Esquema 8. Sintese dos dimeros bis(n)-lofina.

3.5. NUCLEO PIRIMIDINA DERIVADO DA REACAO DE BIGINELLI

Os compostos de Biginelli, como sdo conhecidas as 3,4-di-hidropirimidin-2(1H)-

(tonas (DHPM, Esquema 9) possuem varias propriedades farmacoldgicas, tais como
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antibiotica, antiviral, antitumoral, antioxidante e anti-inflamatoria.”™ A reagdo de Biginelli

consiste na sintese tricomponente envolvendo um B-ceto(tio)éster ou B-cetoamida, um aldeido

e ureia ou tioureia, utilizando catalise acida e solvente prético (Esquema 9).'%

(0]
R1)J\H
Aldeido
+ NH Catalise acida
2
R
2 HoN Solvente prético
2
Rs X
B-ceto(tio)éster ou (Tiojureia DHPM
-cetoamida - .
R4 = aril, alquil R1=m-OH-Ph, R, = OEt,

R, = O-alquil, S-aril, NH-alquil, N-aquil, R3 = Me, X =S (Monastrol)
NH-aril, N-aril, S-aril, S-alquil
R3 = alquil, aril; X=0, S

Esquema 9. Esquema genérico da reacdo de Biginelli.

Nos ultimos anos a reacao de Biginelli tem sido amplamente estudada na literatura em
modificacdes do protocolo tradicional visando melhores rendimentos, bem como mostrando a
versatilidade desta reacdo, podendo ser empregada na sintese de varios derivados diferentes.
Experimentos utilizando acidos de Lewis como catalisadores tem sido relatados, tais como
BF;, SnCl,.2H,0, SnCl;, suportado em nanoparticulas de silica, triflato, cloreto e brometo de
indio(111), entre outros.**"*°* A utilizagdo de biocatalisadores e liquidos i6nicos também levou

a formacao dos produtos de Biginelli em 6timos rendimentos.** *** Recentemente, protocolos
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na auséncia de solvente também foram relatados para a sintese de Biginelli.’*> *® Um
importante derivado sulfurado de Biginelli conhecido como monastrol (Esquema 9) possui
atividade antimitotica, através da inibicdo da proteina cinesina Eg5, causando um bloqueio
especifico no ciclo de células tumorais e tem sido usado como modelo para o

desenvolvimento de novos compostos anticancer.'*

As 1,4-di-hidropiridinas (DHP) sdo obtidas a partir da Reacdo de Hantzsch, similar a
de Biginelli porém utilizando uma fonte de aménia ao invés de uma ureia, e dois equivalentes
ou dois analogos do P-cetoéster. Os derivados de Hantzsch tém sido extensivamente
estudados devido & potente aco bloqueadora dos canais de Ca*? do tipo L, o que confere ac4o
vasodilatadora, podendo ser utilizados como antiarritmicos, como os farmacos nitrendipina e
nifedipina (Figura 15a)."" Derivados DHPM de Biginelli também mostraram essa
propriedade antagonista dos canais de Ca*2.**" Sabe-se da literatura que a desregulacdo da
concentracdo intracelular de Ca™* esta relacionada na patogénese da doenca de Alzheimer,
aumentando a formagdo da proteina AP e a hiperfosforilagdo da tau.™® Além do mais, a
sobrecarga de Ca*? devido a entrada desregulada através dos canais de Ca*? do tipo L causa
rompimento da mitocondria e desencadeia o processo de morte celular.™®® Baseado nisso, o
desenvolvimento de compostos contendo os nucleos piridina ou pirimidina tém sido uma
abordagem recorrente no avango das pesquisas para o0 tratamento da DA. O farmaco
nimodipina, uma DHP blogueadora de canais de calcio utilizada no tratamento da enxaqueca
e da hipertensdo arterial, também é usada como anti-isquémico no tratamento da DA.'®® Em
2009 Marco-Contelles e colaboradores sintetizaram hibridos tacrina-(di-hidropiridinas),
chamados tacripirinas, que sdo anadlogos estruturais da tacrina e da nimodipina (Figura 15a).
Esses compostos mostraram alta seletividade para a AChE em relacdo a BUChg, com ICs
variando de 45 a 600 nM (AChE) e acima de 100 uM (BuChE). Além disso, as tacripirinas
exibiram atividades moderadas de inibicdo da agregacio de AB e bloqueio dos canais de Ca*?,
além de cruzarem a barreira hematoencefalica. Estudos de modelagem molecular apontaram
que as tacripirinas interagem no sitio periférico (PAS) da AChE, principalmente através de
interacbes n-7 stacking com o Trp279 e LH do grupo NH do anel com o grupo OH da
Tyr70.*8
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X =H, F, OMe, Ph, CF3, NO,
Y,Z=CH,C,N
Rq = Et, Rz =Me, m-NO; (Nitrendipina) Tacripirina (tacrina-DHPM)
R1 =Me, R; = Me, 0-NO; (Nifedipina) ICso = 45 - 600 nM (AChE);
R¢ = iPr, Ry = (CH3),0Me, m-NO; (Nimodipina) 4,8 - >100 UM (BuchE)

45 M (X = pOMe, Y= Z = H)

b)
OR; R,
R
o 2 NH
e (0] (6]
H
Me NN N
| B R,
Me” N7 TS
Ry = 2-hidroxietil, 2-carboxilmetéxi, HO R; = H, OH, NO,, OMe R =H, Br, OBn, Cl, Me
(dimetilamino ou 4-morfolinil)carbonilmetdxi, R2, Rz = H, OMe Rz =H, Cl, Me; X =S ou NH

R, = fenil, 4-(Br, Cl, Me ou MeO)-fenil THC-DHPM Arilacetamida-pirimidinas (AAP)
Tiazolo-pirimidinas | ACHE) = 134 42 uM ICs0 (AChE) = 0,17 - 12,91 uM
% inibigao (AChE, 10 uM) 19 - 45% Cso (ACHE) = 1,34 - 56,42 yM ICso (BUChE) = 2,37 - 56,32 uM
45% (R = 2-hidroxietil, Ry = 4-metilfenil) 1,34 UM (R1=4-OMe, Rp =Rs =H) ¢ 176237 /M (R; =R, =H, X = S)

Figura 15. a) derivados de Hantzsch; b) derivados de Biginelli.

Os derivados de Biginelli também tem mostrado atividade anticolinesterase. Como por
exemplo, Zhi e colaboradores sintetizaram uma série de tiazolo-pirimidinas a partir de tio-
DHPM, que mostraram capacidade de inibir até 45% da atividade da AChE numa
concentragdo de 10 uM. Estudos de docking apontaram para a interacdo no CAS através de
interacdes m-r stacking entre o grupo fenila e o Trp84, interacbes ibnicas entre o sistema
biciclico tiazolo-pirimidina e os residuos acidos Aps72 e Tyr334 e ligacdes de hidrogénio
com Glu199 e His440.*®" No trabalho de Arunkhamkaew et al. a reagdo de Biginelli foi
conduzida na presenca de tetra-hidrocurcuminas (THC), compostos 1,3-dicarbonilicos, ao
invés de um B-cetoéster. Os produtos formados foram chamados pelos autores de analogos
THC-DHPM e inibiram a AChE na escala micromolar, sendo mais potentes que o farmaco
galantamina (Figura 15b).**? Recentemente, Ahmad e colaboradores sintetizaram uma série de
pirimidinas a partir da reacdo de Biginelli com substituicdo na posicdo C2 do anel por um
grupo arilacetamida, a partir da reacdo de um analogo sulfurado ou aminado nesta posi¢céo
com uma aril-cloroacetamida.’®® Os compostos obtidos inibiram ambas AChE e BUChE na
escala micromolar (Figura 15b). Estudos de modelagem molecular de vérias arilacetamida-
pirimidinas (AAP) com a TCAChE mostraram que 0s varios anéis aromaticos sdo capazes de
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interagir através de interacdes n-x stacking tanto no CAS quanto no PAS, conforme o tipo de
subtituinte. Na maioria dos compostos estudados o ndcleo 4-arilpirimidina foi direcionado ao
CAS, como mostrado paraa AAP1 (R; = H, R, = Cl, X = NH) na Figura 16, com o anel fenil
interagindo com o Trp84 e o anel cloro-fenilacetamida com o Trp279 no PAS. Além disso,
foram encontradas trés ligac6es de hidrogénio: (i) do grupo carboxila na posicdo C5 do anel
de Biginelli com um dos hidrogénios imidazdlicos da His440; (ii) de um dos hidrogénios a-
carbonila do grupo acetamida com a carboxila do Asp72; e (iii) do hidrogénio da amida com o
OH da Tyr70. Na Figura 17, € mostrado o docking de um dos poucos compostos da série de
Ahmad e colaboradores que direcionaram o nucleo pirimidina para o0 PAS. No composto
AAP2 (R; = OBn , R; = H, X = NH) o anel benziloxi ligado ao anel fenila promove
interacbes com o Trp279, bloqueando a entrada do sitio ativo no PAS. As duas carboxilas de
AAP?2 estédo envolvidas em ligacBes de hidrogénio com a His440 e a Phe288, esta Gltima com

a carboxila em C5 do nucleo de Biginelli.'®®

a) b)

ICso (AChE) = 2,01 uM

Figura 16. InteracGes do composto AAP1 na TCAChE: a) representacdo 2D; b) adaptada da
figura do docking do trabalho de Ahmad et al.*®
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ICs (AChE) = 1,07 uM Phe288

PAS Trp279

Figura 17. InteracGes do composto AAP2 na TCAChE: a) representacdo 2D; b) adaptada da
figura do docking do trabalho de Ahmad et al.'®®

Derivados do tipo organosselénio das DHPM foram sintetizados pelo grupo de
pesquisa de Antbnio L. Braga, a partir da preparacdo de 6-clorometil-DHPM (2) via reacéo de
Biginelli catalisada por HCI na auséncia de solvente. A substituicdo nucleofilica em 2 por
selenocianeto de potassio (KSeCN) e pelo selenocarboxilato 3 levou a formacgédo de seleno-
DHPM e selenoésteres de DHPM, respectivamente (Esquema 10). Ambas as séries de
compostos mostraram atividade de inibicdo da AChE na escala micromolar, além de exibir

propriedades antioxidantes e um perfil farmacocinético favorével in silico.'®* 1¢°
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|
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Esquema 10. Sintese dos organosselénios derivados de Biginelli com atividade anti-AChE,
obtidos pelo grupo de A. L. Braga."**'®

3.5. CARBOIDRATOS E DERIVADOS

Os carboidratos s@o as biomoléculas mais abundantes na natureza, sendo alguns os
principais elementos da dieta em varias partes do mundo e, sua oxidacéo, a principal via de
producdo de energia nas células fotossintéticas.® A atividade biolégica desta classe de
moléculas € tdo inerente a sua classificagdo (biomolécula) quanto notoria pelas inimeras
atividades essenciais a vida, como componentes estruturais basicos dos seres vivos desde o
DNA. A relevante importancia dos carboidratos na quimica medicinal ndo reside somente no
fato de sua importancia bioldgica e biocompatibilidade, mas também por serem estruturas
ricas em centros assimétricos e moléculas polifuncionais, sendo facilmente conectadas a
outras moléculas com diferentes tipos de ligagdo.*®® Além disso, os carboidratos sdo capazes
de interagir com residuos de aminoacidos aromaticos através de intera¢des CH/m, sendo um
valioso nicleo para interagdes com alvos proteicos.™®” Além do mais, o cérebro necessita de
grandes quantidades de glicose, por isso apesar do carater hidrofébico da barreira
hematoencefalica, a existéncia de varios transportadores de hexoses facilitam a passagem de
carboidratos e seus derivados, favorecendo o desenho de drogas para 0 SNC baseadas em

carboidratos.'®®
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3.5.1. Intera¢Bes CH/m entre carboidratos e anéis aromaticos

As interacOes de grupos CH com sistemas de elétrons © podem ser evidenciadas por
espectroscopia de 1V ou RMN. A dissolu¢do do CHCI3; em solventes aromaticos no RMN de
'H leva a um menor deslocamento quimico para o sinal do *H do CHCIs, por exemplo, em
benzeno deuterado (6 = 6,15 ppm), em comparagdo com outros solventes polares (6 > 7,5
ppm). %% 1 pPode-se considerar a interagio CH/m como o tipo mais fraco de ligagio de
hidrogénio, ocorrendo entre um 4cido fraco (CH) e uma base fraca (elétrons m). A entalpia de
ligacdo de uma LH tipica (entre H e F, O ou N) é cerca de 3-7 kcalmol™, j& para interacdes do
tipo OH/x, NH/x e CH/n é cerca de 2-4 kcalmol™, enquanto que para interagdes CH/x é cerca
de 1 kcalmol™.*"* A grande particularidade deste tipo de ligagdo em compostos organicos é o
namero de grupos CH que podem participar simultaneamente na interacdo com um sistema .
A entalpia total do sistema cresce a medida que 0s grupos sao capazes de se organizar
maximizando o nimero de interacdes CH/x favoraveis. Outra caracteristica importante é que

as interacdes CH/x séo observadas tanto em meios aquosos quanto apolares.*’

A natureza da interagdo CH/n depende do quao deficiente de elétrons € a ligacao C-H,
ou seja, quanto mais grupos retiradores de elétrons estiverem ligados ao carbono da ligacéo
C-H, maior sera o carater doador de LH do grupo CH. Nesse sentido, carboidratos sdo anéis
ricos em oxigénio que tornam os grupos C-H mais deficientes de elétrons do que um anel
alifatico comum. Varias proteinas de ligacdo a carboidratos, envolvidas em processos de
reconhecimento celular, contém muitos residuos de aminoacidos aromaticos no sitio de
ligacdo, especialmente o triptofano. Esses residuos interagem com carboidratos através de
uma geometria do tipo stacking, formando um sanduiche entre os anéis aromaético e
glicosidico.*®” ™ Evidéncias tedricas e experimentais tém comprovado que as interacdes
CH/xn sdo mais favorecidas na face com mais ligacdes C-H em axial ao plano do anel, pois
essa geometria favorece a sobreposicdo dos orbitais cCH e m do anel.'”® * Por exemplo, a
face o da PB-D-galactose ¢ uma face excelente para a formagao de ligacdes CH/m, devido a
existéncia de trés hidrogénios axiais em C1, C3 e C5 (Figura 18). Além disso, a hidroxila
axial em C4 retira densidade eletronica de C3 e C5 devido a sobreposicdo antiperiplanar dos
orbitais ligantes 6C3-H e 6Cs-H com o antiligante 6*C,-O, tornando esses grupos CH ainda
mais deficientes de elétrons. De fato, a f-D-galactose foi 0 monossacarideo que mais permitiu
ligagdes CH/m com anéis aromaticos dentre os mais comuns estudados por Hudson et al.'"

De acordo com célculos de superficie de potencial eletrostatico (ESP), a face o apresentou
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menor densidade eletrdnica e maior tendéncia a formar interagdes com anéis aromaticos em

ambos 0s andmeros da D-galactose (Figura 19).

Figura 18. Representagdo esquematica das interagdes CH/m da f-D-galactose (esquerda) e -
D-galactose (direita) com o anel inddlico. As ligagfes C-H axiais estdo destacadas em azul.

Face a ' Face a

B-D-galactose a-D-galactose

Figura 19. Relacdo entre a superficie de potencial eletrostatico (ESP) da D-galactose e a
formagdo de interagdes CH/m: A) estrutura tridimensional; B) ESP, onde as regides em azul
sdo as areas com menor densidade eletronica; C) representacdo das interacbes com anéis
aromaticos. Adaptada de Hudson et al.*

De fato, as interacGes entre carboidratos e aneis aromaticos em proteinas podem ser
classificadas tanto como do tipo CH/z (LH fraca), stacking (devido a sua geometria), ou como
interacOes de dispersdo com contribuicdo de fatores eletrostaticos (do ponto de vista fisico-
7 Embora ainda pouco exploradas no ambito da quimica medicinal, o

51

quimico).



entendimento dessas interagdes e de quais tipos de carboidratos e/ou seus substituintes podem
melhorar a interacdo com o alvo biolégico € muito importante para o desenvolvimento de

NOVOS COMPOstos.

3.5.2. Derivados de carboidratos com atividade anti-beta amildide (anti-Ap)

Varios derivados de carboidratos tém sido descritos na literatura devido a atividade
antiagregacdo de beta-amildide (AP), tais como alguns glicosideos terpenodides. Estudos in
vivo mostraram que o O-glicosideo ginsenosideo Rgl (Figura 20), principio ativo da raiz
Panax ginseng, foi capaz de reduzir a producao do peptideo Ap atraves da inibi¢cdo da enzima
B-secretase (BASE-1), provocando melhoras neuropatologicas e comportamentais em ratos

com superexpressdo da proteina precursora amiléide (APP).}"

Além disso, 0 Rgl também foi
capaz de proteger as células da toxicidade induzida por AP através da inibigdo in vitro da
BASE-1.1® Outros efeitos positivos do Rgl na neuropatologia associada a doenca de
Alzheimer também tem sido descritos para o Rgl, tais como diminuicdo da disfuncao
mitocondrial e do estresse oxidativo.'” O acteosideo, um O-glicosideo fenélico isolado da
Orobanche minor, demonstrou forte inibicdo da agregracdo da APj.42 com I1Cso de 8,9 uM,
aléem de diminuir a geracdo de espécies reativas de oxigénio, contribuindo para reduzir o
estresse oxidativo.'”” Cromonas como a aloeresina D e a C-2'-decoumaroil-aloeresina G, C-
glicosideos isolados da babosa Aloe vera, inibiram a atividade da BASE-1 com valores de

ICs0 de 39,0 € 20,5 uM respectivamente.178
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Acteosideo

Aloeresina D

Figura 20. Produtos naturais derivados de carboidratos com atividade anti-Ap.

3.5.3. Derivados de carboidratos com atividade anticolinesterase

Varios glicosideos naturais derivados de carboidratos também exibem atividade anti-
AChE, como por exemplo a timosaponina Alll (ICsp = 5,4 uM), extraida da Anemarrhena
asphodeloides, a nuciferosida (ICsp = 3,2 uM) e a vanillosida (ICsp = 4,55 uM), ambas
extraidas da flor-de-16tus (Nelumbo nucifera), entre outros.*” Flavondides glicosidicos, tais
como tilirosideo e a quercitrina, extraidos da Agrimonia pilosa, apresentam também valores
de 1Cso micromolar, de 25,5 e 66,9 respectivamente (Figura 21).*” Polifenéis isolados da
Verbascum xanthophoeniceum mostraram, além de propriedades antioxidantes, inibicdo das
colinesterases, sendo que o melhor resultado foi obtido com o forsitosideo B que foi capaz de
inibir 98% da atividade da BuChE na concentracdo de 100 pM.'® Outro exemplo, o
sincososideo, extraido da Symplocos racemosa, inibiu a BUChE com I1Cso de 21,1 uM e ndo

mostrou atividade contra a AChE (Figura 21).*"
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Figura 21. Produtos naturais derivados de carboidratos com atividade anticolinesterase.

Nos Gltimos anos, vérios nucleosideos' sintéticos tem sido estudados devido a
atividade anticolinesterase. Nucleosideos de purina contendo o anéis derivados de D-glicose,
D-manose e D-galactose foram sintetizados por Schwarz e colaboradores e inibiram as
enzimas AChE e BuUChE na escala micromolar.*®! Os nucleosideos foram obtidos a partir da

reacdo em microondas entre o glicosideo de metila protegido (4) e a 6-cloropurina sililada (5)

* Nucleosideos consistem em um anel carboidrato substituido por uma base nitrogenada, geralmente purinica ou
pirimidinica, na posicdo anomérica. Quando um grupo fosfato é ligado em outra posicao do anel glicosidico, é
chamado de nucleotideo. O prefixo nicleo vem do ndcleo celular, onde sdo encontrados 0 DNA e 0 RNA,
polimeros naturais de nucleotideos.
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que forneceu quatro produtos diferenciados entre a configuracdo anomérica e a posi¢do de
ligacdo na purina (Esquema 11). Os a-nucleosideos foram, em geral, mais potentes, sendo o
mais ativo da série o N’-(2-acetamido-a-D-manosilpurina), seletivo para a BUChE (Ki = 0,05
uM). Os autores também observaram que o0s derivados da D-manose apresentaram
seletividade para a BuChE, enquanto que os D-glicosil** e D-galactosilpurinas foram
fortemente seletivos para a enzima AChE.*®™ Outros nuleosideos de purina e pirimidina
contendo ndcleos carboidratos, tais como acido D-glicurbnico e D-glicose, tém sido

sintetizados e demonstrado atividade anticolinesterase também na ordem micromolar, 8% &
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Seletividade N7/N°: 1/2,5 (R = H); 1,3/1 (R = NHAc)

Seletividade o/B: R = H 1/2,2 (N7), 1/4,6 (N%)
R = NHAc 1/5,0 (N°), 1/9,3 (N°)

AChE Ki = 2,4 - >20 uM; 16,0 uM (N°-B-D-glicosil, R = H) - mais seletivo
BuChE Ki = 0,05 - >100 uM; 0,05 pM (N-a-dD-manosil, R = NHAc) - mais ativo e seletivo

Esquema 11. Nucleosideos de purina sintetizados por Schwarz e colaboradores.'®

Derivados de carboidratos contendo o &tomo de selénio na estrutura tém sido
recentemente investigados em estudos associados a possiveis terapias para a doenca de
Alzheimer, tais como propriedades antioxidantes, anti-inflamatorias, antidepressivas, além de

anticolinesterase, 84188

Selenoureidoiminoaglicares foram sintetizados por Olsen e
colaboradores em nove etapas a partir do a-metil-D-glicosideo, mostrando atividade anti-
AChE na escala micromolar, inibindo tanto a enzima livre (EI), quanto na presenca do
substrato (ESI) (Figura 22a). Além disso, os compostos foram capazes de mimetizar a acdo da
enzima glutationa peroxidase, enzima que contém selénio no sitio ativo e é responsavel pela
reducdo do peréxido de hidrogénio.'®* Aril-selenoxilofuranosideos protegidos com o grupo
acetonideo foram sintetizados pelo grupo de Diogo S. Lidtke em trés etapas a partir da D-

185

xilose em altos rendimentos.” Andlises in vivo do fenil-selenoxilofuranosideo (Figura 22b)

4
4

Os termos glicosil e glicosidico podem se referir tanto a um anel de carboidrato qualquer quanto
especificamente ao anel da glicose.
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mostraram propriedades como melhoria de déficits cognitivos associados a deméncias tipo a
DA, reducdo do estresse oxidativo, diminuicdo da atividade da AChE e anti-inflamatérias.'®®
Recentemente um estudo mostrou que 0 mesmo composto melhorou déficits associados a
meméria de longo prazo em ratos expostos ao glutamato monossddico.™® Por sua vez, alquil-
selenocarboidratos mostraram  propriedades antioxidantes, sendo que o0 octil-
selenoxilofuranosideo (derivado da D-xilose) demonstrou os melhores resultados na

capacidade de sequestrar radicais livres.*®®

a) R
Se Q
Py
H

OH /\/\/\ﬁ
HO N R = Br K; (AChE) = 5,8 M (El) e 11,2 pM (ESI)
o R = OMe K; (AChE) = 83,1 uM (El) e 58,8 uM (ESI)
OH R = Me K; (AChE) = 105,1 uM (El) e 16,9 uM (ESI)
Selenoureidoiminoagucares

R

|
R o OH_Se
R ~
~sé (0] ou Se/\LfOMe 0 ©\
[ OMe R HO se NN
HO"  “on HO 5 OH"OMe /9

HO “
derivado da D-xilose derivado da D-ribose derivado da D-galactose o

Alquil-selenocarboidratos Fenil-selenoxilofuranosideo

Figura 22. Derivados de carboidratos contendo selénio: a) selenoureidoiminoagucares
inibidores da AChE; b) selenocarboidratos sintetizados pelo grupo de Ludtke.

Uma serie de iminoaclcares foi sintetizada por Decroocq e colaboradores que
avaliaram a atividade de inibicdo das enzimas colinesterases. Dos 23 compostos avaliados,
apenas trés inibiram a AChE, todos contendo anéis aromaticos provenientes do grupo protetor
benzil (Figura 23a). Outros seis compostos inibiram seletivamente a BuChE, sendo trés
contendo o anel triazolico e apenas dois ndo contendo nenhum anel aromatico (Figura 23b)
De forma geral, os iminocarboidratos mais protegidos apresentaram atividade melhor,

enquanto que a desprotecéo das hidroxilas levou & diminuicdo ou & auséncia de atividade.*®
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b

ICs0 (hAChE) = 60,0 uM IC50 (hAChE) = 22,0 uM IC50 (hAAChE) = 46,0 uM
IC50 (hBUChE) = 2,0 uM IC50 (hBUChE) = 3,0 uM IC50 (hBUChE) = 4,0 uM
b)
HO NH
HO
0O HO
R1 ‘ M OH

R4 =HouBn
R, = aril R2

ICso (WBUChE) = 1,2 - 15,0 uM

Ry = H. R, = 3,5-di(OBn)Ph (1,2 p) 50 ("BUCHE) =210 M ICs (HBUCE) = 161 uM ICs0 (hBUChE) = 61,0 uM

Figura 23. Iminoactcares de Decrooq et al.'® a) inibidores da AChE e da BuChE; b)

inibidores seletivos da BuChE.
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Capitulo 4

Resultados e Discussao
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. METODOLOGIA

Para obtencdo dos compostos hibridos de interesse foram utilizadas metodologias de
reacdo envolvendo substituicdo nucleofilica alifatica (Sy) e aromatica (SNAr). Inicialmente,
foi necessaria a preparacdo dos materiais de partida como espécies eletrofilicas ou
nucleofilicas, com a reatividade apropriada para a obtencdo dos compostos de interesse para o
desenvolvimento do presente trabalho. A etapa chave para a obtengdo de hibridos baseados na
tacrina é a construcdo do nucleo tetraidroacridinico na forma de cloreto, pela 9-cloro-1,2,3,4-
tetraidroacridina (5). A pirimidina utilizada também foi obtida na forma de cloreto (6) a partir
da 3,4-di-hidropirimidinona (DHPM) de Biginelli (7). Ja os carboidratos foram protegidos e
preparados na forma de tosilatos (8) a partir dos precursores naturais D-xilose, D-ribose e D-
galactose (Esquema 12).

Me O o o

Me O
J\l\/ G HN" .5 NH, Me Q MeMOEt
~ NS OEt Acetoacetato de etila
A HN™ ™ OEt
HN n-2 H N — + )\\ ‘ [ }\ —
_ Cl N + Oy _H
X N (¢] H o
p PR
N 1 6 7 HaN™ "NH,
n=6-8 ﬂ -
Hibridos tacrina-pirimidina cl Aduto de Biginelli Ureia Benzaldeido
X
N 1,n-alcanodiaminas o
5 O OH
U Ho/prOH HO/\QM
o oH HO  OH
HN N o HN" 5 NH, o p-xilose p-ribose
n-2 H —OR TsO N HO O\ — HO oH
X )y = o + 5 OR = 700 = o
_ N/ m m HO
N 4.8 m=10u2 R = Me, acetonideo OH 'OH
Hibridos tacrina-carboidratos 1 8 Carboidratos Naturais D-galactose

Esquema 12. Analise retrossintética para a obtencdo dos hibridos baseados em tacrina.

O anel imidazdlico dos hibridos baseados em lofina foi construido através da
adaptacdo da estratégia multicomponente, previamente desenvolvida pelo nosso grupo de
pesquisa para a sintese dos hibridos tacrina-lofina (ver Esquema 7b). Os compostos obtidos na
forma de 9-aminoalquillofinas (9) foram entdo acoplados aos intermediarios 6 e 8 para a

obtencdo dos compostos de interesse (Esquema 13).
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Esquema 13. Analise retrossintética para a obtencdo dos hibridos baseados em lofina.

4.2. SINTESE DOS DERIVADOS DA TACRINA

4.2.1. Sintese da 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina (5)

A etapa chave para obtencdo de 5 € a reacdo de condensacdo de Niementowski,
desenvolvida para obtencdo de compostos quinolinicos, cuja diferenca em relagéo a reacéo de
Friedlander (ver Esquema 5, pagina 30) é a utilizacdo de um &cido carboxilico ao invés de
uma nitrila, aldeido ou cetona.'*® A reagdo entre o 4cido 2-aminobenzéico (acido antranilico)
e a cicloexanona forneceu a 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina (5), empregando-se excesso de
POCIs, sob refluxo a 115 °C e atmosfera inerte (Esquema 14).*! O produto foi obtido com

67% de rendimento apos purificacdo por cromatografia em coluna.
cl

0 0
POCl; (6,0 equiv.),
OH i‘j 115°C, 3 h X
+
NH, 67% N~
5

Acido 2-amino-
benzoéico

Cicloexanona

Esquema 14. Reacdo de Niementowski para obtencdo da 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina (5).

No Esquema 15 a seguir, é apresentada uma proposta de mecanismo para esta reacao.
Propde-se que, inicialmente, a adicdo nucleofilica do grupo amino do acido antranilico a
carbonila da cicloexanona leva a formacdo do intermediario 10, que apds troca protbnica
fornece o hemiaminal 11. A seguir, a rapida desidratacdo de 11 fornece o iminio 12. Entéo, o

carboxilato em 12 é ativado com cloreto de fosforila (POCI3) formando o intermediario 13. A
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ciclizagdo ocorre através do ataque nucleofilico intramolecular em 13 da enamina sobre a
carboxila ativada. A seguir, ocorre a eliminacdo do anion diclorofosfato em 14, levando a
formacdo do iminio 15, que tautomeriza para a enamina em 16. A ativacdo da carbonila da
tetraidroacridinona 16 por outra molécula de POCI; favorece a formagéo do intermediario 17,
que sofre adicdo nucleofilica pelo cloreto, formando o intermediario tetraédrico 18. Apéds a

saida do anion diclorofosfato em 18 obtém-se a 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina (5) de

(0] 0 (0]
OH
OH & @@46 -H;0
y — 0 N@ —
NH; D) H’N
© : 1

interesse.**
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m 8 &'« “ 82 0P
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N N N
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+ O’P\ —i —_— _—
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N N
H H H
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+ HO’ ~clI

Esquema 15. Proposta de mecanismo para a sintese da 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina (5).

A formacéo do nicleo tetraidroacridinico em 5 foi evidenciada por RMN de *H, onde
é observado o padrdo tipico desse sistema (Figura 24): i) dubleto de dubletos em 8,1 ppm
referente ao H8, com J = 8,4 Hz (acoplamento J com H7) e 1,3 Hz (acoplamento *J com H6);
ii) dubleto em 7,95 ppm referente ao H5, com J = 8,5 Hz (acoplamento *J com H6), ndo foi
possivel obter o valor de *J com H7, mas foi observado um leve desdobramento no sinal, além
do acoplamento “J no sinal de H7; iii) dubleto de dubletos de dubletos em 7,62 ppm referente
ao H6 com J = 8,4 Hz (acoplamento 3J com H5), 6,9 Hz (acoplamento *J com H7) e 1,4 Hz

(acoplamento *J com H8); iv) dubleto de dubletos de dubletos em 7,47 ppm referente ao H7
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com J = 8,2 Hz (acoplamento %J com H8), 6,9 Hz (acoplamento *J com H6) e 1,2 Hz
(acoplamento *J com H5). A determinacdo do deslocamento quimico (J) sinais dos
hidrogénios aromaticos foi baseada em derivados contendo substituintes em H5-H8.** 19
Com relagdo ao anel alifatico, sdo observados dois tripletos referentes a H4 (3,1 ppm) e H1
(2,9 ppm), ambos com J = 6,2 Hz, que corresponde ao *J com H2 e H3, respectivamente, e
um multipleto em 1,7 ppm correspondente aos H2 e H3. O espectro de RMN de *3C de 5 pode

ser conferido no material adicional (Figura C6, pag. 182).

Cl
2 8a 29}
2985 K883 BILUTRR KRLLS 7 332 2
2§9F RIS RERGhTr ToEes
6 # 3
H8 H5 H6 H7 5 5a N 4a 7
J=8,4e J=8,4, J=8,2,

J=85H
13Hz Z 69e14Hz 69e12Hz H

4
" ‘ J=62Hz HI1
‘ | " J=62Hz
I M}\U}\ﬁ Yof |2
\
et - /
BAYIS ‘ 8.05 ' 795 ' 7.;}5 '75 7.‘65 7.55 ' 7.45 '

7.
& (ppm)

.......................................

Figura 24. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina
(5), com ampliacdo entre 7,40 e 8,15 ppm (acima e a esquerda).

4.2.2. Obtencao das 9-aminoalquil-1,2,3,4-tetraidroacridinas (1a-e)

Na etapa seguinte, a 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina (5) foi conectada a cadeia
espacadora alquilica de interesse através da reacdo de substituicdo nucleofilica das 1,n-
alcanodiaminas em 5 na presenca de iodeto de potassio (KI), em n-pentanol a 160 ‘C, levando

a formacdo dos intermediarios 1a-e em bons rendimentos (78-95%) (Esquema 16).
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cl HN’H\nNHz

Kl (0,15 equiv.)
2 n-pentanol, 160 °C, 18 h
~ Z
N n=4-8 N

6,0 equiv. - o
1a n_4 79% 1d n=7 87%
5 1o n=578% ,  _o oco
1c n=6 90% °

Esquema 16. Sintese dos intermediarios 9-aminoalquil-1,2,3,4-tetraidroacridinas (1la-e).

Existem outras metodologias para obtencdo das aminas la-e sem a utilizacdo de
catalisador ou sem excesso da diamina, entretanto a metodologia utilizada neste trabalho ja
havia sido previamente testada no grupo como a de melhor rendimento e com menor
formacdo de subprodutos.** A utilizacdo do iodeto de potéassio na sintese de la-e tem o
objetivo de deslocar o equilibrio em favor da formacdo dos produtos, substituindo o cloreto
por iodeto em 5, formando in situ a 9-iodo-1,2,3,4-tetraidroacridina (19). Como o iodeto €
melhor nucle6filo e melhor grupo de saida que o cloreto, pode ser utilizado em quantidade
catalitica para facilitar a substituicdo nucleofilica aromatica (SyAr) da 1,n-alcanodiamina em
5 (Esquema 17). A utilizacdo de seis equivalentes da 1,n-alcanodiamina teve como objetivo

evitar a formacao do bis(n)-tacrina.

CI

\ - CI
N N

5

1,n-alcanodiamina

n=4-8

“ 6,0 equiv.
HN" T ONH N

n-2 N2 I@ I N\/\(\/):g‘lz
X -
_ = &Vl
N N
1a-e

Esquema 17. Mecanismo de formacdo das 9-aminoalquil-1,2,3,4-tetraidroacridinas (1a-e).

Comparando-se os espectros de RMN de *H da 9-cloro-1,2,3,4-teraidroacridina (5,
Figura 24) com a amina formada la (Figura 25) observa-se que a substituicdo do grupo
retirador de elétrons (Cl) por um doador (NH) no anel aromatico, promove um menor o para

os hidrogénios aromaticos, sendo que a maior variacdo € observada para o H8 (AJ = 0,17
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ppm), seguida por H7 (Ao = 0,15 ppm), H6 (Ao = 0,07 ppm) e a menor para 0 H5 (Ad = 0,02
ppm). Essa diferenca faz com que os sinais de H5 e H8 se sobreponham, gerando um sinal
com trés valores de J = 15,5, 8,5 e 1,0 Hz, extraidos do espectro. Entretanto os valores ndo
condizem com os acoplamentos reais, logo atribui-se o sinal como um multipleto. Outro sinal
observado em menor 6 é 0 de H1 e H4 (Ao = 0,17 ppm para H1 e 0,34 ppm para H4), que
também séo observados sobrepostos. O aparecimento do sinal largo para o NH em 4,1 ppm
contribui para evidenciar a formacdo do produto, além dos sinais da cadeia metilénica. O
tripleto observado em 3,5 ppm ¢é caracteristico de H metilénico ligado ao nucleo tacrina
(H10), com J = 7,1 Hz, referente ao *J com H11. Os demais sinais da cadeia sdo observados
entre 1,4 e 1,8 ppm como um multipleto devido a sobreposicdo dos sinais referentes a H11,
H12 e do NHa.

10 12
,/~\\\/,/~\\\/,PJP12
HN® 1 g
7 8 8a EL?a 5
8 ~ 3 H1
5 5a N'4a™y H4
o M
H5 _ tﬂ7 . . . :
H8 J=84,68 J=8268, 1.8 17 16 15 14
1,4Hz 1,3Hz & (ppm)
H2
A H13 H3
L H10 \
J=71Hz \ Hi1
80 79 78 77 76 75 74 73 H12
d (ppm) NH2
| d//
NH
_ ’ L_lj

200

1 1001
0971
219

w | 224
4179
468
551]

W
&

9.0 85 80 75 7.0 6.5 6.0 5.5 50 45 4.0
& (ppm)

Figura 25. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da amina 1a, com ampliacio entre 7,3
e 8,0 ppm (acima e a esquerda) e entre 1,4 e 1,8 ppm (acima e a direita).
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4.3. SINTESE DOS DERIVADOS DA LOFINA

Com o objetivo de obter o nlcleo lofina conectado a cadeia alquilica espagadora como
intermediarios nucleofilicos, foi desenvolvida uma metodologia para obtencdo das n-(2,4,5-
trifenil-1H-imidazol-1-il)alcanaminas (9).

A primeira tentativa foi utilizar o procedimento one-pot desenvolvido previamente
pelo nosso grupo de pesquisa para a sintese de hibridos tacrina-lofina e dimeros bis(n)-
lofina.!” A reacéo tetracomponente envolveu benzaldeido, benzila, acetato de aménio e 1,8-
octanodiamina, utilizando cloreto de indio como catalisador e refluxo em etanol (Esquema 5).
A utilizacdo de 1,0 equivalente da diamina conduziu a formacao do bis(8)-lofina, ndo sendo
observado o produto de interesse. Foram testadas também condi¢des utilizando excesso da
diamina, com 3,0 e 6,0 equivalentes, entretanto ndo se observou a formacéo do produto de
interesse, sendo obtida uma mistura complexa. Uma explicacéo possivel é que a utilizacéo de
excesso de diamina poderia permitir a incorporacdo de duas moléculas dessa diamina, ao
invés de uma de amdnia, o0 que nao levaria a formacao do anel imidazolico, como é mostrado
no mecanismo proposto mais adiante no Esquema 21. Porém esta possibilidade também néo

foi observada.

o N T L L.

InCl3 (15% mol), Etanol, N
H 78°C, 24 h
HaNBNH, O
9e

+ Benzaldeido

InCl3 (15% mol), Etanol,
78 °C,24h

?
© AN /
Benzila NN

Bis(8)-lofina

NH,OAc

Esquema 18. Tentativa de obtencdo das aminas de interesse via one-pot.

Alternativamente, utilizou-se a estratégia de protecdo seletiva de um dos grupos amino
das 1,n-alcanodiaminas com o grupo dicarbonato de terc-butila (Boc,O), através de um

protocolo ja estabelecido na literatura.’®® Utilizando-se excesso de 3,0 equivalentes da
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diamina foi possivel obter as 1,n-alcanodiaminas protegidas (20a-e) em bons rendimentos,
63-79% (Esquema 19).

Boc20, CHC|3, O
HZN’(A)ENHZ 0°Cata.,24h Ay PS J<
. HoN"" nN (0]
(3,0 equiv.) 63-79% H
1,n-alcanodiaminas 20a-e
n=4-8 n=4-8

Esquema 19. Protecdo seletiva das 1,n-alcanodiaminas.

Apb6s a obtencdo das 1,n-alcanodiaminas protegidas, foi conduzida a reacdo
tetracomponente para a constru¢do do nucleo lofina, obtendo-se 0s intermediarios protegidos
n-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)alquil)carbamato de terc-butila (21a-e) (Esquema 20). A
reacao foi conduzida sob refluxo de etanol por 24 horas e com 0,15 equivalentes de InCls, que
ja havia sido estudado previamente no grupo como melhor catalisador para este tipo de reagédo
(ver Tabela 3, pagina 43).

J<
|2N/HHN (@) H )J\O )<
InCl3 (15% mol),
: nCls ( ol) N

Etanol, 78°C,24h N nN

0 [
NH,OAc
- 0
O 0 21a n =4 79% 514 n=7 95%

. 21b n=5 80% _
Benzila 21c n=6 94% 21e n=8 95%

Esquema 20. Reacgdo tetracomponente para sintese das aminas 21a-e.

Diferentes propostas mecanisticas ja foram apresentadas para a reacdo tricomponente
entre benzila, aldeido e acetato de amdnio para a formagéo da lofina.'** *** Das Sharma e
colaboradores propuseram um mecanismo para a formacao de imidazdis tetrassubstituidos na
presenca de InCls.3H,0 como catalisador.*** Baseada neste trabalho, a seguir é apresentada
uma proposta mecanistica para a formacdo dos imidazdis tetrassubstituidos sintetizados neste

trabalho na presenca de InCl; (Esquema 21).
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Esquema 21. Proposta de mecanismo da reagdo tetracomponente.

Conforme mostrado no esquema acima, o acido de Lewis promove um aumento do
caréater eletrofilico da carbonila do benzaldeido (em azul), favorecendo o ataque nucleofilico
da amina primaria, levando a formacéo do ion iminio 22, ap6s a eliminacdo de uma molécula
de agua. A seguir, a adicdo nucleofilica no ion iminio 22 pela aménia (produzida no meio
reacional a partir do acetato de aménio) fornece a diamina 23. O grupo amino secundéario de
23 promove um ataque nucleofilico a uma das carbonilas da benzila (em verde), que esta
ativada pelo acido de Lewis, fornecendo o iminio 24, ap6s a eliminacdo de &gua. Entdo, o
ataque nucleofilico intramolecular do grupo amino em 24 sobre a carbonila ativada resulta no
intermediario ciclico 25, apds a eliminacdo de agua. A seguir, a abstracdo de um préton do
intermediario 25 permite a aromatizacdo do anel e fornece o imidazol tetrassubstituido como
produto final (21a-e)."

A etapa de remocdo do grupo Boc para desprotecdo das aminas 21a-e foi realizada
primeiramente em hidrolise acida (HCl(q) 10%) em metanol a 90 °C durante 18 horas, de
acordo com protocolo da literatura.'® Essa condicdo levou a formacdo das aminas
desprotegidas de interesse 9a-e em altos rendimentos (59 - 87%), como mostrado na Tabela 4,
Entradas 1 - 5, tendo sido estabelecida previamente como a condicdo padrdo para a
desprotecdo. Visando-se encurtar o tempo de reacdo, testou-se a desprotecdo com &cido
trifluoroacético (TFA), em CH.Cl, & temperatura ambiente.’®® Apés 30 min, observou-se
conversédo parcial do material de partida 21d em cromatografia em camada delgada (CCD), o
qual foi totalmente consumido apds 2 h (Entrada 8). A amina desprotegida de interesse foi
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obtida em bom rendimento (71%), embora inferior ao procedimento com HCI/MeOH
(Entrada 4), o que também foi observado com a amina 2le (Entrada 7). No entanto,
utilizando-se amina com n = 6 (21c), obteve-se um rendimento melhor (Entrada 6).

O
/ N/HN nNHz

! Condlgoes i J

21a-e

Esquema 22. Remogéo do grupo Boc e obtencdo das aminas 9a-e.

Tabela 4. Condicdes de desprotecéo testadas de acordo com o Esquema 22.

Entrada Material de Partida n CondicGes Rendimento (%)
1 21a 4 59%
2 21b 5 75%
3 21c me?ail)l(,a 83 "18()/;8 h 63%
4 21d 7 84%
5 21e 8 87%
6 21c 6 96%
7 21d 7 TFA,DCM, 2h 71%
8 21e 8 51%

“Ap0s purificagdo por cromatografia em coluna.

A formacéo do nucleo lofina ligado a uma cadeia metilénica é evidenciada no espectro
de RMN de *H pela presenca de quatro sinais caracteristicos: i) dubleto de dubletos em 7,6
ppm (2H); ii) multipleto em 7,6 - 7,4 ppm (10H); iii) multipleto em 7,3 - 7,1 ppm (3H); iv)
tripleto em 3,9 ppm (J = 7,3 Hz, 2H). Em todos os compostos derivados de lofina sintetizados
neste trabalho esses sinais foram observados, com pouca variacao nos valores de ¢, sendo que
i, 1l e iii juntos, correspondem aos 15H aromaticos do ndcleo lofina, enquanto que iv

corresponde aos hidrogénios do carbono metilénico ligado diretamente ao anel imidazélico.
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Comparando-se os espectros de RMN de *H da amina protegida (21c) com a amina
livre (9¢), o desaparecimento do singleto com integral para 9H (H21) e do sinal do NH
(observados na Figura 26) e o aparecimento de um singleto com integral para 2H (Figura 27)
evidenciam a remocao do grupo protetor Boc. Além disso, sdo observadas algumas variacoes
de o entre os espectros dos dois compostos. Por exemplo, o sinal que mais variou foi 0 que
corresponde aos hidrogénios H19, do carbono ligado diretamente ao Boc (2,75 ppm, Figura
26) ou ao grupo amino (2,48 ppm, Figura 27), isto ¢, um Ad = 0,27 ppm. A maior variacao
nos aromaticos foi com H6 (Ad = 0,06 ppm). Os demais sinais ndo variaram muito entre 0s
dois compostos, por exemplo H14 (Ad = 0,02 ppm). O pequeno dubleto observado em 8,13
ppm na amina protegida corresponde a uma impureza ndo identificada, que ndo é removida na
purificacdo da tetracomponente, porém é facilmente removida na coluna da reacdo de

hidrolise do Boc.

A partir do espectro de 21c (Figura 26) € possivel calcular dois valores de J para o
sinal do H19 em 2,75 ppm (12,7 e 6,5 Hz). Porém, esses valores ndo correspondem aos
acoplamentos reais pois o valor 12,7 Hz néo faz sentido e o valor 6,5 Hz ndo corresponde ao
valor calculado do tripleto do NH vizinho (5,3 Hz, 6,69 ppm). O sinal deve ser atribuido

como um multipleto como resultado do acoplamento vicinal com os dois H18 e com o NH.
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Figura 26. Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 300 MHz) do composto 21c, com ampliacio
entre 6,6 e 8,2 ppm (acima e a esquerda).
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Figura 27. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do composto 9¢, com ampliag&o entre
7,0 e 7,8 ppm (acima e a esquerda).
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4.4. SINTESE DA PIRIMIDINA DERIVADA DA REACAO DE BIGINELLI

Em 2011 Singh et al. desenvolveram um método de conversdo em quatro etapas de di-
hidropirimidinonas (DHPM), obtidas atraves da reacdo de Biginelli, em pirimidinas 2-

substituidas, onde o substituinte pode ser uma amina nucleofilica (Esquema 23).*%

Apos a
obtencdo da DHPM 7 via reacdo de Biginelli, a oxidacdo seletiva fornece o intermediario
pirimidinona 26, seguida de cloracdo com POCI; para obtencdo do intermediario eletrofilico
2-cloro-4-metil-6-fenil-pirimidina (6). Na sequéncia, o cloro pode ser substituido por uma
amina em uma reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica, levando a formacdo de

pirimidinas 2-amino-substituidas (27).*

O

PN

Ph H . ] ) (0] Ph o e Ph
Benzaldeido H™ ou Ac. Lewis Oxidagéo
0 EtOH, refluxo, 6 h  EtO NH Seletiva £ SN
* NH | P —— | PN
EtO /g 2 N o) N o
H H
o HN" 0
Acetoacetato  Ureia 7 26
de etila
L Cloracao
(@] Ph o Ph
EtO | \)N\ RNH, EtO | XN
—
N~ ONHR - HCI N/)\CI
27 6

Esquema 23. Rota sintética para obtencio de 2-aminopirimidinas proposta por Singh et al.**

Neste trabalho utilizou-se a estratégia de Singh et al.’® para obtencdo da 2-cloro-4-

metil-6-fenil-pirimidina (6), cujas etapas serdo discutidas a seguir.

44.1. Reacdo de Biginelli para obtencdo da 6-metil-2-oxo-4-fenil-1,2,3,4-

tetraidropirimidina-5-carboxilato de etila (7)

A Reacdo multicomponente de Biginelli envolvendo ureia, benzaldeido e acetoacetato
de etila foi testada inicialmente em sua condicdo classica, isto é, na presenca de quantidades
cataliticas de HCI.*®? Entretanto, mesmo utilizando HCI concentrado ndo foi observada a

formacdo do produto, somente uma mistura complexa que ndo foi possivel isolar. Optou-se
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entdo pela utilizagdo de acido de Lewis. A reacdo foi conduzida em refluxo de etanol por trés
horas, utilizando cloreto férrico (FeCls), levando a formagdo do produto desejado em 15% de
rendimento, apés recristalizacdo em etanol. Nas mesmas condi¢des, porém utilizando-se
cloreto de estanho di-hidratado (SnCl,.2H,0),**® o rendimento obtido foi de 34%. Dobrando-
se 0 tempo obteve-se 73% de rendimento (Esquema 10).

O

©)‘\H
i (0]
Benzaldeido Etanol. refl
O anol, refluxo R Eto | NH
+ = .
EtO NH, HCI conc. n&o reagiu N/go
A FeCls 15% (3 h) N
(@) H2N (@] SnCl,.2H,O  34% (3 h)

Acetoacetato Ureia 73% (6 h)
de etila

Esquema 24. Reacéo de Biginelli para obtencdo da DHPM 7.

A formagdo da DHPM de Biginelli foi evidenciada no espectro de RMN de *H (Figura
28) pelo sinal em 5,19 ppm correspondente ao H4, ligado ao carbono metinico que esté ligado
diretamente ao anel aromético, a um nitrogénio, e a um carbono sp? a-carbonila (C5), e pelo
sinais dos NH em 7,78 e 9,23 ppm. Além disso, séo observados os seguintes sinais: i) tripleto
(1,13 ppm, J = 7,1 Hz) e quarteto (4,02 ppm, J = 7,1 Hz) referentes ao grupamento etila; ii)
singleto da metila H7 em 2,29 ppm; iii) multipleto dos H aromaticos (H11 - H13) entre 7,46 e
7,17 ppm.
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Figura 28. Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 300 MHz) da DHPM 7.

O mecanismo da Reacdo de Biginelli tem sido discutido tanto no ambito experimental
guanto no ambito da quimica tedrica. Inicialmente, trés rotas possiveis haviam sido propostas

para a formacdo da DHPM 7 e estdo mostradas na Figura 29.'%’

As trés propostas consistem
nas diferentes combinacBes possiveis entre o0s trés componentes iniciais, gerando
intermediarios do tipo ion iminio 28 (Figura 29a), enamina 29 (Figura 29b) e Knoevenagel 30
(Figura 29c). Em 1933, Folkers e Johnson sugeriram que a etapa determinante consistia na
chamada rota do ion iminio, envolvendo a condensacao entre a ureia e o benzaldeido, levando
a formacdo do intermediario N-aciliminio 28 e posterior adicdo nucleofilica do acetoacetato

de etila, conduzindo & formacéo da DHPM 7 (Figura 29a).™%®

Quarenta anos mais tarde, Sweet
e Fissekis propuseram que a rea¢do ocorria primeiro entre o benzaldeido e o acetoacetato de
etila, conduzindo a formacdo do intermediario tipo Knoevenagel 30, promovendo a adi¢do
nucleofilica na ureia e levando & formagdo da DHPM (Figura 29c)."*® Em 1997, Kappe
utilizou espectroscopia de RMN de 'H e **C para investigar o mecanismo da reacdo.?®
Quando a reacdo entre o benzaldeido e o acetoacetato de etila em CD3;OH/HCI em
temperatura ambiente foi monitorada, nenhuma evidéncia de formacdo do intermediario 30 ou
qualquer reagdo entre os dois compostos foi observada. Além disso, a reagdo entre
benzaldeido e ureia levou & formagdo de um intermediério do tipo bisureido, evidenciando a

participacdo do ion N-aciliminio 28, como intermediario na reagdo. Finalmente, quando 0s
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trés componentes foram misturados juntos somente a DHPM 7 foi observada.®” #° Assim
como o estudo de Kappe, célculos tedricos mostraram que a rota do ion iminio é a mais

favoravel energeticamente e, aliados a outros resultados experimentais, tém se fortalecido

como 0 mais provavel mecanismo da reacéo de Biginelli.'®’

REAGENTES INTERMEDIARIOS TERCEIRO PRODUTO
COMPONENTE

O

o} 0 ®)L
)L HN NH, o 0
+ )]\
3 HNT NH,  Ph H )l\ MOEt
2

Ureia Benzaldeido

0
o
)L 19 oH’ OH%JLNH o -H® i
2 2
5) N7 NH, EtOM o | I )]\ —| Et0 NH

-H0 -H,0

. O [ PR H “H0 | Py

Ureia Acetoacetato de etila 29 Ciclizagdo N o
H
Ph

0 7

X, 0 oA | ]
+ OH )L
¢) Ph H EtOM HoN NH,
Benzaldeido Acetoacetato de etila OEt

Figura 29. Rotas possiveis para 0 mecanismo da reacdo de Biginelli: a) rota do ion iminio; b)
rota da enamina; c) rota Knoevenagel. Figura adaptada do trabalho de Puripat et al.”®*

Considerando que neste trabalho foram utilizados &cido de Lewis como catalisadores
da reacdo de Biginelli (Esquema 24, pag. 72) e a rota do ion iminio apontada em varios
estudos na literatura como a mais provavel, no Esquema 25 a seguir € mostrada uma proposta
mecanistica para obtencdo da DHPM 7. A proposta baseia-se nos artigos de Zhang et al.?*?,
que empregaram FeCl; como catalisador para obtencdo de 6-arilvinil-3,4-di-

|.148

hidropirimidinonas, e de Russowsky et a que utilizaram SnCl,.2H,0 para obtencdo de

uma série de di-hidropirimidinonas.
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Esquema 25. Proposta de mecanismo da reacdo de Biginelli para obtencdo da DHPM 7.

O é&cido de Lewis coordena-se a0 atomo de oxigénio do benzaldeido, tornando o
carbono mais eletrofilico e suscetivel ao ataque nucleofilico do nitrogénio da ureia, formando
o0 intermediario 31, em equilibrio protdnico com o intermediario 32, que rapidamente perde
agua e conduz a formacgédo do ion N-aciliminio 28. A coordenacdo do acetoacetato de etila
com o SnCl; desloca o equilibrio para a forma enol, como mostrado em 33, promovendo 0
ataque nucleofilico no carbono do ion iminio em 28, que resulta no intermediario tetraédrico
34. A estrutura 34 cicliza através do ataque nucleofilico intramolecular a carbonila ativada
pelo SnCl,, levando a formacdo de 35, em equilibrio proténico com o intermediario 36,

seguido de desidratacdo e formacéo da di-hidropirimidinona de interesse 7.

4.4.2. Oxidacéao seletiva da DHPM 7

Uma vez obtida a DHPM 7, a etapa seguinte consistiu na oxidacdo seletiva das
posicBes C3 e C4 do anel di-hidropirimidinona. Considerando-se que existem varios métodos
disponiveis na literatura descritos para a oxidacdo de 7 em pirimidinona 26, evitou-se neste
trabalho a metodologia envolvendo a oxidacdo por PCC, utilizada por Singh et al.*®, devido a
alta toxicidade do cromo-VI. A oxidacdo das DHPM é dificil devido principalmente a

susceptibilidade do grupo metila na posicdo C6 ao ataque de agentes oxidantes.”®

Karade e colaboradores desenvolveram uma metodologia combinando iodo

hipervalente e hidroper6oxido de terc-butila no processo de oxidagdo das DHPM, obtendo o
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produto 26 em 84% de rendimento.?®* Em 2009, Liang et al. utilizaram uma molécula com

nitrosénio (NO*BFy), onde o cétion é o agente oxidante, atuando como eletréfilo.?®> Outros

203

oxidantes tais como, nitrato de aménio cérico (CAN) combinado com HCI,= e didxido de

titanio, 2%

C4.

também tém sido testados para desidrogenacdo de di-hidropirimidinonas em C3 e

A metodologia escolhida para este trabalho foi a descrita em 2009 por Memarian e
Farhadi.?” Os autores obtiveram o composto 26 com um rendimento de 85% através da
oxidacdo da DHPM 7 com persulfato de potassio (K,S,0s), utilizando uma mistura 10: 2 de
acetonitrila: dgua como solvente e refluxo por 80 minutos, Esquema 26. Entretanto, foi
verificada a necessidade de algumas adaptacfes. Na Tabela 5 estdo resumidas as condicdes

testadas neste trabalho.

0 K2S,04 1)
CH4CN:H,0 (5:1
EtO | NH 3 20 &:1) EtO | SN
NS0 N/&O
H H
7 26

Esquema 26. Oxidacdo da DHPM 7.

Tabela 5. Condicdes testadas de acordo com o Esquema 26.

Entrada  Temperatura Tempo Atmosfera Rendimento
1 80°C 90 min ambiente 36%°
2 73°C 90 min ambiente 31%"
3 73°C 120 min ambiente 47%"
4 73°C 240 min ambiente 45%°
5 73°C 80 min ambiente 36%"
6 73°C 80 min Na(g) 64%°, 69%"

*Estimado a partir do rendimento das duas etapas (oxidacao + cloracio); Apés
purificagdo por cromatografia em coluna.

A primeira tentativa de oxidacdo da DHPM 7 seguindo o protocolo observado por
Memarian e Farhadi levou & formagdo do produto em rendimento bem inferior ao relatado

pelos autores (Entrada 1). Esse mesmo protocolo foi estudado por Joel M. G. Galvdo em seu
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trabalho de conclusdo de curso (TCC), onde também foram relatados problemas em se
reproduzirem os rendimentos obtidos por Memarian e Farhadi. Em seu TCC, Galvdo nédo
observou nenhuma reacdo em temperaturas menores que 70 °C, contudo encontrou como
temperatura ideal cerca de 73 °C, abaixo da temperatura de refluxo indicada pelos autores
(cerca de 80 °C).?”® Tanto no artigo, como no TCC de Galvdo, observou-se que tempos

maiores de reacdo, mesmo a 73 °C, geram o produto em menores rendimentos.

Neste trabalho, o maior rendimento foi observado apds 120 min (Entrada 3, Tabela 5),
no entanto neste caso a reacdo demorou mais para comegcar a ocorrer. O inicio da reacdo pode
ser detectado tanto em CCD como visivelmente, através da mudanca de cor branca para
amarela. A reacdo é bastante sensivel a temperatura e ocorre de forma ideal na minima
temperatura necessaria, isto €, cerca de 73 °C. N&o foi detectado (ou ndo foi descrito) pelos
autores a necessidade de se utilizar atmosfera livre de oxigénio. Porém, neste trabalho foi
verificado que essa condicdo (Entrada 6, Tabela 5) melhorou consideravelmente o

rendimento.

Memarian e Farhadi propuseram um mecanismo via formacdo de radicais para a
oxidacdo da DHPM com persulfato de potassio, mostrado no Esquema 27. A etapa inicial
consiste na cisdo homolitica da ligagdo O-O do anion persulfato a partir do aquecimento em
solucdo, gerando anions radicais sulfatos (37). A agua é capaz de reagir com o anion radical

sulfato, formando anions bissulfato (38) e radicais hidroxila.?*

Os autores propuseram que 0
radical hidroxila é a espécie que reage com a DHPM, hipétese reforcada pelo fato de que eles
ndo observaram reacdo em meio anidro. O radical hidroxila é mais reativo que o radical 37,
sendo mais efetivo na abstracdo de espécies de hidrogénios radicais. A etapa lenta da
oxidacao de 7 consiste na abstracdo radicalar do hidrogénio na posi¢do C4 do anel da DHPM,
formando agua e o radical 39. Por fim, a abstracdo do segundo hidrogénio de 39 conduz a

formacdo da pirimidinona 26.%%’
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Esquema 27. Proposta de mecanismo da oxidagdo da DHPM via radicalar, de acordo com
Memarian e Farhadi.”®’

Os autores destacaram as seguintes observacdes para reforcar a proposta mecanistica:
i) a presenca de uma quantidade minima de agua é necessaria, uma vez que ndo ocorreu
reacdo em condicBes anidras e o rendimento foi muito baixo utilizando 10: 1 (acetonitrila:
agua); ii) a reacdo com a condicdo etanol: agua (5: 1) teve rendimentos muito baixos,
provavelmente devido a competicdo entre os radicais hidroxila e etoxila para remover o H4
em 7, ou devido a solvatacdo do anion radical sulfato pelo solvente protico, dificultando a
formacdo dos radicais hidroxila; iii) a presenca de grupos doadores de elétrons no anel
benzénico que estabilizam o radical na posicdo benzilica em 39 provocou aumento no
rendimento e diminuicdo do tempo, enquanto que grupos retiradores diminuiram o
rendimento, reforcando a participacdo da espécie 39.2” Em um trabalho publicado
recentemente, Memarian e Kalantari reforcaram a hipotese do mecanismo mostrado no
Esquema 27 através de estudos computacionais, evidenciando que a formacéo do radical 39 é

a etapa determinante.”®®

Comparando-se 0 RMN de *H da DHPM 7 com o da pirimidinona 26 evidencia-se a
oxidacao pelo desaparecimento do sinal correspondente ao hidrogénio benzilico H4, além da
observacdo de somente um sinal NH. Além disso, é possivel distinguir os H aromaticos entre
H11 e H12-13, devido a um aumento no ¢ dos H11, mais proximos do centro oxidado (Figura
30).
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Figura 30. Comparacéo dos espectros de RMN de *H da DHPM 7, acima em verde (DMSO-
d6, 300 MHz), com o do produto de oxidacao 26, abaixo em vermelho (CDCls, 300 MHz).

4.4.3. Cloracédo com POCI;

A (ltima etapa para obtencdo do cloreto 6 consistiu na cloracdo de 26 utilizando
POCIl; em excesso, como descrito por Singh et al.*® Foram testadas duas condicdes:
purificando o composto 26 previamente por cromatografia em coluna e utilizando o bruto,
dissolvendo-o no POCI;. Nao houve diferenca significativa em termos de rendimento ou
pureza do produto de interesse 6, portanto o segundo procedimento foi adotado como padréo

(Esquema 28).

1. K2320g, CH3CN: H,O (5: 1),

0] 73 °C, 80 min, Nx(g)
2. POClj3, 115 °C, 30 min
EtO
| /g 41% apds duas etapas
N (0]
H
7 6

Esquema 28. Sintese da 2-cloro-6-metil-4-fenilpirimidina-5-carboxilato de etila (6).

Comparando-se o espectro de RMN de *H dos trés produtos obtidos a partir da reacdo

de Biginelli (DHPM 7), sequida de oxidacédo (26) e cloragéo (pirimidina 7), observa-se o
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desaparecimento dos sinais do H4, dos NH e a conservacgdo dos demais sinais, indicando que
ndo houve degradacdo do material (Figura 31). Além disso, sdo observadas pequenas
variagdes de deslocamento quimico (J), sendo que para os hidrogénios da metila H10 (1,12
ppm em 7, 0,93 ppm em 26 e 1,07 ppm em 6); para os H7 (2,28, 2,60 e 2,62 ppm), para H9
(4,01, 4,03 e 4,20 ppm) e para os aromaticos H11-H13 (7,41-7,17, 7,67-7,33 e 7,72-7,38
ppm). Observa-se também uma separacdo maior dos H aromaticos H11 (2H) de H12-13 (3H),
devido ao aumento do ¢ dos H11, mais proximos ao anel pirimidinico. De uma forma geral, o
valor de 6 aumentou em cada etapa, sendo maior na 2-cloro-pirimidina (6), o que era esperado
devido a maior quantidade de elétrons w. A unica exce¢do foi observada para os H10, mais
afastados do sistema m do anel e mais expostos ao solvente. Da mesma forma, no RMN de B¢
(Figura 32) os carbonos C5, C6 e principalmente C4, aumentam de ¢ significativamente,
sendo que C4 apresenta uma variagdo maior que 100 ppm.

NH
" M JL_
H7
4 H10

H12-H13 Ho

. ' : ; , . . ; ; . ; ' . . . : ; ; . .
95 90 85 80 25 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00
8 (ppm)

Figura 31. Comparagéo dos espectros de RMN de *H da DHPM 7, acima em verde (DMSO-
d6, 300 MHz), com o do produto de oxidacdo 26, no meio em vermelho (CDCI3, 300 MHz) e
do produto de cloracao, a pirimidina 6, abaixo em azul (CDCl3, 300 MHz).
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Figura 32. Comparacdo dos espectros de RMN de *C (APT) da DHPM 7, acima em verde
(DMSO0-d6, 75 MHz), com a da pirimidina 6, abaixo em azul (CDCl3, 75 MHz).

4.5. HIBRIDOS TACRINA-PIRIMIDINA E LOFINA-PIRIMIDINA

4.5.1. Sintese dos Hibridos Tacrina-Pirimidina e Lofina-Pirimidina

Para a sintese dos hibridos contendo os nucleos tacrina, lofina e pirimidina, foi

utilizado um procedimento atraves de reacfes de substituicdo nucleofilica aromatica (SnAr),

conforme representado no Esquema 29.'® %2 O intermediario eletrofilico 6, que possui um

atomo de cloro ligado a um anel pirimidinico, € um sitio suscetivel ao ataque nucleofilico de

uma amina (40), deslocando um par de elétrons para o nitrogénio em posi¢cdo orto, formando

um intermediario tetraédrico 41, em equilibrio protdnico com 42. O par de elétrons do N em

orto retorna ao orbital &, restabelecendo a aromaticidade do anel com a expulsdo de cloreto,

formando uma 2-aminopirimidina 27.
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Esquema 29. Proposta de mecanismo via SyAr para a formacéo de 2-aminopirimidinas 27.

Para as reacOes de obtencdo dos hibridos tacrina(n)-pirimidina (43a-c) e lofina(n)-
pirimidina (44a-c), as aminas la-e e 9a-e agem como nucleofilos de acordo com o esquema
anterior. As reacdes foram conduzidas sob n-pentanol em refluxo e foram acompanhadas por
CCD. Observou-se que as aminas la-e e 9a-e, reagentes limitantes, foram consumidas

somente apds 48 horas (Esquema 17).

Me O
)N\/ | OEt
NS
HN N7 N
n-pentanol H
140°C, 48 h X
—_—
—

P4

43a n=6 75%
43b n=7 53%
43c n=8 67%

g
~iof

Esquema 30. Sintese dos hibridos de interesse contendo a) tacrina (43a-c) e b) lofina (44a-c).

i

N n-pentanol \ N
\_N 140°C, 48 h
P
(1,5 equiv.)

-68 6 44a n=6 56%
"ocs 44b n=7 45%
44c n=8 52%
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4.5.2. Caracterizacdo espectroscopica dos hibridos tacrina-pirimidina e lofina-

pirimidina

Na Figura 33a é mostrada a estrutura do hibrido tacrina(6)-pirimidina (43a) com 0s
carbonos numerados, iniciando-se a partir da numeracdo padrédo IUPAC dos carbonos da
tacrina (ver Figura 1, pag. 3). E mostrada na Figura 33b a ampliacdo do espectro de RMN de
'H do hibrido 43a na regido dos hidrogénios aromaticos, onde s&o observados os sinais tipicos
do nucleo tacrina referentes a H5, H6, H7 e H8 (ver Figura 24 e Figura 25, pags. 62 e 64). Os
hidrogénios do nucleo pirimidina H21 sdo observados em 7,55 ppm e coincidem com H6,
enquanto que H22 e H23 sdo observados em 7,40 ppm como um multipleto. Observa-se
também um efeito telhado nos sinais de H6/H21 e H22/H23, devido ao acoplamento 3J H21-
H22.

Na Figura 33c é mostrada a ampliacdo entre 1,0 e 5,4 ppm, destacando-se em 5,31
ppm um dos hidrogénios ligados ao nitrogénio (NH), que é observado como um tripleto (5,7
Hz), referente ao acoplamento com os hidrogénios metilénicos vizinhos, da extremidade da
cadeia (H15). Como o sinal de NH proximo ao nucleo tacrina é geralmente observado como
um singleto largo em torno de 3,5-4,0 ppm (ver Figura 25) e, além disso, este sinal largo foi
observado em outros hibridos baseados em tacrina sintetizados pelo nosso grupo, portanto
pode-se inferir que o sinal em 5,4 ppm corresponde ao NH vizinho ao C15 e ao anel
pirimidinico. Destacam-se também os hidrogénios do grupamento etila do éster em 4,05 ppm
(H26, quarteto) e 0,9 ppm (H27, tripleto), ambos com J = 7,1 Hz, além dos os hidrogénios
H24 em 2,49 ppm da metila ligada ao anel pirimidinico. Os H10 e H15 (extremidades da
cadeia) coincidem em ¢ = 3,45 ppm, mesmo o observado para o H10 préximo ao nucleo

tacrina nas 9-aminoalquil-tacrinas la-e.
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Figura 33. a) Estrutura do hibrido 43a com carbonos numerados; b) ampliacdo do espectro de
RMN de *H (CDCls, 300 MHz) de 43a entre 7,2 e 8,0 ppm e c) entre 1,0 e 5,4 ppm.
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As ampliacBes do espectro de RMN de **C (APT) do hibrido 43a sdo mostradas na
Figura 34. Na Figura 34b, entre 114 e 172 ppm, os sinais mais desblindados (maior J) sdo o
do carbono C16 do anel pirimidinico, ligado aos trés nitrogénios (169 ppm) e o da carbonila
do grupo éster (C25, 166 ppm). Os carbonos do tipo Co do nlcleo tacrina: C4a (158 ppm),
C5a (151 ppm), C8a (120 ppm) e C9a (115 ppm), sdo observados nos mesmos valores de o
que nas aminas la-e e no bis(7)-tacrina (Figura C4, pag. 181), sendo estes valores tipicos para
estes carbonos. Os carbonos C17 e C19 sdo observados provavelmente sobrepostos em 166
ppm, embora somente um sinal seja observado neste ¢ no espectro. Os carbonos do tipo CH
aromaticos sdo observados entre 122 e 130 ppm, em fase para baixo, sendo que foi possivel
atribuir somente C7 e C8 do nucleo tacrina, a partir do espectro bidimensional HSQC (Figura
35a). Na Figura 34c, entre 10 e 70 ppm, séo observados os sinais de C26 (CH;) e C27 (CHs)
do grupo etila da fungdo éster, os metilenos das extremidades da cadeia C15 (41 ppm) e C10
(49 ppm) e os carbonos metilenos do anel alifatico da tacrina C4 (33,9 ppm), C1 (24,8 ppm) e
C2-C3 (22-23 ppm). O carbono C10 é observado no mesmo ¢ (49 ppm) nos espectros das
aminas la-e e do bis(7)-tacrina. O carbono da metila C24 ndo foi observado na analise de
APT, entretanto foi observado na anélise de HSQC (Figura 35b).
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Figura 34. a) Estrutura do hibrido 43a com carbonos numerados; b) Espectro de RMN de *3C
(APT, CDCls3, 75 MHz) do hibrido 43a, ampliacéo entre 115 e 170 ppme c) 10 e 70 ppm.
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Figura 35. a) Ampliacdo do RMN bidimensional *H-**C HSQC do hibrido 43a na regido dos
aromaticos e comparacdo com o APT da amina l1a (a direita) para identificacdo dos carbonos;
b) Ampliacdo do HSQC do hibrido 43a na regido dos alifaticos.

Comparando-se os espectros de RMN de *H do hibrido tacrina(6)-pirimidina (43a) e
lofina(6)-pirimidina (44a) observam-se 0s sinais do nicleo pirimidina de Biginelli
praticamente no mesmo ¢ (Figura 36). Uma variacdo significativa é observada para os H10
metilénicos ligados ao nucleo tacrina (43a, 3,49 ppm) ou lofina (44a, 3,88 ppm), sendo
observado em maior ¢ no hibrido de lofina. Por outro lado, os demais H da cadeia metilénica
aparecem em menor ¢ no derivado da lofina, sendo que a diferenga aumenta em direcdo ao

meio da cadeia: H15 (Ao = 0,18 ppm), H11 e H14 (AJ = 0,3 ppm) e H12 e H13 (AJ = 0,43
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ppm). J4 no RMN de *3C n&o se observa uma diferenca significativa para os carbonos
metilénicos C11-C15 entre os hibridos 43a e 44a (Figura 37). Porém, o metileno C10 é
observado em um ¢ de 44,6 ppm no derivado da lofina (44a), mais blindado que no C10 do
derivado da tacrina (49,5 ppm), comportamento inverso ao observado para os hidrogénios
H10, devido ao efeito y-gauche®. O sinal do hidrogénio do NH observado em ambos
espectros de 43a (5,31 ppm) e 44a (5,19 ppm) (Figura 36), corresponde ao NH diretamente
ligado ao nucleo pirimidina, o que pode ser comprovado pela anélise do RMN 2D COSY de
44a, onde é observado o acoplamento entre H15 e NH (Figura C58, pég. 209).
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Figura 36. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do hibrido 43a (acima) e 44a (abaixo).
Em negrito estdo destacados os hidrogénios do nucleo pirimidina.

%8 Efeito y-gauche: a hiperconjugagéo entre o orbital oc-H (C11-H11) com 0 6™*c-N (C10-N) permite a doagéo de
elétrons para a ligagdo C-N, mais deficiente no derivado da lofina que no da tacrina. Essa hiperconjugacéo torna
0 C10 mais blindado contra a¢do do campo, mas néo afeta o hidrogénio. Essa sobreposi¢do o/c* s6 é possivel na
formagdao gauche e a favorece.
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Figura 37. Espectro de RMN de *C (APT, CDCls, 75 MHz) do hibrido 43a (acima) e 44a
(abaixo). Em negrito estdo destacados os carbonos do nucleo pirimidina.

Assim como no espectro de 43a, a identificacdo do carbono da metila C24 em 44a sé
foi possivel com auxilio do HMQC (Figura 38b). O espectro bidimensional auxiliou também
na identificacdo de C6 entre o grande aglomerado de sinais de carbonos aromaticos do nucleo
lofina, devido & separag&o de H6 observada no RMN de *H (Figura 38a). Os acoplamentos C-

H referentes a cadeia alifatica e ao nacleo Biginelli estdo mostrados na Figura 38b.
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Figura 38. Espectro HMQC do hibrido lofina(6)-pirimidina 44a, ampliacdo na regido dos a)
aromaticos e b) alifaticos. Em negrito estdo destacados os C e H do ndcleo pirimidina.

Na Figura 39 sdo mostrados os espectros de infravermelho (IV) dos hibridos
tacrina(6)-pirimidina (43a) e lofina(6)-pirimidina (44a). Observa-se que 0s dois espectros sdo
muito similares, destacando-se as bandas dos estiramentos C=C e C=N dos anéis aromaticos
(= 1550 cm™) e 0 C=0 do éster (1710 cm™), observada menor namero de onda (v) que um
éster alifatico (1750-1730) devido a conjugacédo da carbonila com o anel pirimidinico. Acima
de 3200 cm™ observa-se uma banda larga que se refere ao estiramento da ligagdo N-H. Essa
banda tipica geralmente ndo se desdobra em aminas secundarias, ao contrario do observado
em ambos espectros da Figura 39, o que pode ser atribuido a uma eventual umidade na
pastilha de KBr.
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Figura 39. Espectros de 1V (pastilha de KBr) dos hibridos tacrina(6)-pirmidina (43a, acima) e

lofina(6)-pirimidina (44a, abaixo).
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4.6. SINTESE DOS TOSILATOS DERIVADOS DE CARBOIDRATOS

Monossacarideos comercialmente disponiveis podem ser transformados em derivados
eletrofilicos na forma de tosilatos, bons grupos de saida para reacdes do tipo substituicdo
nucleofilica (Sy). Os tosilatos da D-xilose (45), D-ribose (46) e D-galactose (47) (Figura 40)
utilizados neste trabalho foram obtidos em parceria com o grupo de pesquisa do prof. Dr,
Diogo Seibert Lldtke, sintetizados pela doutoranda Luana Silva, de acordo com protocolos ja

estabelecidos na literatura, %% 210211

TsO 0 HO o)
'l”o — OH
HO ”, HO >
0 OH
45 D-xilose
(0]

OMe (e)
To/\Q’ OH
< e~

O><o HG  ©OH
46 D-ribose
g(o OTs HO _OH
0 0
O — HO
0o OH'OH
47 /K p-galactose

Figura 40. Carboidratos naturais precursores dos tosilatos utilizados neste trabalho.

A maior parte das estruturas derivadas de carboidratos (nhaturais ou sintéticas)
encontra-se funcionalizada na posicdo anomérica, como pode ser visto nos exemplos
apresentados na Secdo 3.5. Neste trabalho, optou-se pela funcionalizacdo (isto é, a introducéo
da cadeia metilénica contendo o nucleo tacrina, ou lofina) na posicdo primaria do acUcar,
mantendo a posicdo anomeérica protegida com o grupo acetonideo. Uma das vantagens € o
controle da estereoquimica do produto formado, uma vez que a substituicdo na posicao
anomérica pode gerar uma mistura de andmeros o- ¢ B-glicosidicos. Além disso, apos o
estudo dos compostos protegidos pode-se estudar a desprotecdo das hidroxilas, incluindo a
anomérica, visando avaliar o impacto na atividade biolégica, bem como ainda permite realizar

reacOes de oxidacdo do nucleo carboidrato, sem afetar o restante da molécula. Quanto a

92



escolha do grupo acetonideo como protetor das hidroxilas, deve-se especialmente ao seu
pequeno tamanho se comparado a outros grupos protetores classicos de carboidratos, tais
como benzil e acetil. Supbe-se que a substituicdo por grupos muito volumosos poderia
dificultar a interacdo no sitio ativo das enzimas colinesterases, especialmente a AChE, que

possui maior restricdo espacial (Secgdo 3.2).

4.6.1. Tosilato da D-xilose

A D-xilose existe naturalmente nas formas piranosidica (anel de 6) e furanosidica (anel
de 5), como mostrado no Esquema 31, sendo que a primeira € preferencial. A etapa inicial da
conversdo da D-xilose no intermediario de interesse consiste na protecdo das hidroxilas
através da reagdo com acetona utilizando iodo molecular como catalisador (Esquema 31). O
iodo atua como acido de Lewis deslocando o equilibrio para a forma furanosidica, mais
favorecida para a formagéo do acetonideo devido a formacéo de dois anéis de cinco membros
fundidos (Esquema 32). A hidroxila anomérica promove o ataque nucleofilico na acetona,
formando o acetal 48, que apos a eliminacéo de &cido hipoiodoso (HIO) forma o oxénio 49.
Um iodeto auxilia a desprotonacdo da hidroxila vizinha ao centro anomérico, possibilitando o
ataque intramolecular em 49, levando a formagdo do monoacetonideo 50. Dentre os dois
andmeros possiveis (a e ), a formagdo do acetonideo so ¢ possivel na forma B, logo somente
o ataque nucleofilico com a hidroxila nesta conformacdo conduz a formacdo de 50.
Simultaneamente, ocorre a formacdo do segundo acetonideo pela reacdo das hidroxilas
remanescentes com outra molécula de acetona, obtendo o bis-acetonideo 51, que na etapa
seguinte é desprotegido seletivamente em meio &cido, retornando a estrutura 50 (Esquema
33)_166

(0)
acetona, I, 10
HO 0 24 h, ta 0 )<
HO E—— “0
HO OH 94 ©
D-xilose 51

Esquema 31. Protecdo das hidroxilas da D-xilose.

93



HO 0
m OH
OH "OH HO” 7
OH

p-xilose
\Iz acetona I_I Sbgl\|
,—|—| ° HO 0 A
HO OH mOH
HO o\‘ '/ O / +
3 HO ”,
OH 0H OH OH
p-xilose a B .
bos
5 ,|\
(6]
o HO r\x
/j/\)/"o ﬁ/\),,o - H,0 /j/\) {\/ -HIO "
o" = HO HO
[ K “oH
° 0ty 9
51 50 49 H 48
b@
|
DIRe
HOl + HI — H,0—1 | —> HxO+1;

Esquema 32. Proposta mecanistica para formacao do bis-acetonideo 51 a partir da D-xilose.

A hidrolise do bis-acetonideo 51 ocorre de forma seletiva em meio acido (HCI 0,12
M), isolando-se o monoacetonideo 50. Na sequéncia, a reacdo com cloreto de p-
toluenossulfonila (cloreto de tosila, TsCl) conduz a formacao do intermediario de interesse, 0

tosilato da D-xilose (45) (Esquema 33).

o 0 HCI 0,12 M TsCl, py, DCM TsO o)
ﬁ\o ' g2le) 1 h, ta ”O 3h, ta o)
- 0 o HO -,
(o) 88Aa 82% o

51 50 45

Esquema 33. Hidrdlise do bis-acetonideo 49 seguida da tosilacdo da hidroxila primaria e
obtencdo do tosilato da D-xilose (45).

4.6.2. Tosilato da D-ribose

Para o derivado da D-ribose as hidroxilas cis foram protegidas com grupo acetonideo,
através da reacdo com acetona e metanol em meio acido (Esquema 34). Simultaneamente, a
protecdo da hidroxila anomérica ocorre via formacdo do ion oxOnio, que sofre ataque
nucleofilico do metanol, formando o alcool 52 em apenas 3 h de reacdo. Em seguida, a reacao

de 52 com cloreto de tosila forneceu o tosilato 46.1%°
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Esquema 34. Obtencgéo do tosilato da D-ribose (46).

Qi

4.6.3. Tosilato da D-galactose

As hidroxilas secundarias da D-galactose foram protegidas através da mesma
estratégia utilizada para a D-xilose, formando o bis-acetonideo 53 pela reagdo com acetona
utilizando iodo molecular como catalisador (Esquema 35). A hidroxila primaria em 53 foi
funcionalizada com um grupo tosila pela reagdo com cloreto de tosila em meio bésico,

obtendo-se o tosilato da D-galactose (47).'%°

TsCl, py o OTs
acetona, I,
HO Og ants’ é DCM, 24 h, ta. Qg E o
HO 78% 94% o
HO ‘OH 0
D-galactose 47 /K

Esquema 35. Obtencdo do tosilato da D-galactose (47).

4.7. HIBRIDOS DERIVADOS DE CARBOIDRATOS

4.7.1. Sintese dos Hibridos Tacrina-carboidratos e Lofina-carboidratos

Em 2001, Lu e Just promoveram a reacdo do tosilato da D-xilose (45) com a
isopropilamina, utilizando-a também como solvente da reacdo, e aqueceram a 55 °C por 36
horas, obtendo o produto de interesse em 79% de rendimento.?° Adaptou-se esse
procedimento na reacdo entre 45 e a amina derivada da tacrina 1c, utilizando como solvente o
isopropanol. Devido ao niumero de etapas para a sintese e a alta massa molecular das aminas
derivadas da tacrina (1a-e) e da lofina (9a-e), optou-se por utilizar somente dois equivalentes
em excesso. A reacdo foi monitorada por CCD e ap6s 36 horas ainda havia material de
partida, sendo mantido o aquecimento por até 120 horas. Decorrido esse tempo ainda havia o
tosilato 45, porém optou-se por encerrar a reacdo. O hibrido tacrina(6)-D-xilose (54c), foi

obtido com 7% de rendimento apos purificacdo por cromatografia em coluna (Esquema 36).
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Esquema 36. Primeira tentativa de sintese do hibrido tacrina(6)-xilose (54c).

Devido ao baixo rendimento obtido procurou-se uma alternativa para melhora-lo. Em
2010 Wouters et al. desenvolveram uma metodologia para sintese de aminoalcoois derivados
da D-xilose e da D-glicosamina, aplicados como catalisadores quirais para arilacdes
enantiosseletivas.?'? Eles promoveram a reacdo do tosilato da D-xilose 45 com pirrolidina,
piperidina e morfolina, todas em excesso de oito equivalentes, sob refluxo de isopropanol
durante 24 horas e obtiveram os produtos de interesse em bons rendimentos (65%-86%).
Ajustou-se esse procedimento para a utilizacdo de somente dois equivalentes da amina 1c,
mantendo-se a reacdo em refluxo por 24 h. Apos esse tempo, ainda havia tosilato 45, porém
optou-se por encerrar a rea¢do. O produto 54c foi obtido com 61% de rendimento apos
purificacdo por cromatografia em coluna (Tabela 6, Entrada 1). Variando-se o acUcar de
partida, 0 mesmo procedimento foi adotado para a obtengédo dos hibridos 55a e 56a, derivados
da D-ribose e D-galactose, respectivamente, e o0s produtos foram obtidos puros com
rendimentos de 33% (55a, Entrada 3) e 37% (56a, Entrada 8). Estudou-se 0 aumento do
tempo da reacdo para até 72 horas, resultando em melhora significativa nos rendimentos,
principalmente para os hibridos de D-xilose (86%) e D-galactose (58%) (Entradas 2 e 9). Os
derivados da D-ribose ndo foram obtidos em rendimentos muito altos, mesmo ap6s 72 horas
de reacdo (Entradas 3 a 7). Visando-se a economia da amina de partida, também foi testada a
utilizacdo de 1,0 equivalente de 1c para obtencdo de 54c, porém o produto foi obtido com

rendimento mais baixo (45%, apds 72 h).
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Tabela 6. Otimizacao do tempo de reacdo dos hibridos tacrina-carboidratos.

H H
HN T SNH, NM/\/N_O
N /PrOH, 83 °C | n-2
OTs + ——— % Ne
—

N
45, 46 e 47 1cn=6
1dn=7 Hibridos tacrina-carboidratos
. (2,0 equiv.) 54, 55 e 56
= carboidrato

Entrada Carboidrato? Hibrido Tempo (h) Rend.” (%)

1 D-xilose 54c (n=6) 24 61
2 D-xilose 54c (n=6) 72 86
3 D-ribose 55a (n = 6) 24 33
4 D-ribose 55a (n = 6) 48 34
5 D-ribose 55a (n = 6) 72 35
6 D-ribose 55b (n=7) 24 17
7 D-ribose 55b (n=7) 72 46
8 D-galactose 56a (n = 6) 24 37
9 D-galactose 56a (n = 6) 72 58

*Protegido com grupo acetonideo; "Ap6s purificagdo por cromatografia em coluna.

Outra tentativa foi a utilizacdo de um solvente aprotico, mais adequado para Sn2.
Dissolveu-se o tosilato da D-xilose (45) e a amina 1¢c em DMF anidra e aqueceu-se a 83 °C
sob agitacdo e atmosfera inerte. No entanto, apos 24 h ndo se observou a formacao de produto
em CCD. A anélise de RMN de *H do bruto da reacdo mostrou tracos de produto, tentou-se
entdo o isolamento por cromatografia em coluna, porém foram recuperados somente o

material de partida puro e uma mistura complexa contendo tracos de produto.

Tendo em vista 0s bons rendimentos obtidos para os derivados da D-xilose e D-
galactose com o tempo de reacdo de 72 horas (Tabela 6, Entradas 2 e 9) e a necessidade do
aumento da biblioteca de compostos para o envio para analise de inibicdo das colinesterases,
adotou-se esse procedimento para a obtencdo dos demais hibridos tacrina(n)-carboidratos

(Esquema 37) e lofina(n)-carboidratos (Esquema 38).
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AN O NH,

c) N

1c-d
n=6,7 47
(2,0 equiv.)

iPrOH, 83°C, 72 h

O
HN/\M:;H/I)-.,O
—

54d n=7 81%
54e n=8 29%

N
54a n=4 54%

54b n=5 70%
54c n=6 86%

HN/\%”/\L)‘OMe
P 0
N e

55a n=6 35%
55b n=7 46%

iPrOH, 83°C, 72 h

B —— e

/PrOH 83°C,72h Q(

56a n=6 58%
56b n=7 34%

Esquema 37. Sintese dos hibridos derivados de carboidratos: a) tacrina-(n)-D-xilose (54a-e)
b) tacrina(n)-D-ribose (55a e 55b); e ¢) tacrina(n)-D-galactose (56a e 56b)
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go X .

47 59a n=6 64%

n==6,7 59b n=7 70%
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Esquema 38. Sintese dos hibridos derivados de carboidratos: a) lofina-(n)-D-xilose (57a-e); b)
lofina(n)-D-ribose (58a e 58b); e ¢) lofina(n)-D-galactose (59a e 59b).

Observou-se que, de uma forma geral, os rendimentos foram melhores para 0s
derivados da D-xilose, mostrando que ha uma evidente diferenca de reatividade entre os

tosilatos dos acUcares de partida frente ao ataque nucleofilico da amina (Figura 41).
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Figura 41. Panorama geral dos rendimentos obtidos para os hibridos sintetizados.

Uma vez que o procedimento originalmente fora desenvolvido para o tosilato da D-
xilose, ndo é surpreendente que o rendimento tenha sido maior na obtencdo dos hibridos
contendo seus derivados. Entretanto, aspectos do mecanismo da reagcdo também podem ajudar
a explicar a diferenca observada nos rendimentos. As diferencas estruturais entre os diferentes
carboidratos e a influéncia na reatividade tém sido bastante exploradas na literatura. Na
década de 60, Richardson e Hough publicaram uma teoria baseada em efeitos
estereoeletronicos para explicar a reatividade de sulfonatos de carboidratos frente a reacfes de
Sn2.213 214 Essa teoria, conhecida como Regras de Richardson-Hough, tem sido ratificada e
atualizada recentemente na literatura.?> ?*° A teoria baseia-se no fato de que no estado de
transicdo (ET) pentacoordenado da Sn2, o alinhamento entre dipolos adjacentes, isto é, um
dipolo fixo de uma ligacdo C-O e o dipolo da ligacdo parcial entre o nucleofilo, o substrato e
o grupo de saida, causa uma forte repulsdo estereoeletronica e torna o ET menos estavel.?"
Uma das regras diz respeito a reatividade de hexopiranoses com sulfonatos na posicdo C6
(caso do tosilato da D-galactose, 47). Neste caso, a teoria prevé que a reacdo pode ocorrer,
mas € dificultada quando o substituinte em C4 é axial (caso de 47) e muito volumoso, sendo
necessarios tempos longos de reacdo. No Esquema 39 abaixo é mostrado como o efeito pode

afetar a reatividade do tosilato da D-galactose (47).
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Repulsdes estérica e dipolar ndo impedem,
mas retardam a evolugéo da S\2.

N/\MR
-TsOH

Esquema 39. Mecanismo via Sn2 para a substituicdo da amina no tosilato da D-galactose (47)

e a representacdo do efeito estereoeletrdnico no ET. Esquema adaptado de Hale et al.?®

O fato da ligacdo em C4 ser em axial favorece o alinhamento do dipolo da ligacdo C4-
O com o dipolo da ligacdo parcial entre o nucleofilo e o centro eletrofilico (C6), gerando uma
repulséo estereoeletronica, chamada nesse caso também de repulsdo dipolar. Além disso, o

grupo acetonideo pode causar impedimento estérico para a aproximacéo do nucledéfilo.

Com relacdo a reatividade de furanoses (casos da D-xilose e da D-ribose), a teoria
prevé que a reacao seja facil e rapida quando o substrato for primario, ou seja, com o grupo de
saida na posicdo C5 do anel, que é exatamente o caso dos tosilatos utilizados neste
trabalho.?'® Além disso, é descrito na literatura que em reacBes com azida de sédio e
organosselenetos, os melhores rendimentos sdo obtidos com as furanoses enquanto que a
subtituicdo no tosilato da D-galactose apresenta os rendimentos mais baixos.*®® **® Esses
argumentos ajudam a explicar porque as reac6es com a D-xilose deram rendimentos melhores
gque com a D-galactose. Contudo, ndo explica porque os rendimentos com a D-ribose foram
baixos, pois seriam esperados rendimentos maiores do que a reacdo com a D-galactose. Uma
possivel explicacdo para os baixos rendimentos obtidos com o tosilato da D-ribose neste
trabalho € uma repulsao estérica causada pelo grupo metoxila na posi¢do C1, voltado para a
mesma face que o sitio eletrofilico (C5), o que poderia dificultar a aproximacdo de um
nucleofilo volumoso como as aminas derivadas da tacrina (1a-e) e da lofina (9a-€). Mesmo
assim, essa repulsdo é menor do que a observada no anel galactosidico, pois a distancia entre
ligacdo C1-O e C5 é de trés ligacdes (Esquema 40a) (na galactose a distancia entre C4-O e C6
é de duas ligacGes, Esquema 39). Essa possivel repulséo estérica ndo pode ocorrer no anel da
D-Xilose, uma vez que ndo hd nenhum grupo volumoso voltado para a mesma face que C5
(Esquema 40b).
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Esquema 40. Mecanismo via Sy2 para o tosilato da a) D-ribose (46) e b) D-xilose (45).

Outra explicacdo possivel para o melhor rendimento observado para os derivados da

D-xilose e D-galactose é a formacdo de uma ligacéo de hidrogénio no ET entre um H da amina

com o oxigénio ligado ao C4 (galactose) ou C3 (xilose) (Figura 42). Essa LH pode ter uma

contribuicdo importante na estabilizacdo do estado de transicdo pentacoordenado. Além disso,

uma LH intramolecular entre 0 NH e o O adjacente é muito provavel nos hibridos derivados

de xilose e galactose, devido a formagdo de um anel seis membros e foi detectada no espectro

de RMN dos produtos, como sera discutido mais adiante (ver Figura 43). Devido a geometria

do substrato, essa LH com o NH é improvavel de se formar no anel da D-ribose.

102



H-N----3-----OTs N
) o, H | o
b) ';O 71 ) - > /'O
H 3 o) H

Figura 42. Proposta de formacao de uma LH no estado de transi¢cdo da Sn2 no anel da a) D-
galactose e b) D-xilose. Essa interacdo é observada no produto (a direita).

Com objetivo de melhorar os rendimentos obtidos, testou-se a utilizagdo de iodeto de
potassio como catalisador nas mesmas condices dos Esquema 37 eEsquema 38. O iodeto €
um melhor nucledfilo que a amina e muito menos volumoso que as aminas 1 e 9 utilizadas
neste trabalho, aléem de ser um melhor grupo de saida que o tosilato. Sendo assim, sua
utilizacdo em quantidade catalitica pode proporcionar melhor rendimento para o ataque
nucleofilico, como ja estudado em outra reacdo neste trabalho (ver Esquema 17, pag. 63).
Testou-se a reacdo com iodeto de potassio em diferentes substratos e os rendimentos foram
melhores em todos os quatro exemplares testados (Tabela 7). Observou-se na placa de CCD
uma maior formacéo de subprodutos para a reacdo com o derivado da D-ribose, 0s quais nao
foi possivel isolar. No entanto, a reacdo teve um rendimento bem melhor do que sem o uso do

Kl (Entrada 1). Ainda assim, em todas as reac@es houve sobra de tosilato observada por CCD.
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Tabela 7. Testes com Kl para obtencdo dos hibridos derivados de carboidratos.

iPrOH, KI (0,15 equiv.)

H
83°C, 72 h '0
Q- (O O

45,46 e 47 n=6ou8 O = tacrina ou lofina Hibridos
(20 equve) O = carboidrato
Entrada Produto Rendimento sem KI*  Rendimento com KI?
1 tacrina(6)-ribose (55a) 35% 58%"
2 tacrina(8)-xilose (54e) 29% 85%
3 tacrina(6)-galactose (56a) 58% 70%
4 lofina(8)-xilose (57¢) 30% 63%

®Ap6s purificacdo por cromatografia em coluna; "Houve formacéo de mais subprodutos.

4.7.2. Caracterizagao espectroscépica dos hibridos derivados de carboidratos
4.7.2.1. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

A formacao do hibrido tacrina-carboidrato é evidenciada no RMN de *H pelos sinais
do nucleo tacrina, do nucleo carboidrato e pelo desaparecimento dos sinais do tosilato. Na
Figura 43 é mostrado o espectro de RMN de *H do hibrido tacrina(6)-D-xilose (54c). Os H do
nucleo da tacrina sdo observados nos mesmos ¢ das 9-alquilamino-tacrinas (1a-e) de partida
(ver Figura 25, pag. 64), com destaque para os H10 metilénicos mais proximos a tacrina, um
tripleto com J = 7,1 Hz em 3,5 ppm, mesmos J e ¢ que nas 9-alquilamino-tacrinas. O
hidrogénio da posi¢do anomérica é observado em 5,95 ppm, um Ad = 0,07 ppm em relacdo ao
mesmo H no tosilato 45 (5,88 ppm) (Figura C64, pag. 212). Esse sinal é um dubleto com 3J =
3,6 Hz devido ao acoplamento cis com H19, cujo sinal é observado em 4,49 ppm, também
como um dubleto com 2J = 3,5 Hz. N&o é observado acoplamento entre H19 e H18, onde o
angulo entre essas ligacdes em trans é aproximadamente 90° logo J = 0 de acordo com
equacdo de Karplus™.2'" Essa situagdo é caracteristica em anéis furanosidicos. A diferenca na
magnitude dos acoplamentos cis e trans entre H16 e H17 permitiu diferenciar entre os dois

H16, que sdo diastereotdpicos (Figura 43c), sendo J = 3,4 Hz o acoplamento cis e 1,1 Hz o

" A eq. de Karplus descreve a magnitude do acoplamento *J, no caso H-C-C-H, dependente do dngulo diedro a,
onde *J = A + Bcosa + Ccos2a. Quando as ligagdes sdo perpendiculares (a = 90°), a sobreposi¢do orbital é
minima, com quase nenhuma interacdo de spins e *J = 0. Quanto mais préximo de 90° for o angulo o, menor
serd 0 J. Quando as ligagdes sdo paralelas (a = 0°) ou antiparalelas (a = 180°), a constante de acoplamento *J
deve ter sua maior magnitude.
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acoplamento trans, cujo angulo é proximo de 90°. Os sinais dos dois hidrogénios H15 quase
coincidem em &, o que dificultou a determinacdo dos %J geminal (H15-H15) e 3J vicinal (H15-
H14), no entanto ambos acoplamentos podem ser vistos no RMN bidimensional COSY
(Figura 44). Os demais hidrogénios da cadeia metilénica, apesar de também serem
diastereotdpicos, ndo desdobram o sinal e sdo observados nos mesmos o que nas 9-
alquilamino-tacrinas, sendo que H12 e H13 se sobrepdem com os singletos das metilas do
acetonideo (H22 e H23), formando um Gnico multipleto entre 1,53 e 1,28 ppm com integragédo
para 12H (Figura 43b). O hidrogénio do NH mais proximo ao nucleo D-xilose ndo é
observado em nenhum hibrido da série, provavelmente devido & ligagdo de hidrogénio
intramolecular formada com o O da hidroxila, mesma explicacdo proposta para a duplicacdo
de alguns sinais observados tanto no *H quanto no **C. O hidrogénio da hidroxila também

nunca foi observado em nenhum composto da série.
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Figura 43. a) Estrutura do hibrido tacrina(6)-D-xilose (54c); b) Espectro de RMN de ‘H
(CDCl3, 300 MHz) de 54c, destacando ampliacdes; e ¢c) Ampliacdo entre 2,3 e 4,6 ppm.
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Figura 44. Espectro de RMN bidimensional homonuclear *H-'H-COSY (CDCls;, 300 MHz)
do hibrido tacrina(6)-D-xilose (54c), ampliacao entre 1,0 e 6,0 ppm.

Comparando-se os espectros de RMN de 'H dos hibridos tacrina-carboidratos,
observa-se a principal diferenca no 6 do H anomérico: 5,94 ppm (xilose), 554 ppm
(galactose) e 4,96 ppm (ribose), sendo que a diferenca entre o tacrina-xilose e o tacrina-ribose
é de praticamente 1,0 ppm (Figura 45). De forma contréria, no espectro de **C (Figura 46) o
carbono anomérico da ribose ¢ o mais desblindado dentre os trés hibridos, mesmo

comportamento observado nos tosilatos de partida (Apéndice C, pags. 212-214).

No derivado da ribose, 0 H anomérico (H20) é um singleto devido ao angulo de 90°
com o H vizinho (H19), que resulta em J = 0, como ja discutido anteriormente. Os
hidrogénios vizinhos H18 e H19 acoplam entre si com *J = 6,0 Hz e sdo observados muito
proximos no espectro, 4,57 e 4,62, respectivamente. Olhando-se somente o espectro de *H do
tacrina-ribose, os H16 coincidem em 2,69 ppm em um dubleto com J = 6,7 Hz, mesmo valor
encontrado no tripleto em 4,30 ppm, que corresponde ao H17 (3J H16-H17). Entretanto, uma
pequena separacdo devido ao efeito diastereotopico pode ser notada no espectro 2D HMQC,

onde se observam dois sinais desdobrados e bem préximos para o acoplamento J
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heteronuclear C-H16 (Figura 47b). Através da observacdo dos acoplamentos 3J
homonucleares H1-H2 e H16-H17 no espectro bidimensional COSY (Figura C100, pag. 230),
foi possivel mostrar que os H1 (da tacrina) coincidem com H16 em 2,69 ppm.

No derivado da galactose 0 H17 é observado em menor ¢ (3,93 ppm) que nos hibridos
de ribose (4,30 ppm) e xilose (4,21 ppm), sendo esta a principal diferenga em termos de J,
além do H anomeérico. A atribuicdo dos sinais do anel da galactose foi baseada nas constantes
de acoplamento J e no espectro bidimensional COSY, onde sdo observados os dois
acoplamentos do H17 com os H16 em (3,93; 2,89 ppm) e (3,93: 2,60 ppm), distinguindo-o
dos demais H do anel (Figura C110, pag. 235). O sinal do H anomérico (H21) é observado em
5,54 ppm como um dubleto com J = 5,1 Hz devido ao acoplamento 3J cis com H20. Os
demais H do anel galactose sdo: (i) H19 em 4,60 ppm como um dd com J = 7,9 Hz (3J cis
com H18) e 2,3 Hz (*J trans com H20); (ii) H20 em 4,32 ppm como um dd com J = 5,1 Hz
(3J cis com H21) e 2,3 Hz (3J trans com H19); e (iii) H18 em 4,18 ppm como um dd com J =
7,9 Hz (3J cis com H19) e 1,8 Hz (3J cis com H17) (Figura 45).
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Figura 45. Comparacéo dos espectros de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) dos hibridos tacrina-
(n = 6)carboidratos, D-xilose (54c, acima), D-ribose (55a, meio) e D-galactose (56a, abaixo).
AmpliacGes entre 1,2 e 6,4 ppm.

Comparando-se os espectros de RMN de *C dos mesmos trés hibridos, nota-se que as
diferencas entre os carbonos do anel carboidrato, além do anomérico, sdo mais significativas
do que os hidrogénios no RMN de *H discutido acima. Os C anoméricos nos hibridos tacrina-
carboidratos aparecem na seguinte ordem: ribose (109 ppm) > xilose (106 ppm) > galactose
(96 ppm), destacados em azul na Figura 46. Os carbonos do anel da galactose sdo observados
em menor ¢, sendo que seus quatro carbonos CH do anel sdo observados entre 65 e 72 ppm,
mais blindados que os sinais do CDClIs. Dois carbonos do nucleo xilose (C17 e C18)
aparecem na mesma regido do CDClI; e puderam ser identificados com auxilio das analises de

RMN HMQC (Figura 47a) e APT (Figura C80, pag. 220).
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Figura 46. Comparacdo dos espectros de RMN de *C (CDCls, 75 MHz) dos hibridos tacrina-
(n = 6)carboidratos, D-xilose (54c, acima), D-ribose (55a, meio) e D-galactose (56a, abaixo).
AmpliacGes entre 60 e 165 ppm.

A anélise de RMN bidimensional *H-**C-HMQC (Figura 47) foi utilizada para auxiliar
na identificacdo dos carbonos dos hibridos discutidos acima, principalmente os do nucleo
carboidrato. Observou-se que enquanto que os carbonos do anel diferem bastante em termos
de ¢, o carbono metilénico C16 ndo varia muito entre os trés compostos, sendo observado em
49 ppm nos trés casos. Nessa mesma regido também sdo observados os carbonos das
extremidades da cadeia C10 e C15, sendo que C10 aparece no mesmo deslocamento tipico

observado nos demais derivados da tacrina.
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Figura 47. Ampliacdes na regido dos alifaticos dos espectros bidimensionais heteronucleares
'H-*C-HMQC dos hibridos de tacrina e a) xilose (54c); b) ribose (55a); e c) galactose (56a).

Comparando-se os espectros de RMN de *H dos hibridos tacrina-(6)-D-xilose (54c) e
lofina(6)-D-xilose (57c) observam-se 0s sinais do nuacleo carboidrato sem diferencas
significativas em termos de J (indicados em cor preta na Figura 48, e 0 anomérico em
vermelho). Os hidrogénios H15, do grupo metileno mais proximo ao agucar, sdo observados
mais blindados no derivado da lofina (2,39 ppm) que no da tacrina (2,57 ppm), Ad = 0,18
ppm. Além disso, foi observada uma variacdo para o H16' (trans com H17, A¢ = 0,07 ppm)
maior que para o H16 (cis com H17, Ad = 0,03 ppm), sendo ambos mais blindados e com uma
maior separacdo no derivado da lofina. Assim como observado nos hibridos derivados de
Biginelli (ver Figura 37, pag. 89), os H da cadeia metilénica (exceto H10) estdo em menor o
(mais blindados) no hibrido de lofina. A maior diferenca foi encontrada para o H11 (Ad =
0,48 ppm, sendo 1,64 ppm em 54c e 1,16 ppm em 57c¢), maior que a observada entre 0s

hibridos tacrina-pirimidina e lofina-pirimidina (Figura 36, pag. 88).
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Figura 48. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do hibrido tacrina(6)-D-xilose (54c,
acima) e lofina(6)-D-xilose (57c, abaixo).

Est4 disponivel no Apéndice C a comparagdo entre os RMN de *H e **C dos hibridos

lofina-carboidratos sintetizados neste trabalho (Figura C150 eFigura C151, pags. 255 e 256).

4.7.1.2. Espectroscopia no infravermelho (1V)

Na Figura 49 sdo mostrados os espectros de IV de alguns hibridos sintetizados. As
bandas referentes aos estiramentos das ligagdes C-H dos metilenos (entre 2800 e 3000 cm™),
das C-H aromaticas (entre 3000 e 3100 cm™) e do N-H (entre 3300 e 3400 cm™) sdo comuns
em todos os compostos, e ndo diferem muito do perfil observado nos hibridos tacrina-
pirimidina e lofina-pirimidina (Figura 39, pagina 91). E importante destacar nesses espectros
as bandas correspondentes aos estiramentos C-O-C dos carboidratos, geralmente duas, na
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regido entre 1200 e 1050 cm™.'%® A banda do estiramento O-H néo foi observada em todos os

derivados da D-xilose, possivelmente devido a formag8o de LH entre o O da hidroxila e o H

do NH (Figura 42, pag. 103), dificultando a formagéo de LH do tipo O-H-O, responsaveis por

aumentar e alargar a intensidade da banda de absorcdo no IV na regido entre 3300 e 3500 cm”
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Figura 49. Espectros de IV (pastilha de KBr) dos hibridos tacrina(6)-xilose (54c, rosa),
tacrina(6)-ribose (55a, preto), lofina(6)-xilose (57c, azul) e tacrina(6)-galactose (56a, verde).
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4.7.2. Tentativa de desprotecdo dos carboidratos

Levando em conta o objetivo de se avaliar a atividade anticolinesterase dos hibridos
tacrina-carboidratos e lofina-carboidratos com as hidroxilas livres, foi testada a reagdo de
remocado do grupo acetonideo. Os procedimentos mais utilizados na literatura para remover o
grupo acetonideo de carboidratos envolvem a reacdo com acido trifluoroacético (TFA) em

metanol ou 4gua, em curtos tempos de reacio.*®

O hibrido tacrina(6)-xilose (54c) foi dissolvido numa mistura TFA: metanol 9: 1
(Esquema 41a) e a solucdo foi mantida sob agitacdo a temperatura ambiente e a evolucéo foi
acompanhada por cromatografia em camada delgada (CCD). Observaram-se duas manchas na
placa apés 5 minutos de reacdo, sendo uma delas correspondente ao hibrido 54c de partida.
N&o se observou consumo total do reagente de partida mesmo apds 30 minutos, tempo mais
longo que o descrito na literatura, mesmo assim optou-se por encerrar a reacdo. Ndo foram
observados sinais de carboidrato nos RMN de *H e *C, sendo vistos somente sinais de
aromaticos e de cadeia metilénica similares aos do nucleo tacrina, concluindo-se que a
amostra degradou. Tentou-se desproteger o hibrido 54c com TFA: H,O 9: 1, deixando-se
apenas 5 minutos sob agitacdo, onde se observou consumo parcial de 54c em CCD. A
degradacéo do nucleo carboidrato foi observada por RMN (*H e APT), onde no primeiro dia
ainda haviam sinais correspondentes ao carboidrato e, apds uma semana, ndo se observou

mais.

Uma explicacdo proposta € que a desprotecéo da hidroxila da posicdo anomérica (C1)
tenha proporcionado o ataque intramolecular do NH no carbono carbonilico C1 da forma
aberta do agucar, formando um iminoagucar, uma reacdo que é descrita na literatura para a

formacdo de iminoacGcares biciclicos, com a funcdo aminal ciclica.?*®

Entretanto,
iminoacures com a funcdo hemiaminal ndo sdo encontrados na literatura, provavelmente
devido a instabilidade. Iminoagicares com um grupo metilénico em C2 sdo amplamente

encontrados na literatura, inclusive com atividade anticolinesterase (Figura 23, pag. 57).

Para se evitar a conversdao do anel glicosidico para a forma aberta e o ataque
intramolecular do NH, testou-se a desprotecdo de um derivado da D-ribose (58b), onde a
posicdo anomérica esta protegida com um grupo metoxi, cujo TFA nao é forte suficiente para

remover. No entanto, ndo se observou formacao de produto (Esquema 41b).
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Esquema 41. Tentativas de desprotecdo das hidroxilas do hibrido a) tacrina(6)-xilose (54c) e
b) lofina(7)-ribose (58b).

4.8. ATIVIDADE ANTICOLINESTERASE DOS COMPOSTOS SINTETIZADOS

Os compostos finais sintetizados neste trabalho, hibridos contendo os nucleos tacrina,
lofina, pirimidina e carboidratos, foram avaliados quanto a capacidade de inibicdo das
enzimas colinesterases (ChE): acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE). As
analises ocorreram em parceria com a equipe do Dr. Méario Roberto Senger no Laboratorio de
Bioquimica de Proteinas e Peptideos, da Funda¢do Oswaldo Cruz - IOC (FioCruz), na cidade

do Rio de Janeiro.

4.8.1. Hibridos tacrina-pirimidina e lofina-pirimidina

Nenhum dos hibridos tacrina-pirimidina (43a-c) ou lofina-pirimidina (44a-c)
apresentou atividade anti-AChE ou anti-BuChE. Considerando que varios derivados de
Biginelli inibem as enzimas AChE e BuChE, como discutido na Secdo 3.5 (paginas 46 a 49),
o0 resultado é considerado surpreendente, especialmente para os hibridos tacrina-pirimidina.
Esperava-se que a interacdo da tacrina no sitio catalitico (CAS) pudesse direcionar o nucleo
pirimidina para o sitio periférico, com a utilizacdo de um espacador adequado (6 a 8 carbonos

metilénicos).

Uma explicacdo proposta para a auséncia de atividade anti-ChE dos hibridos 43a-c e

44a-c é o angulo existente entre os planos do anel fenila e do anel pirimidina, devido a
repulsdo causada pela nuvem de elétrons do sistema n da carbonila do éster (Figura 50b). Esse
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angulo entre os dois anéis arométicos pode ter dificultado a formacdo de interacdes n-n
stacking com os anéis aromaticos do triptofano (Trp) e da tirosina (Tyr) no sitio ativo das
colinesterases. Em compostos onde o anel pirimidinico ndo é aromaético, tais como nas di-
hidropirimidinonas (DHPM) e na arilacetamida-pirimidina discutida na Figura 16 (pag. 47), a
auséncia de conjugacédo n entre os dois anéis permite um angulo maior, quase perpendicular
(Figura 51). Nesse sistema onde somente hd um anel aromético, existe menos impedimento
para uma sobreposi¢do entre o sistema n da fenila e o de um residuo aromético da enzima,
como o triptofano. Levando em conta esse resultado, tentou-se remover a carbonila dos
hibridos sintetizados através da redugdo do grupo éster a um &lcool primario, utilizando

hidreto de aluminio e litio (LiAlH;) a 0 °C em THF anidro, no entanto ndo se observou

formac&o de produto.

1" As figuras tridimensionais foram obtidas no programa ChemBio 3D Ultra, a partir da estrutura 2D e
aplicando a funcdo de minimizagao de energia MM2.

116



a)

b) HN Yo .-
N

Figura 51. Comparacdo das estruturas 2D (a esquerda) e 3D (a direita) do nucleo pirimidina
(@) e di-hidropirimidinona (DHPM, b). Os atomos de H ndo sdo mostrados na Figura 3D.

4.8.2. Hibridos derivados de carboidratos

Os hibridos tacrina-carboidratos e lofina-carboidratos mostraram-se ativos para
inibicdo das enzimas colinesterases, sendo observadas duas grandes diferencas entre as duas
séries sintetizadas: (i) os derivados da tacrina foram ativos na escala nanomolar de
concentracdo enquanto que os de lofina inibiram em escala micromolar; (ii) os derivados de
tacrina exibiram tendéncia geral de seletividade para a AChE, por sua vez os hibridos lofina-
carboidratos foram todos amplamente seletivos para a enzima BuChE, sendo que alguns nédo
inibiram a AChE. Tendo em vista essas diferencas o0s resultados serdo discutidos

separadamente.

4.8.2.1. Hibridos tacrina-carboidratos

Na Tabela 8 estdo mostradas as atividades de inibicdo das colinesterases dos hibridos
tacrina-carboidratos sintetizados neste trabalho, os quais mostraram ser inibidores muito
potentes de ambas as enzimas AChE e BuChE, inibindo-as na escala nanomolar de
concentracdo (ICsp). Os hibridos derivados da xilose e da galactose com cadeia espacgadora
entre 6 e 8 carbonos metilénicos foram os mais potentes contra a AChE, sendo que 0s
compostos 54e (tacrina(8)-xilose, 1Csp = 2,2 nM) e 56a (tacrina(6)-galactose, 1Cso = 4,8 nM)

foram os dois compostos mais ativos. Com excecdo dos derivados da ribose (55a e 55b,

117



Entradas 6 e 7) e o tacrina(5)-xilose (54b, Entrada 2), os hibridos tacrina-carboidratos foram
seletivos para a AChE e mais ativos que o farmaco tacrina. O hibrido 54e (Entrada 5) também
foi 0 mais ativo contra a BUChE, sendo o mais potente para as duas enzimas, mas 0 menos
seletivo. O hibrido 54b (Entrada 2) foi o mais seletivo inibidor da BuChg, com I1Csp = 11,7
nM. Os derivados da ribose também apresentaram seletividade para a BUChE, mas pela sua
menor atividade para AChE, pois também foram menos ativos que os demais compostos
contra a BUChE.

Tabela 8. Atividade anticolinesterase dos hibridos tacrina-carboidratos.

1Cs0 (NM) Raz&0o 1Cso

BuChE/AChE

Entrada Composto
AChE BuChE

| %
1 NS )T 8,72 27,6 3,2

HN/\/\/\H/IO)"'O
2 @fjo Ho” o 84,4 11,7 0,14
N

Hibrido tacrina(5)-D-xilose (54b)

| 0
3 NS HO o)T 5,1 25,8 5,0

Hibrido tacrina(6)-D-xilose (54c)

HN/\/\/\/\N/I)
H o]
\ .
) HO ’o/\T

N/
Hibrido tacrina(7)-D-xilose (54d)

H
N H%"’O
5 X HO ’/O/\V 2,2 4,93 2,2

Hibrido tacrina(8)-D-xilose (54¢)

10,2 30,8 3,0
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36,7

26,2
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9,1
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0,98
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1,8
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4.8.2.2. Hibridos lofina-carboidratos

Devido ao fato de que enzima BuChE possui aminoacidos menos volumosos no sitio
ativo, tanto no PAS, quanto no CAS (bolso acila), como discutido na Secdo 3.2.2. (ver Figura
10, pag. 27), ja era esperado que a série de hibridos derivados da lofina apresentasse tendéncia
de seletividade para a enzima BUChE. Por ser um nucleo mais volumoso que a tacrina, a
AChE dispbe de menos espaco disponivel no sitio ativo para acomodar o nucleo lofina. No
entanto, estudos de modelagem molecular mostraram que o nucleo lofina, acoplado aos
derivados de carboidratos, foi capaz de interagir no CAS da AChE, o que sera discutido na
secdo 4.9.2.

Na Tabela 9 sdo mostrados os resultados da atividade dos hibridos lofina-carboidratos.
Né&o foi observada nenhuma tendéncia de melhor atividade entre os trés nacleos glicosidicos
estudados, para a BuChE. O hibrido lofina(6)-D-galactose (59a, 1Cso = 0,174 uM, Entrada 8)
foi 0 mais ativo da série contra a BuChE, seguido pelos dois derivados da xilose de cadeia
mais curta (Entradas 1 e 2). O composto de cadeia mais longa estudado, lofina(8)-D-xilose
(57e, Entrada 5), foi 0 que apresentou o pior resultado (1,30 uM), tendo sido o unico com ICsg
> 1 uM para a enzima BuChE. Isso pode indicar que o aumento da cadeia espagadora tende a
diminuir a atividade com a enzima, como também observado para os derivados da ribose e da
galactose, onde os compostos separados por sete metilenos apresentaram atividade inferior

aos separados por seis (Entradas 6 a 9).

Nenhum dos hibridos lofina-galactose (Entradas 8 e 9), os mais volumosos da série,
inibiu a enzima AChE. Os Unicos compostos que inibiram a AChE foram os derivados da
xilose de cadeia mais curta (Entradas 1 e 2), além do hibrido lofina(7)-D-ribose (58b, Entrada

7), que foi um ponto fora da curva.
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Tabela 9. Atividade anticolinesterase dos hibridos lofina-carboidratos.

1Cs0 (nM) Razdo ICso

Entrada Composto
AChE _BUChE BuChE/AChE

N

\\
O N\/\/\N/IO)'”O 1,23 0,295 0,24

(B

H

O HO "’o/%

Hibrido lofina(4)-D-xilose (57a)

N/SN/\/\/\N o) }
2 — H /0 3,79 0,277 0,07
'VK. Ho' o

Hibrido lofina(5)-D-xilose (57b)

il

N\
N\/\/\/\H“/LO).,,O na. 0708 :
C 10”0

Hibrido lofina(6)-D-xilose (57¢)

w

o)
4 h Hmj? na. 0,399 -

Hibrido lofina(7)-D-xilose (57d)

N

O N\ N\/\/\/\/\Nio)”

(]

N 1,89 1,30 0,69

O HO "/O/\v

Hibrido lofina(8)-D-xilose (57¢)

121



10

11

N

\N\/\/\/\
N

O

o
H/\DAOMe

Hibrido lofina(6)-D-ribose (58a)

/S N/\/\/\/\N

N H“LO?AOMe
5

Hibrido lofina(7)-D-ribose (58b)

H
0 N\/\/\/\N%\i

ht

ng HOV\/WN
S

Hibrido lofina(7)-D-galactose (59b)

(0}

Bis(7)-tacrina

¥ 90

Hibrido lofina(6)-D-galactose (59a)

0

N

n.a.

6,34

n.a.

n.a.

0,0343

0,0019

0,396

0,499

0,174

0,619

0,0625

0,0091

0,08

1,8

4,8
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12 H n.a. n.a. -

Os resultados obtidos para os hibridos lofina-carboidratos podem ser considerados
muito bons, levando em conta a auséncia do ndcleo tacrina e os valores em escala micromolar
baixa (1Cso < 1 uM para BuChE e entre 1 e 7 uM para AChE). Inibidores de colinesterase do
tipo hibridos com dupla acdo enzimatica ndo baseados em tacrina ou em nlcleos similares sdo
uma abordagem rara na literatura. Além disso, a ampla seletividade para a BuChE encontrada
para os hibridos lofina-carboidratos é extremamente interessante visto que a utilizacdo de
inibidores seletivos para a BUuChE consiste na estratégia mais adequada para estagios

avancados da doenca de Alzheimer, como abordado na Secéo 3.2.2 (pag. 26).

4.9. ESTUDOS DE MODELAGEM MOLECULAR

Os estudos de modelagem molecular dos hibridos contendo derivados de carboidratos
foram conduzidos pelo prof. Dr. Laurent Emmanuel Dardenne e pela Dra. Isabela Alvim

Guedes, no Laboratdrio Nacional de Computacdo Cientifica (LNCC), em Petrépolis-RJ.

Apesar do alto grau de conservacdo e homologia entre as diferentes espécies de AChE
no que diz respeito a natureza dos aminoacidos (Tabela 1, pag. 35), existem algumas
variacGes conformacionais observadas em regiGes especificas da cavidade de ligacdo da
acetilcolina (ACh). Por isso, utilizou-se neste trabalho a estratégia de ensemble docking para a
enzima AChE. Essa metodologia consiste na realizacdo do docking molecular em mais de
uma estrutura da enzima no PDB com o objetivo de incluir implicitamente a flexibilidade
proteica. As estruturas selecionadas foram PDB 1ZGC (Torpedo Californica, TCAChE), PDB
2CKM (TcAChE) e PDB 1Q84 (Mus Musculus, MmAChE), sendo todas estruturas da AChE
cristalizadas e estudadas com um determinado inibidor. N&o foram selecionadas estruturas de
Homo sapiens por ndo haver complexos da AChE humana com inibidores de tamanho similar
aos hibridos derivados de carboidratos sintetizados neste trabalho. Todos os inibidores das

trés estruturas catalogadas no PDB interagem no CAS, no PAS e sdo derivados da tacrina.
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N&o foram consideradas moléculas de agua nos experimentos. Estudos de redocking dos
compostos de referéncia foram realizados para validar a metodologia adotada neste trabalho e
0s resultados estdo mostrados no material suplementar (Apéndice B, pags. 176-177). A
melhor energia para os modos de ligacéo de todos os compostos estudados foi com a estrutura
PDB 1ZGC (TcAChE), a qual foi escolhida para o estudo dos demais compostos deste
trabalho. Nessa estrutura a AChE foi cristalizada com o hibrido tacrina(10)-hupiridona
(Figura 52).°® Para a enzima BuChE foi utilizada a estrutura PDB 5K5E (Homo sapiens,
HsBuChE ou hBuUuChE). Entretanto, a auséncia de estruturas no PDB da BuChE com
inibidores do mesmo tamanho dos compostos sintetizados neste trabalho, torna mais dificil
uma analise mais detalhada das interacbes de modo que somente algumas interagdes mais

importantes seréo discutidas.

4.9.1. Hibridos tacrina-carboidratos

Em todos os hibridos tacrina-carboidratos estudados neste trabalho os modos de
ligacdo mais favoraveis obtidos dos estudos de docking apontaram o nucleo tacrina
interagindo no CAS, no fundo da cavidade do sitio ativo da AChE, conservando as interactes
descritas na literatura, como mostrado na Tabela 1 (pag. 35). Em nenhum hibrido desta série o
nucleo carboidrato interage com o CAS (Figura B3, pag. 179). De acordo com os resultados
de docking, a cadeia metilénica espacadora é capaz de formar interac6es hidrofébicas fracas,

principalmente com o residuo Tyr334 no meio da cavidade (Figura 52B).

Para analisar a contribuicdo dos diferentes nucleos glicosidicos estudados, foi feita
uma comparacgdo dos trés compostos com espacador hexametilénico (n = 6), derivados da D-
xilose (54c), D-ribose (55a) e D-galactose (56a) no sitio ativo da AChE (Figura 52A). De
acordo com os modos de ligacdo previstos in silico, dentre os trés hibridos com n = 6, o
derivado da galactose € o inibidor mais potente conta a AChE (56a, 1Cso = 4,8 nM, Docking
Score = 131,93, Tabela B1, pag. 177). O hibrido 56a é capaz de formar interacGes
hidrofobicas entre as metilas de um dos grupos acetonideo e o bolso hidrofobico formado
pelos residuos 11287, Phe288 e Phe331 (Figura 52B). Essa mesma interacdo hidrofobica é
prevista para o derivado da ribose (55a), mas ndo para o da xilose (54c), onde as metilas do
acetonideo estdo expostas ao solvente (agua), assim como as metilas do segundo acetonideo
da galactose (56a). Por outro lado, uma forte LH (2,6 A) entre o OH da xilose em 54c e 0 OH

da Tyr70 ajuda a estabilizar o nucleo xilose no PAS (Figura 52B), o que pode ajudar a
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explicar a maior poténcia observada para esse derivado. O hibrido tacrina(10)-hupiridona
(inibidor no complexo PDB 1ZGC) forma uma LH entre o oxigénio da carbonila e um NH da
cadeia peptidica da Phe288, na mesma regido hidrofobica onde foi encontrada a interacdo dos
acetonideos de 55a e 56a (Figura 52C). No entanto, nos grupos acetonideo de 55a e 56a 0
oxigénio mais proximo do NH da Phe288 encontra-se a 4,0 e 5,0 A, respectivamente, maior

que o limite minimo para se caracterizar uma LH (3,0 - 3,5 A).

Embora o programa utilizado ndo tenha sido capaz de computar as contribuicdes
especificas das interacbes CH/m, os modos de ligacdo dos estudos de docking sugerem
fortemente que ha interacBes entre o anel carboidrato e o Trp279 nos trés casos estudados
(Figura 53). Além disso, 0 modo de ligacdo mais estavel prevé que o nitrogénio do NH mais
proximo ao acucar seja protonado, tornando o anel glicosidico ainda mais deficiente de
elétrons, aumentando a forca das interagdes CH/x com o anel inddlico do Trp279. Dentre os
trés compostos, o derivado da D-galactose (56a) € capaz de formar quatro interacdes CH/xn
entre sua face B e o Trp279, sendo duas do anel e duas do metileno vizinho ao anel (Figura
53).
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Figura 52. Sobreposicdo dos resultados de docking dos hibridos tacrina(6)-D-xilose (54c,
rosa), tacrina(6)-D-ribose (55a, amarelo) e tacrina(6)-D-galactose (56a, verde) na TCAChE: A)
Modos de ligacdo previstos na cavidade do sitio ativo da AChE; B) Interacdo do nucleo
carboidrato no PAS; C) Sobreposi¢do dos hibridos 55a e 56a com o inibidor co-cristalizado
com a TcAChE (PDB ID 1ZGC). LH séo representadas por linha tracejada amarela, atomos
de O na cor vermelha e de N na cor azul.
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54c (xilose) 55a (ribose) I 56a (galactose) I

Figura 53. Representagdo das ligagdes CH/xt previstas, em linhas tracejadas em rosa, para os
nlcleos carboidratos dos hibridos com espacador hexametilénico (54c, 55a e 56a).

Nesse trabalho, também foi avaliada a influéncia do tamanho da cadeia espagadora
metilénica nas interagdes do nucleo D-xilose com a AChE. De acordo com os modos de
ligacdo previstos no docking, no composto de cadeia mais curta (54a, n = 4, 1Cso = 8,7 nM) 0
nucleo xilose interage no bolso hidrofébico da 11e287 e Phe331, enquanto que o atomo de NH
protonado forma uma forte LH (2,8 A) com o OH fen6lico da Tyr121 no meio da cavidade
(Figura 54A). No hibrido tacrina(5)-xilose (54b), a LH entre 0 NH e a Tyr121 também foi
observada, um pouco menos forte (3,1 A), porém o anel da xilose é orientado para o PAS,
formando uma LH (3,0 A) com o OH da Tyr70 (Figura 54A e B). A atividade bem menor
observada para 54b (n = 5, ICs = 84,4 nM) em relacdo aos demais tacrina-xilose (ICsp < 11
nM) ndo é explicada nem prevista pelo docking, cujo resultado prevé mesma ordem de
afinidade com a enzima (Tabela B1, pag. 177). O hibrido tacrina(6)-xilose (54c, 1Csp = 5,1
nM) € o Unico composto dessa série cuja formagdo de uma interagdo CH/n com o Trp279 ¢é
prevista, sendo invidvel em nos demais compostos. Além disso, a hidroxila de 54c também
forma LH coma Tyr70, como ja comentado no final da pag. 124. Os dois derivados de cadeia
mais longa, 54d (n = 7, 1Csp = 10,2 nM) e 54e (n = 8, ICsp = 2,2 nM), foram capazes de
interagir tanto no bolso da 11e287 e Phe331 quanto no Trp279 (Figura 54C). A maior cadeia
espacadora permitiu um ajuste melhor do nucleo xilose, posicionando-o de forma a direcionar
as metilas do acetonideo para formar interacdes hidrofobicas com a 11287 e a Phe331 e o NH
protonado para cation-r com o Trp279, ocupando um espago maior e bloqueando ao acesso a
cavidade do sitio ativo da AChE (Figura 54D).
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Figura 54. Resultados de docking dos hibridos tacrina(n)-D-xilose (54a, n = 4, roxo), (54b, n
= 5, azul-claro), (54c, n = 6, rosa), (54d, n = 7, verde-escuro) e (54e, n = 8, cinza) na
TcAChE.
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O hibrido tacrina(6)-D-galactose (56a) foi estudado na enzima BuChE e o resultado de
docking estd mostrado na Figura 55B. O melhor modo de ligacdo de 56a para a interagdo com
a BUChE encontrado é caracterizado pelas interagfes conservadas do nucleo tacrina no fundo
do sitio ativo (ou seja, no CAS da BUChE), enquanto que a parte do aglUcar encontra-se
altamente exposta ao solvente. O fato da enzima BUChE n&o possuir aminoacidos aromaticos
e volumosos no PAS pode ter dificultado o ancoramento e a estabilizacdo do nucleo
galactose. Mesmo assim, 0 composto apresentou alta inibicdo da BUChE (ICsp = 36,7 nM,
Tabela 8, Entrada 8). Uma establizacdo para o nucleo galactose pode ser proveniente de
ligacGes de hidrogénio com o OH da Ser72 (S72) e o NH da GIn71 (Q71) (Figura 55B).

F330

S Q
H440

< Y

Figura 55. Resultado de docking do hibrido tacrina(6)-D-galactose (56a) na TCAChE (A) e na
hBuChE (B). As linhas tracejadas representam as ligac6es de hidrogénio (amarelo) e os
possiveis contatos favoraveis (laranja).
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4.9.2. Hibridos lofina-carboidratos

Como ja discutido na Secdo 4.8.2, os hibridos lofina-carboidratos foram amplamente
seletivos para a enzima BuChE. O hibrido lofina(5)-D-xilose (57b) foi um dos poucos
exemplos da série ativos contra a AChE (ICsp = 3,79 uM) e 0 segundo mais potente contra a
BuChE (ICsp = 0,277 uM). Na Figura 56 sdo mostradas as interagdes do composto 57b com
as enzimas AChE (Figura 56A) e BUChE (Figura 56B), obtidas a partir do docking. As
principais interacdes encontradas para 57b com a enzima AChE s&o do tipo stacking (w e T)
com residuos aromaticos no CAS (Trp84 e Phe330) e uma LH entre o grupo hidroxila da

xilose com a cadeia principal da Phe288 no PAS (Figura 56A).

Figura 56. Resultado de docking do composto lofina(5)-D-xilose (57b) na TCAChE (A) e na
hBuChE (B).

De acordo com o docking, o composto 57b interage com a enzima BuChE
principalmente através de uma interacdo do tipo T-stacking com o residuo Trp231 e de uma
ponte salina (PS) entre o grupo amino, positivamente carregado, com a cadeia lateral do
Asp70 (Figura 57). O nucleo D-xilose encontra-se em sua maior parte exposto ao solvente
(Figura 56B).
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Figura 57. Interacdo entre o nucleo lofina do inibidor 57b com o Trp231 (no CAS) e a ponte
salina entre o NH protonado ligado ao nacleo D-xilose e 0 Asp70 na enzima hBuChE.

E importante destacar que interacdes do tipo stacking com o residuo Trp231 da
BuChE tém sido consideradas como estratégicas para o desenvolvimento de inibidores
seletivos para BUChE, uma vez que o acesso residuo aromatico homélogo na AChE (Trp233
na TCAChE) é estericamente impossibilitada pela presenca dos residuos volumosos do bolso
acila, Phe288 e Phe290. Nestas mesmas posi¢des na BUChE, existem os residuos hidrofobicos
menos volumosos Leu286 e Val288 (ndo mostrados na Figura 57), permitindo o acesso ao
Trp231.

O inibidor mais potente da série, lofina(6)-D-galactose (59a, I1Cso = 0,174 uM) foi
extremamente seletivo, uma vez que nao inibiu a AChE. O modo de ligacdo de 59a na
cavidade da BuChE se caracteriza por possiveis interacbes do tipo stacking com residuos
aromaticos no fundo do sitio de ligacdo, principalmente Trp82, Phe329 e Trp231 (T-stacking
com Trp231) (Figura 58A). Além disso, 0 grupo amino positivamente carregado da cadeia
espacadora realiza uma ponte salina (PS) com a cadeia lateral do Asp70 (Figura 58B). Devido
a proximidade deste grupo carregado com a Tyr332, é possivel que ocorra uma interacdo do
tipo cation-n. A regido do carboidrato encontra-se exposta ao solvente, interagindo entre o
meio e a entrada da cavidade por interacGes fracas de van der Waals e uma possivel ligacdo de
hidrogénio entre o oxigénio de um dos grupos acetonideo com a cadeia lateral da Ser72
(Figura 58B).
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Figura 58. Resultado de docking do composto lofina(6)-D-galactose (59a) na enzima
hBuChE: (A) visdo de cima da cavidade do sitio ativo; (B) interacdo do inibidor 59a com
residuos de aminoacidos na entrada da cavidade da hBuChE.

Apesar do estudo de docking prever interacdes do composto 59a com a enzima AChE,
os resultados in vitro ndo mostraram atividade anticolinesterase. Provavelmente o0 modo de
ligacdo predito nao € viavel experimentalmente devido ao impedimento estérico associado a
presenca de residuos volumosos no meio da cavidade, impedindo ou dificultando a passagem
do grupo lofina até o fundo da cavidade da AChE como predito pelos estudos de docking. O
resultado do docking de 59a com a AChE esta disponivel no material suplementar (Figura B2,
pag. 178).

4.9.3. Predicdo do perfil farmacocinético dos hibridos tacrina-carboidratos

Através de calculos computacionais realizados pela equipe do LNCC, os hibridos
tacrina-carboidratos sintetizados neste trabalho foram avaliados quanto as suas propriedades
de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) para obter o perfil

farmacocinético in silico. De acordo com os célculos, cinco compostos ndo violaram nenhuma
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das regras de Lipinski (54a-d e 55a, Tabela 10) e quatro compostos (54e, 55b, 56a e 56b)
violaram somente a regra da massa molecular (deve ser menor que 500 g.mol™), excedendo
um pouco (Entradas 5, 7-9). Todos 0os compostos respeitam as regras do nimero maximo de
sitios doadores de ligacdo de hidrogénio (DLH, maximo 5) e aceptores de LH (ALH, méaximo
10). Além disso, todos os compostos possuem o valor calculado do logP** (ClogP) inferior a
5, de acordo com a regra. Sendo assim, a previsdo é que os hibridos tacrina-carboidratos
possuam um equilibrio entre o carater hidrofilico e o caréter lipofilico, isto €, tenham uma boa
absorcéo oral, possam atravessar a membrana do trato gastrointestinal e possam atingir em

tempos curtos o nivel ideal de concentragdo plasmatica

Tabela 10. Perfil farmacocinético obtido in silico para os hibridos tacrina-carboidratos.

N° de Violages a

-1
Entrada Composto M (g.mol”) DLH ALH ClogP Regra de Lipinski

1 54a 447,61 4 7 2,96 0
2 54b 461,64 4 7 3,32 0
3 54c 475,66 4 7 3,68 0
4 54d 489,69 4 7 4,22 0
5 54e 503,72 4 7 4,76 1
6 55a 489,69 3 7 3,66 0
7 55b 503,72 3 7 4,20 1
8 56a 545,75 3 8 4,07 1
9 56b 559,78 3 8 4,61 1

¥ 0 logP é definido como o logaritmo decimal do coeficiente de particio de um composto na mistura n-
octanol/agua, onde P é a razdo da concentracdo em octanol pela concentragdo em &gua, determinado
experimentalmente. ClogP é o valor de logP estimado por célculos computacionais. Quanto maior for o logP de
um composto, maior seu grau de hidrofobicidade.
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5. CONCLUSOES

Os hibridos tacrina-pirimidina e lofina-pirimidina, obtidos apés trés etapas a partir da
reacdo de Biginelli, ndo apresentaram atividade de inibicdo das enzimas colinesterases,
provavelmente devido a uma repulséo estereoeletronica que impede a planaridade do sistema

n do nucleo pirimidinico.

Os hibridos tacrina-carboidratos foram encontrados como inibidores muito potentes de
ambas as enzimas AChE e BuChE, inibindo-as na escala nanomolar de concentracdo, sendo
que a maioria mostrou seletividade para a AChE. Esses compostos, com a tacrina conectada a
um ndcleo carboidrato através de um espacador metilénico, consistem em um abordagem
inédita na literatura. Os hibridos tacrina(6)-galactose (56a) e tacrina(6)-xilose (54c) exibiram
respectivamente um ICso de 4,8 e 5,1 nM, alem de altas seletividades para a AChE, melhores
que a do bis(7)-tacrina, sendo protdtipos promissores para o desenvolvimentos de farmacos

para o tratamento de estagios iniciais e moderados da doenca de Alzheimer.

Ja os hibridos lofina-carboidratos foram fortemente seletivos para a enzima BUChE.
Esses compostos representam uma abordagem pouco comum, pela auséncia do nucleo tacrina
na estrutura, o que pode indicar um menor potencial toxico. O hibrido lofina(6)-galactose
(59a) inibiu exclusivamente a BUuChE com ICsy = 174 nM, sendo o protétipo mais promissor
dessa serie e um potencial candidato ao desenvolvimento de farmacos para estagios

moderados e avangados da DA.

Os estudos de modelagem molecular mostraram que o uso da cadeia espacadora
adequada permitiu a dupla interacdo enzimatica, com posicionamento 6timo dos nucleos no
CAS e no PAS da AChE e da BUChE. Os ndcleos tacrina e lofina interagem no CAS, no
fundo da cavidade do sitio ativo, enquanto que os nacleos glicosidicos realizam interacGes
CH/m com o Trp279 no PAS, além de interacdes hidrofobicas com as metilas do grupo

acetonideo e ligac6es de hidrogénio com aminoacidos do meio da cavidade e do PAS.

De uma forma geral, os compostos sintetizados neste trabalho contribuiram para o
aumento da biblioteca disponivel para o avanco dos estudos na quimica de inibidores de
colinesterases. Considerando o baixo nimero de etapas para a sintese, a biodisponibilidade
dos reagentes de partida, a alta poténcia inibitoria dos hibridos obtidos e a biocompatibilidade
de carboidratos, os derivados sintetizados neste trabalho séo potenciais candidatos a aplicacdo

no tratamento paliativo da doenca de Alzheimer (DA).
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6. PARTE EXPERIMENTAL
6.1. MATERIAIS E METODOS

Os pontos de fusdo foram determinados em tubos capilares de vidro abertos em um
equipamento Buchi M-565. Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos em um
espectrometro Varian 640-IR em pastilnas de KBr ou no composto puro. Os espectros de
RMN de *H e *C foram obtidos em uma solucdo em solvente deuterado apropriado em um
espectrometro Varian VNMRS 300 MHz. Os deslocamentos quimicos (J) sdo dados em
partes por milhdo (ppm) a partir do sinal do tetrametilsilano (6 = 0,00 ppm) como padréo
interno para o RMN de *H ou a partir do sinal do solvente, CDCl; (6 = 77,23 ppm), DMSO-d6
(39,51 ppm) para 0 RMN de **C; as multiplicidades séo dadas como s (singleto), d (dubleto),
dd (dubleto de dubletos), ddd (dubleto de dubletos de dubletos), t (tripleto), g (quarteto), m
(multipleto) ou sl (singleto largo); as constantes de acoplamento (J) sdo dadas em Hz. Os
dados de Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo com lonizagdo Eletrospray (High
Resolution Mass Spectrometry with Eletrospray lonization - HRMS-ESI), em modo positivo,
foram obtidos em um equipamento UHPLC-QTOF/MS Bruker Impact Il. As medidas de
rotacdo especifica foram obtidas em um polarimetro Jasco P-2000, onde as solugdes foram
diluidas em diclorometano, medidas em uma célula de 1,0 mL, a temperatura de 20 °C e
utilizando a linha D do sodio como comprimento de onda da radiacéo utilizada (589 nm). As
purificacbes por cromatografia em coluna foram realizadas empregando como fase
estacionaria silica gel 60A (70 — 230 mesh). As analises de cromatografia em camada delgada
foram realizadas em placas de aluminio com camada de 0,2 mm de silica gel 60F-254
(Macherey-Nagel). Os reagentes foram obtidos da Sigma Aldrich, Acros Organics e TCI. Os
solventes utilizados, de grau P.A., foram obtidos da Nuclear e o isopropanol, de grau HPLC,
da Tedia. A nomenclatura dos compostos foi escrita baseando-se no programa ChemDraw
Ultra 14.0 (ChemBioOffice 2014), considerada a traducdo do inglés. A nomenclatura da parte
glicosidica dos derivados de carboidratos foi extraida de ndcleos glicosidicos iguais na

literatura.?®
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6.2. PROCEDIMENTOS DE SINTESE

6.2.1. Procedimento para a sintese da 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina (5)

O O Cl
POCI3 (6,0 equiv.),
OH ij 115 °C, 3h N
+
NH, 67% N"
Acido 2-amino- & 00xanona 5

benzédico

A uma mistura de acido 2-aminobenzdico (37,8 mmol, 5,2 g) e cicloexanona (36,0
mmol, 3,5 g) foi adicionado, a 0 °C e sob atmosfera inerte, POCl; (227,0 mmol, 21 mL). A
seguir, a mistura foi aquecida a 115 °C durante trés horas. Apds este periodo o excesso de
POCI; foi removido sob alto vacuo a 60 °C até a formacdo de uma pasta escura. A mistura
obtida foi diluida em diclorometano (80 mL) e a solucdo resultante foi neutralizada com
solugdo aquosa 30% de Na,COs; ate atingir pH 11, entdo as fases foram separadas. A fase
organica foi lavada com solugdo saturada de NaCl (50 mL), seca com Na,SO, anidro e
filtrada. O solvente foi removido em rotaevaporador e o produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna em silica gel, empregando como eluente diclorometano com eluicéo

isocratica, obtendo-se o produto puro com 67% de rendimento.

NUmero CAS: 5396-30-5; Sélido amarelo; ponto de fusdo 68-69 °C; RMN de *H (CDCls)
0 8,09 (dd, 1H, J =8,4 e 1,3 Hz), 7,95 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 7,61 (ddd, J = 8,4, 6,9 e 1,4 Hz,
1H), 7,48 (ddd, J = 8,2, 6,9 e 1,2 Hz, 1H), 3,08 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 2,93 (t, J = 6,2 Hz, 2H),
1,96-1,82 (m, 4H); RMN de *C (CDCls) § 159,5; 146,7; 141,4; 129,2; 128,8; 128,7; 126,5;
125,4;123,7; 34,3; 27,5; 22,7 (2C).

6.2.2. Procedimento geral para a sintese das 9-alquilamino-1,2,3,4-tetraidroacridinas
(1a-e)

K1 (0,15 equiv.) HN™ ‘nNH;
2 n-pentanol, 160 °C, 18 h
~ 7
N n=4-8 N
6,0 equiv. _ o
lan=479% 44 n=7 87%
5 1o n=578% , "o oco
1c n=6 90% °
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Uma mistura de 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina (5, 4,0 mmol), 1,n-alcanodiamina (24,0
mmol), iodeto de potéssio (0,60 mmol) e n-pentanol (10 mL), em um baldo conectado a um
condensador com tubo secante, foi aquecida a 160 °C por 18 h. A conversdo completa da 9-
cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina foi verificada em CCD em silica empregando como mistura
eluente CH,Cl, : MeOH (9 : 1). O solvente foi evaporado sob alto vacuo a 100 °C até a
obtencdo de um dleo marrom. Apos resfriamento a temperatura ambiente a mistura foi diluida
em CH,Cl, (80 mL) e lavada com solucdo aquosa de NaOH 10 % (80 mL) e agua (2 x 70
mL). A fase orgénica foi seca em Na,SO,4 anidro e filtrada. O solvente foi removido em
rotaevaporador e sob alto vacuo a 130 °C para remocdo do n-pentanol residual, por no
maximo uma hora. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna em silica gel,
empregando como mistura eluente CHCI; : CH3OH : NH,OH (93 : 6,5 : 0,5; pH 10), com

eluicdo isocratica.
6.2.2.1. N*-(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)butano-1,4-diamina (1a)

X

—

N
NOmero CAS: 249290-07-1; Oleo amarelo; rendimento: 79%; RMN de 'H (CDCls,
300 MHz) 6 7,98 - 7,88 (m, 2H); 7,55 (ddd, J = 8,4, 6,8, 1,4 Hz, 1H); 7,34 (ddd, J = 8,2, 6,8,
1,3 Hz, 1H); 4,07 (sl, 1H); 3,50 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 3,06 (s, 2H); 2,78 — 2,62 (m, 4H); 2,00 —
1,83 (m, 4H); 1,78 — 1,44 (m, 6H); RMN de **C (CDCls, 75 MHz) ¢ 158,6; 150,8; 147,6;
128,9; 128,4; 123,7; 122,9; 120,4; 116,1; 49,5; 42,0; 34,2; 31,1; 29,3; 25,0; 23,2; 22,9.

6.2.2.2. N*-(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)pentano-1,5-diamina (1b)

HN™ """ NH,

X

7

N

NOmero CAS: 249290-16-2; Oleo amarelo; rendimento: 78%; RMN de *H (CDCls,

300 MHz) ¢ 7,95 - 7,85 (m, 2H); 7,50 (ddd, J = 8,3, 6,8, 1,3 Hz, 1H); 7,29 (ddd, J = 8,2, 6,0,
1,2 Hz, 1H); 3,93 (sl, 1H); 3,43 (t, J = 7,0 Hz, 2H); 3,02 (s, 2H); 2,75 — 2,56 (m, 4H); 1,95 —
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1,77 (m, 4H); 1,76 — 1,54 (m, 4H); 1,50 — 1,22 (m, 4H); RMN de *C (CDCls, 75 MHz) ¢
158,5; 150,7; 147,5; 128,8; 128,2; 123,6; 122,8; 120,3; 116,0; 49,4; 42,0; 34,1; 33,4; 31,7;
24.8; 24,3: 23,1; 22,8.

6.2.2.3. Nl-(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-iI)hexano-1,6-diamina (1c)

NH
HN/\/\/\/ 2
\
N

NUmero CAS: 249290-17-3; Oleo amarelo; rendimento: 90%; RMN de *H (CDCls,
300 MHz) 6 7,96 - 7,86 (m, 2H); 7,54 (t, J = 7,6 Hz, 1H); 7,33 (t, J = 7,5 Hz, 1H); 3,94 (s,
1H); 3,46 (t, J = 7,0 Hz, 2H); 3,05 (s, 2H); 2,75 — 2,59 (m, 4H); 1,91 (s, 4H); 1,75 — 1,57 (m,
2H); 1,54 — 1,25 (m, 8H); RMN de **C (CDCls, 75 MHz) 6 158,5; 150,7; 147,6; 128,8; 128,2;
123,6; 122,9; 120,3; 116,0; 49,5; 42,1; 34,2; 33,7, 31,8; 26,9; 26,7, 24,8; 23,1; 22,9.

6.2.2.4. N*-(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)heptano-1,7-diamina (1d)

HNT O " NH,

X

=

N

NUmero CAS: 24290-18-4; Oleo amarelo; rendimento: 87%; RMN de *H (CDCls, 300
MHz) 6 7,96 - 7,86 (m, 2H), 7,53 (t, J = 7,5 Hz, 1H), 7,39 -7,28 (m, 1H), 3,98 (sl, 1H), 3,51-
3,40 (m, 2H), 3,05 (s, 2H), 2,77-2,59 (m, 4H), 2,20 (s, 2H), 2,00-1,80 (m, 4H), 1,70-1,55 (m,
2H), 1,48-1,20 (m, 8H); RMN de “*C (CDCls, 75 MHz) ¢ 158,3; 150,7;147,4; 128,6; 128,2;
123,4;122,8; 120,1; 115,7; 49,4; 41,9; 34,0; 33,3; 31,6; 29,1; 26,8; 26,7; 24,7; 23,0; 22,7.
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6.2.2.5. N*-(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)octano-1,8-diamina (1e)

NH
HN/\/\/\/\/ 2
\
N

NUmero CAS: 249290-19-5; Oleo amarelo; rendimento: 95%; RMN de 'H (CDCls,
300 MHz) 6 7,96 - 7,86 (m, 2H); 7,53 (ddd, J = 8,3, 6,8, 1,3 Hz, 1H); 7,32 (ddd, J = 8,3, 6,8,
1,3 Hz, 1H); 3,97 (sl, 1H); 3,55 — 3,36 (m, 2H); 3,05 (s, 2H); 2,76 — 2,57 (m, 4H); 2,02 — 1,83
(m, 6H); 1,70 — 1,53 (m, 2H); 1,51 — 1,17 (m, 10H); RMN de **C (CDCls, 75 MHz) 6 158,3;
150,8; 147,4; 128,6; 128,2; 123,5; 122,9; 120,2; 115,7; 49,4; 41,99; 34,0; 33,3; 31,7; 29,3;
29,3; 26,8; 26,7; 24,8; 23,0; 22,8.

6.2.3. Procedimento geral para a protecdo seletiva das 1,n-alcanodiaminas e obtencdo

das aminas protegidas 20a-e

Boc,0, CHClj, (@]
HZN’HENHZ 0°Cata., 24h A% J<
. > HoN" hN (0]
(3,0 equiv.) 63-79% H
1,n-alcanodiaminas 20a-e
n=4-8 n=4-8

A uma solucdo de 1,n-alcanodiamina (39,0 mmol) em 240 mL de cloroférmio, foi
adicionada gota a gota a 0 °C uma solucédo de dicarbonato de terc-butila (Boc,0, 13,0 mmol,
6,5 mL CHCIs), durante duas horas com auxilio de um funil de adi¢do. A reacdo permaneceu
sob agitacdo a temperatura ambiente por 24 h. Decorrido este tempo, a mistura foi filtrada
para remocao do sélido branco formado e o solvente foi evaporado em rotaevaporador. O Gleo
resultante foi diluido em acetato de etila e a solucdo foi lavada com NaCl saturada (3 x 35
mL). A fase aquosa foi extraida com 25 mL de acetato de etila, os extratos organicos foram
combinados, secos com Na,SO, anidro, filtrados e o solvente removido a pressdo reduzida. O
produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna em silica gel, empregando como
mistura eluente CHCI; : CH3OH : Et3N (93 : 6 : 1), com eluicdo isocratica.

141



6.2.3.1. (4-aminobutil)carbamato de terc-butila (20a)

0
H2N\/\/\NJ\OJ<

H
NUmero CAS: 68076-36-8; Oleo incolor; rendimento: 79%: RMN de *H (CDCls, 400 MHz) &
4,68 (sl, 1H); 3,22 — 3,08 (m, 2H); 2,74 (t, J = 6,7 Hz, 2H); 1,62 (s, 4H); 1,58 — 1,42 (m,
11H); RMN de *C (CDCls, 75 MHz) 6 156,2; 79,1; 41,8; 40,5; 30,8; 28,5; 27,6.

6.2.3.2. (5-aminopentil)carbamato de terc-butila (20b)

(0] )<
HZN/\/\/\HJ\O

NUmero CAS: 51644-96-3; Oleo incolor; rendimento: 69%; RMN de *H (CDCls, 400 MHz) &
4,97 (sl, 1H); 3,20 — 3,01 (m, 2H); 2,69 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 1,83 (s, 2H); 1,60 — 1,21 (m,
15H); RMN de *C (CDCls, 75 MHz) 6 156,1; 78,8; 41,9; 40,4; 33,1; 29,9; 28,4; 24.,0.

6.2.3.3. (6-aminoexil)carbamato de terc-butila (20c)

O J<

NUmero CAS: 51857-17-1; Oleo incolor; rendimento: 63%; RMN de *H (CDCls, 300 MHz) &
4,94 (sl, 1H); 3,20 — 2,98 (m, 2H); 2,68 (t, J = 6,8 Hz, 2H); 1,56 — 1,27 (m, 19H); RMN de
3¢ (CDCls, 75 MHz) 6 156,0; 78,8; 42,0; 40,4; 33,6; 30,0; 28,4; 26,6; 26,5.

6.2.3.4. (7-aminoeptil)carbamato de terc-butila (20d)

(0] J<
HoN N)J\O

H
NUmero CAS: 99733-18-3; Oleo incolor; rendimento: 75%; RMN de *H (CDCls, 300 MHz) &
5,09 (sl, 1H); 3,17 — 2,98 (m, 2H); 2,67 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 1,44 (s, 13H); 1,35 — 1,29 (m,
8H); RMN de **C (CDCls, 75 MHz) 6 156,0; 78,6; 42,0; 40,4; 33,5; 29,9; 29,0; 28,3; 26,7.
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6.2.3.5. (8-aminooctil)carbamato de terc-butila (20e)

(@) )<
HoN NJ\O

H
NUmero CAS:88829-82-7; Oleo incolor; rendimento: 67%; RMN de *H (CDCls, 300 MHz) &
4,67 (sl, 1H); 3,07 (s, 2H); 2,69 — 2,57 (m, 2H); 1,41 (m, 13H); 1,26 (s, 10H); RMN de *C
(CDCls, 75 MHz) § 156,1; 78,9; 42,2; 40,6; 33,8; 30,1; 29,4; 29,3; 28,7; 28,5; 26,8; 26,8.

6.2.4. Procedimento geral para a sintese tetracomponente das (n-(2,4,5-trifenil-1H-
imidazol-1-il)alquil)carbamato de terc-butila (21a-e)

e 3
H,N ANT 0 H o)
InCl3 (15% mol), R Y J<
20a-e ) Etanol, 78 °C, 24 h N7 N RN O
n=4-8 + Benzaldeido — —

0 [
NH,OAG
- o,
O 0 21a n =4 79% ;14 n=7 95%

. 21b n=5 80% _
Benzila 21c n=6 94% 21e n=8 95%

Benzaldeido (2,0 mmol), benzila (2,0 mmol) e acetato de amdnio (2,0 mmol; pré-seco
sob alto vacuo) foram misturados com 2,0 mmol das 1,n-alcanodiaminas protegidas 20a-e e
cloreto de indio (0,30 mmol) e diluidos em 2,0 mL de etanol absoluto. A mistura permaneceu
sob refluxo durante 12 h. Apds este tempo, foram acrescentados mais 2,0 mmol dos trés
primeiros reagentes, permanecendo a mistura em refluxo por mais 12 h. Posteriormente, o
etanol foi removido sob alto vacuo a 80 °C e a mistura purificada por cromatografia em
coluna em silica gel, empregando como mistura eluente hexano: AcOEt: EtsN, com eluicdo
por gradiente (90: 9: 1; 80: 19: 1, 70: 29:1, 60: 39: 1, 50: 49: 1, 0: 99: 1).
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6.2.4.1. (4-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)butil)carbamato de terc-butila (21a)

A 1,4-butanodiamina protegida (20a) foi submetida a reacdo acordo com o
procedimento geral, obtendo-se o produto desejado 21a. Sélido branco; rendimento: 79%; p.f.
102-103 °C; 1V (KBr) vmadem™: 3352, 3222, 3050, 2968, 2928, 2860, 1691, 1527, 1171, 774,
692; RMN de *H (300 MHz, CDCls) ¢ 7,70 (dd, J = 8,0, 1,4 Hz, 2H); 7,57 — 7,41 (m, 10H);
7,26 — 7,11 (m, 3H); 4,21 (sl, 1H); 3,93 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 2,88 — 2,70 (m, 2H); 1,69 (s, 2H);
1,42 (s, 9H); 1,19 — 1,08 (m, 2H); RMN de *C (75 MHz, CDCls) ¢ 155,7; 147,7; 137,8;
134,4; 131,4; 131,3; 131,0; 129,5; 129,2; 129,0; 128,8; 128,7; 128,6; 128,5; 128,1; 127,9;
126,8; 126,3; 125,5; 44,2; 39,5; 28,4; 27,6; 26,7, HRMS-ESI: calculado [M-H]" 468,2646;
encontrado 468,2659.

6.2.4.2. (5-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)pentil)carbamato de terc-butila (21b)

A 1,5-pentanodiamina protegida (20b) foi submetida a reacdo acordo com o
procedimento geral, obtendo-se o produto desejado 21b. S6lido branco; rendimento: 80%; p.f.
59-60 °C; IV (KBr) vmad/cm™: 3344, 3050, 2976, 2852, 1697, 1499, 1163, 768, 700; RMN de
'H (300 MHz, DMS0-d6) 6 7,72 (d, J = 6,6 Hz, 2H); 7,59 — 7,37 (m, 10H); 7,24 — 7,04 (m,
3H); 6,62 (s, 1H); 3,87 (t, J = 7,3 Hz, 2H); 2,74 — 2,57 (m, 2H); 1,33 (s, 9H); 1,29 — 1,19 (m,
2H); 1,09 — 0,93 (m, 2H); 0,86 (d, J = 7,0 Hz, 2H); RMN de **C (75 MHz, DMSO-d6) ¢
155,9; 147,1; 137,0; 135,1; 131,7; 131,5; 131,3; 130,2; 129,6; 129,3; 129,2; 129,1; 128,9;
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128,6; 128,5; 127,5; 126,5; 125,6; 77,8; 44,7; 29,8; 29,0; 28,7; 23,4;: HRMS-ESI: calculado
[M-H]" 482,2802; encontrado 482,2805.

6.2.4.3. (6-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexil)carbamato de terc-butila (21c)

O
O N N\/\/\/\Hj\ok
O

A 1,6-hexanodiamina protegida (20c) foi submetida a reacdo acordo com o
procedimento geral, obtendo-se o produto desejado 21c. Oleo branco; rendimento: 94%; IV
(KBr) vmadem™: 3344, 3058, 2968, 2928, 2846, 1703, 1499, 1355, 1246, 1172, 774, 692;
RMN de *H (300 MHz, DMSO-d6) & 7,74 (d, J = 6,6 Hz, 2H); 7,63 — 7,41 (m, 10H); 7,26 —
7,09 (m, 3H); 6,69 (t, J = 5,4 Hz, 1H): 3,90 (t, J = 7,3 Hz, 2H); 2,84 - 2,66 (m, 2H); 1,38 (s,
9H); 1,27 (s, 2H); 1,11 (s, 2H); 0,88 (s, 4H); RMN de **C (75 MHz, DMSO-d6) ¢ 156,0;
147,2; 137,0; 135,2; 131,7; 131,6; 131,3; 130,2; 129,6; 129,3; 129,2; 129,1; 128,9; 128,6;
128,5; 128,2; 127,5; 127,0; 126,5; 125,7; 77,7; 44,6; 30,0; 29,5; 28,7, 25,6; 25,7; HRMS-ESI:

calculado [M-H]* 496,2959; encontrado 496,2965.

6.2.4.4. (7-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)heptil)carbamato de terc-butila (21d)

L= y
Re

A 1,7-heptanodiamina protegida (20d) foi submetida a reacdo acordo com o
procedimento geral, obtendo-se o produto desejado 21d. Oleo branco; rendimento: 96%; IV
(KBI) vmadcm™: 3344, 3064, 2928, 2852, 1697, 1171, 692, 570; RMN de ‘H (300 MHz,
DMSO-d6) ¢ 7,72 (d, J = 6,9 Hz, 2H); 7,60 — 7,41 (m, 10H); 7,26 — 7,04 (m, 3H); 6,71 (t, J =
5,4 Hz, 1H); 3,88 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 2,88 - 2,67 (m, 2H); 1,37 (s, 9H); 1,29 — 1,07 (m, 4H);

1,03 - 0,81 (m, 6H); RMN de *C (75 MHz, DMS0-d6) ¢ 156,0; 147,2; 137,0; 135,2; 131,8;
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131,6; 131,3; 130,2; 129,6; 129,3; 129,2; 129,1; 129,1; 128,7; 128,5; 126,5; 125,7; 77,7; 44,5;
29,8; 29,7; 28,7; 28,0; 26,2; 25,9; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 510,3115; encontrado
510,3117.

6.2.4.5. (8-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)octil)carbamato de terc-butila (21e)

A 1,8-octanodiamina protegida (20e) foi submetida a reacdo acordo com o
procedimento geral, obtendo-se o produto desejado 21e. Oleo branco; rendimento: 95%; IV
(KBr) vma/cm™: 3344, 3050, 2921, 2860, 1697, 1505, 1465, 1164, 760, 686; RMN de 'H (300
MHz, DMSO-d6) ¢ 7,71 (d, J = 7,6 Hz, 2H); 7,61 — 7,36 (m, 10H); 7,28 — 7,06 (m, 3H); 6,74
(t, J=5,4Hz, 1H); 3,87 (t, J = 7,3 Hz, 2H); 2,90 - 2,73 (m, 2H); 1,36 (s, 9H); 1,27 — 1,16 (m,
4H); 1,05 — 0,75 (m, 8H); RMN de **C (75 MHz, DMSO-d6) ¢ 156,0; 147,2; 137,0; 135,2;
131,8; 131,6; 131,3; 130,2; 129,6; 129,3; 129,2; 129,1; 128,5; 126,6; 125,7; 77,8; 44,6; 29,9;
29,8; 28,8; 28,6; 28,3; 26,6; 25,8; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 524,3272; encontrado
524,3273.

6.2.5. Procedimento geral para a desprotecdo de 21a-e e obtencdo das n-(2,4,5-triphenil-

1H-imidazol-1-il)alcanaminas 9a-e

6.2.5.1. Desprotecao com HCI e Metanol (PG1)

(0] J<
HCI 10%,
N/E N’HEMJ\O (aq) 10% QN,@NHz

MeOH, 90 °C, 18 h N n

— —

o L

21a-e

9a-e

A amina protegida contendo o nucleo lofina (21a-e; 1,0 g) foi diluida em 100 mL de

metanol e foram acrescentados 10 mL de uma solugdo aquosa 10% de HCI. A reacdo foi
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mantida a 90 °C durante 18 horas, seguida de remocdo do solvente em rotaevaporador e
posterior neutralizacdo com solugdo aquosa 10% de Na,COg, até observar a turvacao e pH 11.
O produto foi extraido duas vezes com diclorometano, nas mesma quantidades utilizadas da
solucdo de neutralizacdo. Apds secagem com Na,SO, anidro o solvente foi removido a
pressao reduzida e o produto bruto purificado por cromatografia em coluna em silica gel,
empregando como mistura eluente CHCIls;: CH3OH: NH,OH (93: 6,5: 0,5; pH 10), com

eluicdo isocrética.

6.2.5.2. Desprotecédo com TFA e DCM (PG2)

o) ;

E o LK o
NS N O TFA, CH,Cly, 2 h Ni//Nl NHz
9a-e

21a-e

A uma solucdo de amina protegida (21a-e) (3,0 mmol) em diclorometano (6,0 mL) foi
adicionado acido trifluoroacético (3,0 mL) e a mistura foi mantida sob agitacéo a temperatura
ambiente durante duas horas. A conversdao completa do carbamato em amina foi observada
em placa de CCD (eluicdo com AcOEt: EtsN, 60: 39: 1). Depois disso, o &cido foi removido
no rotaevaporador por arraste a vapor com tolueno (10 mL) e diclorometano (3 x 10 mL). O
Oleo residual foi dissolvido em metanol e neutralizado com Na,COg, filtrado e o solvente
removido a pressdo reduzida. O produto bruto purificado por cromatografia em coluna em
silica gel, empregando como mistura eluente CHCI3: CH3OH: NH4OH (93: 6,5: 0,5; pH 10),

com eluicéo isocratica.
6.2.5.3. 4-(2,4,5-triphenyl-1H-imidazol-1-yl)butan-1-amine (9a)

N

e
O
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O composto 21a foi submetido a reagcdo de acordo com o procedimento geral PG1,
obtendo-se o produto desejado 9a. Solido branco; rendimento: 59%; p.f. 119-120 °C; IV
(KBr) vmadcm™: 3044, 2920, 2846, 1595, 1438, 768, 692; RMN de *H (300 MHz, CDCls) &
7,69 (dd, J = 8,0, 1,6 Hz, 2H); 7,56 — 7,38 (m, 10H); 7,23 — 7,08 (m, 3H); 3,91 (t, J = 7,5 Hz,
2H); 2,34 (t, J = 7,0 Hz, 2H); 1,44 — 1,28 (m, 2H); 1,23 (s, 2H); 1,14 — 0,99 (m, 2H); RMN de
13C (75 MHz, CDCls) 6 147,6; 137,8; 134,5; 131,5; 131,5; 131,0; 129,5; 129,2; 129,1; 128,8;
128,7; 128,6; 128,0; 126,8; 126,2; 44,5, 41,1; 30,1; 27,7, HRMS-ESI: calculado [M-H]"
468,2646, encontrado 468,2659.

6.2.5.4. 5-(2,4,5-triphenyl-1H-imidazol-1-yl)pentan-1-amine (9b)

e

—

N

g\ N~ NH2

O composto 21b foi submetido a reacdo de acordo com o procedimento geral PG1,
obtendo-se o produto desejado 9b. Oleo incolor; rendimento: 75%; IV (KBr) vmad/cm™: 3433,
3058, 2922, 2851, 1595, 1503, 1437, 768, 692; RMN de '*H (300 MHz, CDCls) 6 7,67 (dd, J =
8,0, 1,6 Hz, 2H); 7,56 — 7,38 (m, 10H); 7,22 — 7,06 (m, 3H); 3,88 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 2,39 (t,
J = 6,0 Hz, H); 1,48 (sl, 2H); 1,32 (dt, J = 15,0, 7,5 Hz, 2H); 1,14 — 0,86 (m, 4H); RMN de
3C (75 MHz, CDCls) 6 147,7; 137,8; 134,6; 131,6; 131,5; 131,0; 129,6; 129,2; 129,1; 128,9;
128,7; 128,6; 128,4; 128,1; 126,9; 126,3; 125,7; 44,6; 41,7; 32,6; 30,2; 23,5; HRMS-ESI:
calculado [M-H]" 382,2278, encontrado 382,2278.

6.2.5.5. 6-(2,4,5-triphenyl-1H-imidazol-1-yl)hexan-1-amine (9c¢)

N

=

O N\ N~
NH,

O
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O composto 21c foi submetido a reacdo de acordo com o procedimento geral PG1 ou
PG2, obtendo-se o produto desejado 9c. Oleo incolor; rendimento: 63% (PG1), 96% (PG2);
IV (KBr) vma/cm™: 3058, 2968, 2920, 2846, 1697, 1260, 1163, 734, 500; RMN de *H (300
MHz, CDCls) 6 7,68 (dd, J = 7,9, 1,4 Hz, 2H); 7,58 — 7,37 (m, 10H); 7,22 — 7,07 (m, 3H);
3,95 — 3,80 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 2,48 (t, J = 7,0 Hz, 2H); 1,55 (s, 2H); 1,38 — 1,26 (m, 2H);
1,24 — 1,08 (m, 2H); 1,01 — 0,86 (m, 4H); RMN de *C (75 MHz, CDCls) ¢ 147,5; 137,5;
134,4;131,4; 131,4; 130,8; 129,4; 129,0; 128,9; 128,7; 128,5; 127,9; 126,6; 126,0; 44,4; 41,7,
33,0; 30,1; 25,8; 25,7; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 396,2434, encontrado 396,2431.

6.2.5.6. 7-(2,4,5-triphenyl-1H-imidazol-1-yl)heptan-1-amine (9d)

N

E\ N~ NH2

O composto 21d foi submetido a reacdo de acordo com o procedimento geral PG1 ou
PG2, obtendo-se o produto desejado 9d. Oleo incolor; rendimento: 84% (PG1), 71% (PG2);
IV (KBr) vma/cm™: 3427, 3064, 2928, 2852, 1595, 1444, 774, 692; RMN de *H (300 MHz,
CDCl) ¢ 7,67 (dd, J = 8,0, 1,4 Hz, 2H); 7,58 — 7,35 (m, 10H); 7,21 — 7,04 (m, 3H); 3,85 (t, J
=7,5Hz, 2H); 2,48 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 2,30 (s, 2H); 1,41 — 1,14 (m, 4H); 0,95 (m, 6H); RMN
de *C (75 MHz, CDCls) ¢ 147,4; 137,4; 134,4; 131,2; 130,8; 129,5; 128,9; 128,8; 128,6;
128,4; 127,8; 126,6; 126,0; 44,4; 41,5; 32,8; 30,0; 28,1; 26,1; 25,8; HRMS-ESI: calculado
[M-H]"410,2591, encontrado 410,2591.

6.2.5.7. 8-(2,4,5-triphenyl-1H-imidazol-1-yl)octan-1-amine (9¢)

ot

NN~~~
NH,

C
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O composto 21e foi submetido a reacdo de acordo com o procedimento geral PG1 ou
PG2, obtendo-se o produto desejado 9e. Oleo incolor; rendimento: 87% (PG1), 51% (PG2);
IV (KBr) vmad/cm™: 3434, 3064, 2920, 2852, 1561, 768, 692; RMN de *H (300 MHz, CDCls)
57,69 (dd, J = 8,0, 1,6 Hz, 2H); 7,57 — 7,38 (m, 10H); 7,23 — 7,07 (m, 3H); 3,87 (t, J = 7,5
Hz, 2H); 2,60 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 1,63 (s, 2H); 1,40 — 1,27 (m, 4H); 1,19 — 0,86 (m, 8H);
RMN de *C (75 MHz, CDCls) ¢ 147,5; 137,5; 134,5; 131,4; 131,4; 130,9; 129,5; 129,0;
128,9; 128,7; 128,5; 127,9; 126,7; 126,1; 44,6; 41,9; 33,3; 30,1; 28,8; 28,4; 26,5; 25,9;
HRMS-ESI: calculado [M-H]* 424,2747 , encontrado 424,2746.

6.2.6. Procedimento para a sintese da 6-metil-2-oxo-4-fenil-1,2,3,4-tetraidropirimidina-
5-carboxilato de etila (7) (Reac&o de Biginelli)

(0]
H
Benzaldeido Etanol, SnCl,.2H,0 (10%mol), 0
110 °C,6 h
(0] + EtO | NH
73%
Eto)i /"i"z ° ”/go
o HoN" TO
Acetoacetato Ureia 7

de etila

Benzaldeido (30,0 mmol, 3,0 mL), acetoacetato de etila (30,0 mmol, 3,8 mL) e ureia
(45,0 mmol, 2,7 g) foram misturados com cloreto de estanho di-hidratado (SnCl, . 2H,0; 3,0
mmol, 677 mg) e diluidos em 40 mL de etanol absoluto. A mistura foi mantida a 110 °C por
seis horas. Decorrido este tempo o solvente foi evaporado em rotaevaporador seguido de alto
vacuo a 80 °C. Uma vez seco, o solido amarelo resultante foi lavado com agua gelada e gelo e
filtrado sob vacuo utilizando um funil de Bichner. O produto foi purificado por
recristalizacdo em etanol e o s6lido branco obtido foi seco na estufa a 100 °C por oito horas; o
rendimento foi de 73%.

6-Metil-2-oxo-4-fenil-1,2,3,4-tetraidropirimidina-5-carboxilato de etila; Nimero CAS:
5395-36-8; RMN de 'H (DMSO-d6, 300 MHz) & 9,23 (s, 1H); 7,78 (s, 1H); 7,46 — 7,17 (m,
5H); 5,19 (d, J = 3,3 Hz, 1H); 4,02 (q, J = 7,1 Hz, 2H); 2,29 (s, 3H); 1,13 (t, J = 7,1 Hz, 3H);
RMN de *C (DMSO-d6, 75 MHz) 165,9; 152,8; 148,9; 145,4; 128,9; 127,8; 126,8; 99,8;
59,7; 54,5; 18,3; 14,6.
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6.2.7. Procedimento para a obtencéo da 2-cloro-4-metil-6-fenil-pirimidina-5-carboxilato
de etila (6)

1. KzSzOg, CH3CNH20 (51),
O 73°C, 80 min, Ny(g) o
2. POCl3, 115 °C, 30 min

EtO NH A
| /& 41% ap6s duas etapas EtO | )N\
~
N O N” >l
7 6

A di-hidropirimidinona 7 (7,7 mmol, 2,0 g) foi diluida em 167 mL de acetonitrila e
foram adicionados persulfato de potéssio (K;S;0s; 7,7 mmol, 2,1 g) e 34 mL de 4gua. A
mistura foi mantida a 73 °C sob atmosfera inerte por 80 minutos. Decorrido este tempo, 0
solvente foi imediatamente removido em rotaevaporador e a mistura resultante diluida em 80
mL de diclorometano. A fase organica foi lavada com 80 mL de agua e seca com Na,SO4
anidro. Na sequéncia, o solido foi filtrado e o solvente foi removido a pressdo reduzida,
obtendo-se 0 produto 26. Ao produto bruto 26 foram adicionados 2,0 mL de POCI; e a
mistura mantida a 115 °C por 30 minutos. Apos este tempo, 0 POCI3; removido sob alto vacuo
a 60 °C até a formacdo de uma pasta escura. A mistura foi diluida com 20 mL de
diclorometano, a solucéo resultante foi neutralizada com solucéo aquosa 30% de Na,COs, até
atingir pH 11 e as fases foram separadas. A fase organica foi lavada com solugédo saturada de
NaCl (20 mL), seca com Na,SO, anidro e filtrada. O solvente foi removido em
rotaevaporador e o produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna em silica gel,
empregando como mistura eluente hexano : AcOEt (9 : 1), com eluicéo isocratica.

Obteve-se 0 produto 2-Cloro-4-metil-6-fenilpirimidina-5-carboxilato de etila (6), um
solido esverdeado, rendimento: 41% (apds as duas etapas de oxidacdo e cloracdo). Numero
CAS: 36746-07-3; RMN de *H (CDCls, 300 MHz) § 7,69 — 7,63 (m, 2H); 7,53 — 7,41 (m,
3H); 4,21 (q, J = 7,1 Hz, 2H); 2,62 (s, 3H); 1,07 (t, J = 7,1 Hz, 3H); RMN de **C (CDCls, 75
MHz) ¢ 168,6; 167,0; 166,3; 160,5; 136,3; 130,8; 128,7; 128,4; 124,5; 62,2; 22,6; 13,6.
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6.2.8. Procedimento geral para a sintese dos hibridos tacrina(n)-pirimidinas (43a-c) e

lofina(n)-pirimidinas (44a-c)

I i
NS
HN'(A)ENHZ HN h-o
X X
~ /
N
43a n=6 75%
n=6-8 43b n=7 53%
(0] 43c n=8 67%
1c-e n-pentanol °
EtO 140°C, 48 h

ou

(15eqw* Q O - =

N H
\_N N N
NH2 W - |
N& OEt
Me O

n=6-8 44a n=6 56%
44b n=7 45%
44c n=8 52%

9c-e

Uma mistura contendo 0,60 mmol da 2-cloropirimidina 6 e 0,40 mmol da amina
contendo o nucleo tacrina (1c-e) ou lofina (9c-e) foi diluida em 2,0 mL de n-pentanol em um
baldo conectado a um condensador com tubo secante e foi mantida em refluxo por 48 h.
Decorrido este tempo o solvente foi evaporado sob alto vacuo a 120 °C por uma hora e a
mistura foi diluida em 10 mL de diclorometano. A fase organica foi lavada com 10 mL de
solucgdes aquosas de NaOH (10%) e NaCl saturado, seguida de secagem com Na,SO, anidro.
O solvente foi removido no rotaevaporador e sob alto vacuo a 120 °C por duas horas para
remocdo do n-pentanol residual. O produto puro foi purificado por cromatografia em coluna
com eluicdo por gradiente utilizando hexano : acetato de etila : trietilamina (95:4:1,90:9:
1,85:14:1,80:19:1), obtendo-se o produto desejado puro.

6.2.8.1. Hibrido tacrina(6)-pirimidina (43a)

6-metil-4-fenil-2-((6-((1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino)hexil)amino)pirimidina-5-
carboxilato de etila
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A partir do composto 6 e da amina 1c, de acordo com o procedimento geral, obteve-se
o produto desejado 43a. Oleo amarelo; rendimento: 75%; IV (KBr) vmad/cm™: 3389, 3261,
2926, 2850, 1710, 1556, 1253, 1074, 754, 692; RMN de ‘H (CDCls, 300 MHz) 6 7,99 — 7,87
(m, 2H); 7,55 (ddd, J = 8,3, 6,8 e 1,3 Hz, 3H); 7,44 — 7,36 (m, 3H); 7,34 (ddd, J = 8,3, 6,8 ¢
1,3 Hz, 1H); 5,31 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 4,05 (q, J = 7,1 Hz, 2H); 3,54 — 3,36 (m, 4H); 3,12 —
2,98 (m, 2H); 2,75 — 2,61 (m, 2H); 2,49 (s, 3H); 1,97 — 1,83 (m, 4H); 1,72 — 1,51 (m, 4H);
1,49 — 1,33 (m, 4H); 0,94 (t, J = 7,1 Hz, 3H); RMN de *C (CDCls, 75 MHz) & 169,0; 166,2;
161,3; 158,3; 151,0; 147,3; 139,3; 129,5; 128,5; 128,5; 128,3; 128,0; 123,7; 123,0; 120,2;
115,8; 115,2; 61,2; 49,5; 41,2; 33,9; 31,8; 29,6; 26,8; 26,7; 24,9; 23,1; 22,8; 13,7, HRMS-
ESI: calculado [M-H]"538,3177; encontrado 538,3186.

6.2.8.2. Hibrido tacrina(7)-pirimidina (43b)

6-metil-4-fenil-2-((7-((1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino)heptil)amino)pirimidina-5-
carboxilato de etila

A partir do composto 6 e da amina 1d, de acordo com o procedimento geral, obteve-se
o produto desejado 43b. Oleo amarelo; rendimento: 53%; RMN de *H (CDCls, 300 MHz) §
7,93 (t, J=9,1 Hz, 2H); 7,62 — 7,47 (m, 3H); 7,44 — 7,27 (m, 4H); 5,72 (sl, 1H); 4,04 (q, J =
7,1 Hz, 2H); 3,94 (sl, 1H); 3,53 — 3,33 (m, 4H); 3,05 (s, 2H); 2,67 (s, 2H); 2,49 (s, 3H); 1,97 -
1,81 (m, 4H); 1,70 — 1,46 (m, 4H); 1,29 (s, 6H); 0,93 (t, J = 7,1 Hz, 3H); RMN de **C
(CDCl3, 75 MHz) 6 168,9; 166,1; 161,3; 158,3; 150,8; 147,4; 139,3; 129,4; 128,6; 128,3;
128,2; 127,9; 123,6; 122,9; 120,2; 115,8; 115,0; 61,0; 49,5; 41,2; 34,0; 31,8; 29,5; 29,1; 26,9;
26,8; 24,8; 23,1; 22,8; 13,6.
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6.2.8.3. Hibrido tacrina(8)-pirimidina (43c)

H

N
| N
N

6-metil-4-fenil-2-((8-((1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino)octil)amino)pirimidina-5-
carboxilato de etila

A partir do composto 6 e da amina le, de acordo com o procedimento geral, obteve-se
o produto desejado 43c. Oleo amarelo; rendimento: 67%; IV (KBr) vma/cm™: 3389, 3262,
2922, 2850, 1712, 1562, 1255, 1074, 756, 692; RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) ¢ 7,93 (dd, J
= 15,2, 8,5 Hz, 2H); 7,59 — 7,49 (m, 3H); 7,43 — 7,36 (m, 3H): 7,36 — 7,30 (m, 1H); 5,47 (s,
1H); 4,12 — 3,97 (m, 2H); 3,54 — 3,37 (m, 4H); 3,05 (s, 2H); 2,69 (s, 2H); 2,48 (s, 3H); 1,90
(d, J = 2,9 Hz, 4H); 1,70 — 1,50 (m, 4H); 1,32 (s, 8H); 0,94 (t, J = 7,1 Hz, 3H); RMN de **C
(CDCls, 75 MHz) ¢ 169,0; 166,3; 161,4; 158,3; 151,1; 147,3; 139,4; 129,5; 128,5; 128,3;
128,1; 123,8; 123,0; 120,2; 115,8; 115,2; 61,1; 49,6; 41,4; 33,9; 31,9; 29,7; 29,4; 29,3; 27,0;
26,9; 24,9; 23,1; 22,8; 13,7; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 566,3490; encontrado 566,3491.

6.2.8.4. Hibrido lofina(6)-pirimidina (44a)

Me O

N= N7 OEt

|
Q N\ N\/\/\/\HJ\\N

G

6-metil-4-fenil-2-((7-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)hexil)amino)pirimidina-5-carboxilato de

etila

A partir do composto 6 e da amina 9c, de acordo com o procedimento geral, obteve-se
0 produto desejado 44a. Solido amarelo; rendimento: 56% ; ponto de fusdo: 53-55 °C; IV
(KBI) vmax'em™: 3407, 3260, 2925, 1705, 1550, 1260, 1068, 768, 695; RMN de ‘*H (CDCls,
300 MHz) ¢ 7,68 (dd, J = 8,0, 1,6 Hz, 2H); 7,57 — 7,38 (m, 15H); 7,23 — 7,08 (m, 3H); 5,19 (t,
J=5,6 Hz, 1H); 4,04 (9, J = 7,1 Hz, 2H); 3,88 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 3,31 (dd, J = 12,9, 6,0 Hz,
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2H); 2,47 (s, 3H); 1,41 — 1,27 (m, 4H); 1,12 — 0,97 (m, 4H); 0,94 (t, J = 7,1 Hz, 3H); RMN de
3¢ (CDCls, 75 MHz) 6 168,7; 165,9; 161,0; 147,5; 139,0; 137,5; 134,4; 131,4; 131,3; 130,8;
129,4; 129,3; 129,0; 128,9; 128,7; 128,5; 128,1; 127,9; 127,7; 126,7; 126,0; 114,9; 60,9; 44,4;
40,8; 30,1; 29,0; 25,7; 22,8; 13,4; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 636,3333; encontrado
636,3329.

6.2.8.5. Hibrido lofina(7)-pirimidina (44b)

Me O
N | OEt

N/ N/\/\/\/\N)\\N
H

—

o O

6-metil-4-fenil-2-((7-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)heptil)amino)pirimidina-5-carboxilato
de etila

A partir do composto 6 e da amina 9d de acordo com o procedimento geral obteve-se
0 produto desejado 44b. Sélido amarelo; rendimento: 45% ; ponto de fusdo: 51-53 °C; RMN
de 'H (CDCls, 300 MHz) 6 7,68 (d, J = 7,5 Hz, 2H); 7,55 — 7,34 (m, 15H); 7,22 — 7,07 (m,
3H); 5,24 (s, 1H); 4,04 (g, J = 7,1 Hz, 2H); 3,91 - 3,82 (m, 2H); 3,42 - 3,30 (m, 2H); 2,47 (s,
3H); 1,50 — 1,20 (m, 4H); 1,11 (s, 4H); 0,97 — 0,90 (m, 3H); RMN de **C (CDCls, 75 MHz) 6
168,8; 161,1; 147,6; 139,2; 137,7; 134,6; 131,5; 131,0; 129,5; 129,4; 129,2; 129,0; 128,8;
128,6; 128,2; 128,0; 127,9; 126,8; 126,1; 115,1; 61,0; 59,5; 44,6; 41,1; 38,1; 31,2; 30,2; 29,7;
29,3; 28,2; 26,3; 26,0; 23,0; 13,5.

6.2.8.6. Hibrido lofina(8)-pirimidina (44c)

Me O
N= N7 | OEt
& A

N N
H

O

6-metil-4-fenil-2-((7-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-il)octil)amino)pirimidina-5-carboxilato de
etila
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A partir do composto 6 e da amina 9e de acordo com o procedimento geral obteve-se o
produto desejado 44c. Oleo amarelo; rendimento: 52%; IV (KBr) vmad/cm™: 3413, 3262, 2919,
1711, 1550, 1255, 694; RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) 6 7,68 (dd, J = 8,0, 1,6 Hz, 2H); 7,56
— 7,36 (m, 15H); 7,23 — 7,08 (m, 3H); 5,33 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 4,04 (q, J = 7,1 Hz, 2H); 3,91
— 3,83 (m, 2H); 3,41 (q, 7,0 Hz, 2H); 2,48 (s, 3H); 1,52 — 1,45 (m, 2H): 1,36 — 1,28 (m, 4H);
1,23 — 1,13 (m, 2H); 1,12 — 0,99 (m, 4H); 0,94 (t, J = 7,1 Hz, 3H); RMN de **C (CDCls, 75
MHz) ¢ 169,1; 161,4; 147,8; 139,4; 137,8; 134,7; 131,7; 131,7; 131,2; 129,8; 129,6; 129,4;
129,2; 129,0; 128,8; 128,4; 128,2; 127,0; 126,4; 115,1; 61,2; 44,8; 41,4; 30,4; 29,6, 29,0;
28,7; 26,8; 26,2; 13,7; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 664,3646; encontrado 664,3643.

6.2.9. Sintese dos tosilatos derivados de carboidratos
6.2.9.1. Tosilato da D-xilose (45)

acetona, I, o) o HCI 0,12 M O0<..0
h 1h,ta
o= _hta o § )" thte How,, IS
HO of o 9 o °
HO ‘OH 94% 88%
_ 51 50
D-xilose

TsCl, py, DCM

o)
Tso/iy.,.o 24 h, ta
HO "’O)T 82%
45

Em um baldo de 500 mL foram adicionados a D-xilose (20,0 mmol, 3,00 g), acetona
(200 mL) e I, (3,5 mmol, 0,90 g). A mistura reacional ficou sob agitacdo por 24 h ou até que
ndo se observasse carboidrato depositado no fundo do recipiente. Apos evaporacao de cerca
de 2/3 do solvente reacional, foi adicionado Na,S;0; (1 x 100 mL) para que o iodo
remanescente fosse consumido até que a mistura apresentasse aspecto incolor. Entdo, o
produto foi extraido com diclorometano (3 x 100 mL), a fase organica foi seca com MgSQ, e
os solventes evaporados em rotaevaporador. O produto (bis-acetonideo 51) bruto foi utilizado
diretamente na etapa seguinte, sem a necessidade de purificacéo.

Uma solucdo de 25 mL de HCI 0,12 M (3,0 mmol, 25 mL) foi adicionada ao bis-
acetonideo 51 (18,8 mmol, 4,32 g), e a mistura foi mantida sob agitacdo a temperatura
ambiente por 1 h. Em seguida, foi feita a neutralizacdo da mistura reacional com solugédo
saturada de bicarbonato de s6dio (NaHCO3) até pH neutro. A fase organica foi lavada com
agua destilada (50 mL), extraida com acetato de etila (AcOEt) (3 x 100 mL), e seca com
MgSQO, e o solvente foi evaporado no rotaevaporador e sob alto vacuo. O produto (diol 50)

bruto foi utilizado diretamente na etapa seguinte, sem a necessidade de purificagéo.
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A uma solucdo do diol 50 (16,5 mmol, 3,14 g) em diclorometano seco (20 mL) e
piridina seca (18,2 mmol, 1,45 mL) foi adicionada uma solucdo de cloreto de tosila (24,8
mmol, 4,71 g), sob atmosfera inerte. A reagéo foi mantida sob agitacdo por 3 h a temperatura
ambiente. Apés esse periodo, foi adicionada solugdo saturada de CuSO, seguido de filtracdo.
Lavou-se a fase organica com solucdo de NaCl saturada (1 x 100 mL), extraiu-se o produto
com diclorometano (3 x 100 mL), a fase organica foi seca com MgSO, e o0 solvente removido
no rotaevaporador. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna com silica
flash (200-400 mesh), utilizando hexano: AcOEt (70: 30) como eluente em modo isocrético.

1,2-O-isopropilideno-5-p-toluenosulfonato-a-D-xilofuranose. Numero CAS: 20513-
95-5; sélido branco; rendimento: 82%; RMN de *H (CDCls, 300 MHz) 6 7,80 (d, J = 8,0 Hz,
2H); 7,35 (d, J = 8,0 Hz, 2H); 5,87 (d, J = 3,5 Hz, 1H); 4,50 (d, J = 3,5 Hz, 1H); 4,37 - 4,26
(m, 3H); 4,20 - 4,10 (m, 1H); 2,62 (sl, 1H); 2,44 (s, 3H); 1,45 (s, 3H); 1,29 (s, 3H); RMN de
B¢ (CDCl3, 75 MHz) ¢ 145,3; 132,3; 130,0; 128,0; 112,1; 105,0; 85,1; 66,6; 28,2; 26,8; 21,7.

6.2.9.2. Tosilato da D-ribose (46)

(o) acetona, HCI, o) OMe TsCl, DCM, py 0] OMe
HO/\QwOH MeOH, refluxo, 3 h ﬁg ta., 3h ﬂ
— HO . TsO -

- ~ ~

HO  OH 74% 5. ° o7%

52 07< 46 O7<
D-ribose

Em baldo de 200mL, a uma solucdo de D-ribose (20 mmol, 3,00 g), em metanol (60
mL) e acetona (60 mL), foi feita a adicdo de HCI concentrado (20,0 mmol, 1,5 mL). O
sistema foi mantido em refluxo sob agitacdo por 3 horas. Apds este periodo resfriou-se o
sistema e neutralizou-se com solu¢do saturada de NaHCOg3 até pH 7. A fase organica foi
lavada com &gua destilada e o produto foi extraido com AcOEt (3 x 100 mL). A fase organica
foi seca com MgSQO, e os solventes foram evaporados em rotaevaporador. O produto obtido
(52) foi utilizado diretamente na etapa seguinte, sem necessidade de purificacao.

A uma solucdo de 52 (14,8 mmol, 3,02 g) em diclorometano seco (20 mL) e piridina
seca (16,3mmol, 1,3 mL) foi adicionado cloreto de tosila (22,2 mmol, 4,22 g) a 0 °C sob
atmosfera inerte. Entdo, o banho de gelo foi retirado e a mistura reacional permaneceu sob
agitacdo por 3 h a temperatura ambiente. Apds esse periodo, foi adicionado solugdo saturada
de CuSO, (1 x 50 mL) seguido de filtracdo. Lavou-se o bruto com solugdo de NaCl saturada

(1 x 50 mL), extraiu-se o produto com diclorometano (3 x 100 mL), a fase organica foi seca
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com MgSO, e o solvente removido no rotaevaporador. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna com silica flash (200-400 mesh), utilizando hexano: AcOEt (70: 30)
como eluente em modo isocrético.

1-Metil-2,3-O-isopropilideno-5-p-toluenosulfonato-B-D-ribofuranose. NUmero CAS:
4137-56-8; s6lido branco; rendimento: 97%: RMN de *H (400 MHz, CDCls) 6 7,80 (d, J =
8,0 Hz, 2H); 7,36 (d, J = 8,0 Hz, 2H); 4,93 (s, 1H); 4,60 (d, J = 6,0 Hz, 1H); 4,53 (d, J = 6,0
Hz, 1H); 4,31 (t, J = 7,2 Hz, 1H); 4,03 — 4,00 (m, 2H): 3,23 (s, 3H): 2,45 (s, 3H):; 1,44 (s, 3H);
1,28 (s, 3H); RMN de **C (CDCls, 100 MHz) ¢ 144,9; 132,6; 129,8; 127,8; 112,5; 109,3;
84,7; 83,4; 81,2; 69,1; 54,8; 26,2; 24,73; 21,5.

6.2.9.3. Tosilato da D-galactose (47)

(0] OH TSC|, py o) OTs
OH acetona, I, Q(
HO 24 h, ta o) DCM, 24 h, t.a. o
HO & — =~ © T’ o}
78% O o o)
HO OH ° 53 )<O 47 ){)
D-galactose

Em um baldo de 500 mL foram adicionados a D-galactose (20,0 mmol, 3,60 @),
acetona (200 mL) e I, (3,5 mmol, 0,90 g). A mistura reacional ficou sob agitacdo por 24 h ou
até que ndo se observasse carboidrato depositado no fundo do recipiente. Apds evaporacao de
cerca de 2/3 do solvente reacional, foi adicionada solucédo saturada de tiossulfato de sodio (1 x
100 mL, NayS,03) para que o iodo remanescente fosse consumido até que a mistura
apresentasse aspecto incolor. Entdo, o produto foi extraido com diclorometano (3 x 100 mL),
a fase orgénica foi seca com sulfato de magnésio (MgSO,) e os solventes evaporados em
rotaevaporador. O produto bruto (53) foi utilizado diretamente na etapa seguinte, sem a
necessidade de purificacéo.

Em um baldo de duas bocas, sob atmosfera inerte, adicionou-se piridina (17,1 mmol,
1,37 mL) ao bis-acetonideo 53 (15,5 mmol, 4,05 g) em diclorometano seco (20 mL). Em
seguida foi adicionado a mistura cloreto de tosila (23,3 mmol, 5,59 g), de uma Unica vez a 0
°C. A mistura reacional foi agitada por 24 h a temperatura ambiente. O bruto € lavado com
solucdo saturada de sulfato de cobre (1 x 50 mL, CuSQ,), extraido com diclorometano (3 x
100 mL), a fase organica seca com sulfato de magnésio, e o solvente evaporado em
rotaevaporador. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna com silica flash

(200-400 mesh), utilizando hexano: AcOEt (80: 20) como eluente em modo isocrético.
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1,2:3,4-di-O-isopropilideno-p-toluenosulfonato-a-D-galactopiranose. NUmero CAS:
4478-43-7; s6lido branco; rendimento 94%; RMN de *H (400 MHz, CDCls) 6 7,80 (d, J = 8,0
Hz, 2H); 7,33 (d, J = 8,0 Hz, 2H); 5,45 (d, J = 5,0 Hz, 1H); 4,59 (dd, J = 7,9 Hz; 2,5 Hz, 1H);
4,29 (dd, J = 5,0 Hz, 2,5 Hz, 1H); 4,24 — 4,15 (m, 2H); 4,12 - 4,04 (m, 2H); 2,44 (s, 3H); 1,50
(s, 3H); 1,34 (s, 3H); 1,31 (s, 3H); 1,28 (s, 3H); RMN **C (CDCls, 100 MHz) 6 144,8; 132,9;
129,8; 128,2; 109,6; 109,0; 96,2; 70,6; 70,5; 70,4; 68,2; 65,9; 26,0; 25,9; 25,0; 24,4; 21,7.

6.2.10. Procedimento geral para a sintese dos hibridos tacrina(n)-carboidratos e

HN/\(\/);-\ZNHZ H HO
CCO L
N&
—
N

1a-e
(2,0 equiv.) Hibridos tacrina-carboidratos

54, 55 e 56
OTs 4 iPrOH, 83 °C, 72 h
45, 46 e 47 Q Q
O= carboidrato N NAM/\NH NG NAM/\ O

lofina(n)-carboidratos

n-2 2 n-2 H
9a-e Hibridos lofina-carboidratos
57, 58 e 59
(2,0 equiv.) o0 8

Uma mistura contendo 0,3 mmol do tosilato da D-xilose, D-ribose ou D-galactose (45,
46 ou 47) e 0,6 mmol das aminas contendo o nucleo tacrina (1a-e) ou lofina (9a-e) foi diluida
em 1,0 mL de isopropanol, previamente armazenado em peneira molecular para remocao do
excesso de agua. A mistura foi ambientada em atmosfera inerte e mantida sob aquecimento a
83 °C em um frasco vedado e sob agitacdo durante 72 horas. O acompanhamento da reagédo
foi feito com CCD em hexano: AcOEt 1: 1 revelada em solugédo de vanilina, onde a formacéo
do produto é evidenciada pelo surgimento de uma mancha laranja em Rf = 0. Além disso,
sempre foi observada a sobra do tosilato de partida: da xilose (Rf = 0,6), ribose (Rf= 0,7) ou
galactose (Rf = 0,9). Decorrido o tempo reacional, a reacdo foi diluida em 20 mL de
diclorometano e tratada com solucbes aquosas saturadas de NaHCOs3; (20 mL), seguido de
NaCl (20 mL) e lavada com 20 mL de agua. A fase orgénica foi seca com Na,SO, anidro, o

solvente evaporado em rotaevaporador e o produto bruto obtido foi purificado por

159



cromatografia em coluna utilizando como mistura eluente hexano : AcOEt (1 : 1) até a
remocao do tosilato de partida e CHCI; : CH3OH (98 : 2) até a remogdo do produto puro da
fase estacionaria.

Para os testes utilizando iodeto de potassio como catalisador, adotou-se exatamente o
mesmo procedimento acima, apenas com a adi¢do de 0,045 mmol (15% mol) do KI no inicio
da reacéo.

6.2.10.1. Hibrido tacrina(4)-xilose (54a)

N*-(5-Desoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranose)-5-(N*-(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-
il)butano-1,4-diamina)

A partir do tosilato da D-xilose 45 e da amina 1a, de acordo com o procedimento geral,
obteve-se o produto desejado 54a. Oleo amarelo; rendimento: 54%; [a]D20 = +63,6° (c 0,154,
CH:Cl); IV (KBr) vmad/em™: 3397, 2920, 2853, 1562, 1499, 1372, 1072, 1009, 752; RMN de
'H (CDCls, 300 MHz) 6 7,97 — 7,87 (m, 2H); 7,55 (ddd, J = 8,4, 6,9, 1,2 Hz, 1H); 7,39 — 7,31
(m, 1H); 5,95 (d, J = 3,7 Hz, 1H); 4,49 (d, J = 3,6 Hz, 1H); 4,28 (d, J = 2,8 Hz, 1H); 4,21 (d, J
= 2,2 Hz, 1H); 3,98 (sl, 2H); 3,56 — 3,45 (m, 2H); 3,38 (dd, J = 12,9, 3,5 Hz, 1H); 3,11 — 3,02
(m, 2H); 2,95 (dd, J = 13,0, 1,3 Hz, 1H); 2,75 — 2,65 (m, 2H); 2,65 — 2,51 (m, 1H); 1,98 —
1,86 (m, 4H); 1,77 — 1,53 (m, 4H); 1,50 — 1,46 (s, 3H); 1,34 — 1,24 (m, 4H); RMN de **C
(CDCls, 75 MHz) 6 158,5; 150,9; 147,3; 128,6; 123,9; 122,9; 122,6; 120,3; 116,2; 111,6;
105,2; 86,2; 78,4; 77,1; 49,2; 49,3; 48,7; 34,0; 29,5; 27,2; 27,0; 26,3; 24,9; 23,1; 22,9;
HRMS-ESI: calculado [M-H]" 442,2700; encontrado 442,2695.
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6.2.10.2. Hibrido tacrina(5)-xilose (54b)

H glle
N
seolaS
—
N

N*-(5-Desoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranose)-5-(N°-(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-
il)pentano-1,5-diamina)

A partir do tosilato da D-xilose 45 e da amina 1b, de acordo com o procedimento geral,
obteve-se 0 produto desejado 54b. Oleo amarelo; rendimento: 70%; [OL]DZO = +60,9° (c 0,328,
CH.Cly); IV (KBr) vmadcm™: 3381, 2940, 2843, 1572, 1487, 1072, 998, 757; RMN de 'H
(CDCls, 300 MHz) 6 7,92 (dd, J = 13,7, 8,1 Hz, 2H); 7,61 — 7,50 (m, 1H); 7,34 (ddd, J = 8,3,
6,8, 1,3 Hz, 1H); 5,95 (d, J = 3,6 Hz, 1H); 4,49 (d, J = 3,5 Hz, 1H); 4,28 (d, J = 2,8 Hz, 1H);
4,25 — 4,15 (m, 1H); 3,96 (sl, 1H); 3,47 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 3,39 (dd, J = 13,0, 3,4 Hz, 1H);
3,11 - 3,01 (m, 2H); 2,93 (dd, J = 13,0, 1,1 Hz, 1H); 2,71 (s, 2H); 2,68 — 2,44 (m, 2H); 1,98 —
1,87 (m, 4H); 1,65 (m, 2H), 1,53 — 1,28 (m, 13H); RMN de **C (CDCls, 75 MHz) ¢ 157,9;
150,9; 146,7; 128,4; 128,0; 123,6; 122,9; 119,9; 115,6; 111,3; 105,0; 85,9; 77,9; 77,0; 49,2;
49,1; 48,4; 33,6; 31,4; 29,2; 26,8; 26,1; 24,7; 24,4; 22,7; 22,6; HRMS-ESI: calculado [M-H]"
456,2857; encontrado 456,2855.

6.2.10.3. Hibrido tacrina(6)-xilose (54c)

N*-(5-Desoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranose)-5-(N°-(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-

il)hexano-1,6-diamina)

A partir do tosilato da D-xilose 45 e da amina 1c, de acordo com o procedimento geral,
obteve-se o produto desejado 54c. Oleo amarelo; rendimento: 86%; [0]p™° = -65.0° (¢ 0.303,
CH2Cly); 1V (KBr) vma/cm™: 3369, 3928, 2847, 2345, 1502, 1081, 1001, 760, 659; RMN de
'H (CDCls, 300 MHz) 6 7,98 — 7,86 (m, 2H); 7,54 (ddd, J = 8,3, 6,9 e 1,3 Hz, 1H); 7,35 (ddd,
J=8,3,6,8¢e1,3Hz 1H); 5,95 (d, J = 3,6 Hz, 1H); 4,49 (d, J = 3,5 Hz, 1H); 4,28 (d, J = 2,6
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Hz, 1H); 4,19 (m, 1H); 3,95 (sl, 1H); 3,54 — 3,42 (m, 2H); 3,36 (dd, J = 13,0, 3,3 Hz, 1H);
3,06 (s, 2H); 2,93 (d, J = 11,7 Hz, 1H); 2,68 (s, 2H); 2,64 — 2,40 (m, 2H); 1,97 — 1,84 (m,
4H); 1,72 — 1,58 (m, 2H); 1,53 — 1,22 (m, 12H); RMN de *C (CDCls, 75 MHz) ¢ 158,4;
150,8; 147,4; 128,6; 128,3; 123,6; 122,9; 120,2; 115,8; 111,4; 105,1; 85,8; 78,1; 77,0; 49,4;
48,5; 34,0; 31,7; 29,5; 26,8; 26,9; 26,7; 26,2; 24,8; 23,1; 22,8; HRMS-ESI: calculado [M-H]"
470,3013; encontrado 470,3014.

6.2.10.4. Hibrido tacrina(7)-xilose (54d)

HN/\/\/\/\N 0

A
HO O)v
—
N

N*-(5-Desoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranose)-5-(N’-(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-
il)heptano-1,7-diamina)

A partir do tosilato da D-xilose 45 e da amina 1d, de acordo com o procedimento geral,
obteve-se 0 produto desejado 54d. Oleo amarelo; rendimento: 81%:; [a]D20 = +87,7° (c 0,106,
CH2Cl); IV (KBr) vmad/cm™: 3423, 2920, 2840, 1621, 1066, 604; RMN de 'H (CDCls, 300
MHz) ¢ 8,02 — 7,85 (m, 2H); 7,61 — 7,48 (m, 1H); 7,41 — 7,30 (m, 1H); 5,95 (d, J = 3,6 Hz,
1H); 4,49 (d, J = 3,6 Hz, 1H); 4,28 (d, J = 2,7 Hz, 1H); 4,20 (s, 1H); 4,00 (sl, 1H); 3,56 — 3,44
(m, 2H); 3,39 (dd, J = 12,9, 3,3 Hz, 1H); 3,07 (s, 2H); 2,94 (d, J = 13,1 Hz, 1H); 2,79 — 2,45
(m, 4H); 1,92 (s, 4H); 1,65 (s, 2H); 1,57 — 1,23 (m, 14H); RMN de **C (CDCls, 75 MHz) o
158,1; 150,8; 147,2; 128,3; 128,3; 123,5; 122,9; 120,1; 115,6; 111,3; 105,0; 86,0; 77,9; 77,0;
49,4; 49,3; 48,5; 33,8; 31,6; 29,4; 29,0; 26,9; 26,7; 26,1; 24,7; 23,0; 22,7; HRMS-ESI:
calculado [M-H]" 484,3170; encontrado 484,3164.

6.2.10.5. Hibrido tacrina(8)-xilose (54€)

N*-(5-Desoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranose)-5-(N®-(1,2,3,4-tetraidroacridin-9-

il)octano-1,8-diamina)
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A partir do tosilato da D-xilose 45 e da amina 1e, de acordo com o procedimento geral,
obteve-se o produto desejado 54e. Oleo amarelo; rendimento: 29% (85% com Kl); [a]p®° = -
12,5° (¢ 0,990, CH2Cl,); IV (KBr) vma/cm™: 3324, 2914, 2846, 1573, 1561, 1492, 1370, 1068,
1000, 754, 726; RMN de *H (CDCls, 300 MHz) 6 8,01 — 7,89 (m, 2H); 7,59 — 7,51 (m, 1H);
7,40 — 7,30 (m, 1H); 5,95 (d, J = 3,7 Hz, 1H): 4,48 (d, J = 3,7 Hz, 1H); 4,28 (d, J = 2,9 Hz,
1H); 4,20 (d, J = 2,9 Hz, 1H); 4,04 (sl, 1H); 3,53 — 3,43 (m, 2H); 3,39 (dd, J = 13,0, 3,5 Hz,
1H); 3,11 — 3,00 (m, 2H); 2,94 (dd, J = 13,0, 1,3 Hz, 1H); 2,78 — 2,45 (m, 4H); 1,96 — 1,82
(m, 4H); 1,70 — 1,55 (m, 2H); 1,52 — 1,10 (m, 16H); RMN de *C (CDCls, 75 MHz) 6 158,3;
151,2; 147,2; 128,7; 128,6; 123,9; 123,1; 120,2; 115,7; 111,6; 105,3; 86,2; 78,4; 77,1; 49,7,
49,7; 49,6; 48,7; 33,9; 31,9; 29,9; 29,7; 29,5; 29,4; 27,2; 27,1; 27,0; 26,3; 24,9; 23,2; 22,9;
HRMS-ESI: calculado [M-H]" 498,3326; encontrado 498,3329.

6.2.10.6. Hibrido tacrina(6)-ribose (55a)

N*-(1-Metil-5-desoxi-2,3-O-isopropilideno-p-D-ribofuranosideo)-5-(N°-(1,2,3,4-

tetraidroacridin-9-il)hexano-1,6-diamina)

A partir do tosilato da D-ribose 46 e da amina 1c, de acordo com o procedimento geral,
obteve-se o produto desejado 55a. Oleo amarelo; rendimento: 35% (58% com Kl); [a]p?° = -
54,7° (¢ 1,10, CH,CLy); IV (KBr) vmad/cm™: 3386, 2926, 2851, 1566, 1089, 867, 760; RMN de
'H (CDCls, 300 MHz) 6 8,03 — 7,88 (m, 2H); 7,62 — 7,48 (m, 1H); 7,43 — 7,30 (m, 1H); 4,96
(s, 1H); 4,70 — 4,53 (m, 2H); 4,40 — 4,24 (m, 1H); 4,00 (sl, 1H); 3,58 — 3,43 (m, 2H); 3,33 (s,
3H); 3,07 (s, 2H); 2,81 — 2,51 (m, 6H); 2,18 (sl, 1H); 1,92 (m, 4H); 1,78 — 1,60 (m, 2H); 1,60
- 1,19 (m, 12H); RMN de **C (CDCls, 75 MHz) ¢ 158,4; 151,1; 147,4; 128,7; 128,6; 123,8;
123,0; 120,3; 115,9; 112,5; 109,9; 86,4; 85,6; 82,9; 55,2; 53,3; 49,9; 49,6; 34,1; 31,9; 30,2;
27,2; 27,1; 26,7; 25,2; 24,9; 23,2; 22,9; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 484,3170; encontrado
484,3170.
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6.2.10.7. Hibrido tacrina(7)-ribose (55b)

X

7

N*-(1-Metil-5-desoxi-2,3-O-isopropilideno-f-D-ribofuranosideo)-5-(N'-(1,2,3,4-
tetraidroacridin-9-il)heptano-1,7-diamina)

A partir do tosilato da D-ribose 46 e da amina 1d, de acordo com o procedimento
geral, obteve-se o produto desejado 55b. Oleo amarelo; rendimento: 29%; [a]p®® = -37,9° (c
0,287, CHyCl); IV (KBr) vmadem™: 3370, 2921, 2846, 1554, 1493, 1371, 1098, 863, 750;
RMN de *H (CDCls, 300 MHz) 6 7,98 — 7,86 (m, 2H); 7,59 — 7,49 (m, 1H); 7,33 (t, J = 7,2
Hz, 1H); 4,95 (s, 1H); 4,62 (d, J = 6,0 Hz, 1H); 4,57 (d, J = 6,0 Hz, 1H); 4,30 (t, J = 6,9 Hz,
1H); 3,93 (sl, 2H); 3,47 (t, J = 7,2 Hz, 2H); 3,31 (s, 3H); 3,10 — 2,97 (m, 2H); 2,73 — 2,64 (m,
4H); 2,64 — 2,52 (m, 2H); 1,98 — 1,84 (m, 4H); 1,76 — 1,58 (m, 4H); 1,56 — 1,19 (m, 12H);
RMN de **C (CDCls, 75 MHz) 6 158,6; 158,7; 150,9; 151,0; 147,6; 128,9; 128,4; 123,8;
123,0; 120,4; 116,0; 112,5; 109,9; 86,4; 85,6; 82,9; 55,2; 53,3; 50,0; 49,7; 34,2; 31,9; 30,2;
29,5; 27,4; 27,1; 26,7; 25,2; 25,0; 23,3; 23,0; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 498,3326;
encontrado 498,3327.

6.2.10.8. Hibrido tacrina(6)-galactose (56a)

N\/\/\/\
O NH

g lieee

Nl-(6-Desoxi-l,2:3,4-d|—O-|soprop|I|deno-u-D-galactoplranose)-S-(N6-(1,2,3,4-

tetraidroacridin-9-il)hexano-1,6-diamina)

A partir do tosilato da D-galactose 47 e a amina 1c, de acordo com o procedimento
geral, obteve-se o produto desejado 56a. Oleo amarelo; rendimento 58% (70% com Kl);
[a]o®® = -26,0° (c 1,09, CH2Cly): IV (KBr) vma/cm™: 3338, 2982, 2928, 2852, 1561, 1383,
1205, 1068, 993, 768, 734, 522; RMN de *H (CDCls, 300 MHz) § 7,98 — 7,85 (m, 2H); 7,57

7,48 (m, 1H); 7,36 — 7,27 (m, 1H): 5,54 (d, J = 5,1 Hz, 1H): 4,59 (dd, J = 7,9, 2,3 Hz, 1H):
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4,31 (dd, J = 5,1, 2,3 Hz, 1H); 4,17 (dd, J = 7,9, 1,8 Hz, 1H); 3,98 (sl, 1H); 3,96 — 3,85 (m,
1H); 3,52 — 3,37 (m, 2H); 3,05 (s, 2H); 2,95 — 2,44 (m, 6H); 1,97 — 1,81 (m, 4H); 1,71 — 1,56
(m, 2H); 1,55 — 1,21 (m, 18H); RMN de *C (CDCls, 75 MHz) ¢ 158,2; 150,8; 147,3; 128,5;
128,3; 123,5; 122,9; 120,1; 115,7; 109,1; 108,4; 96,4; 72,0; 70,8; 70,5; 66,7; 49,6; 49,4; 49,2,
33,9; 31,7; 29,9; 27,1; 26,8; 26,1; 26,0; 24,9; 24,8; 24,3; 23,0; 22,7, HRMS-ESI: calculado
[M-H]" 540,3432; encontrado 540,3435.

6.2.10.9. Hibrido tacrina(7)-galactose (56b)

H H
Q(O N\/\/\/\/N
RS o
E

N*-(6-Desoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose)-5-(N'-(1,2,3,4-

tetraidroacridin-9-il)heptano-1,7-diamina)

A partir do tosilato da D-galactose 47 e a amina 1d, de acordo com o procedimento
geral, obteve-se o produto desejado 56b. Oleo amarelo; rendimento 34%; [a]p?° = -19,8° (c
0,136, CH,CL); IV (KBr) vmad/cm™: 3355, 2928, 2848, 1555, 1499, 1361, 1201, 1064, 991,
758; RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) 6 7,96 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 7,57 (t, J = 7,7 Hz, 1H); 7,40
— 7,30 (m, 1H); 5,54 (d, J = 5,0 Hz, 1H); 4,60 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 4,31 (d, J = 5,0 Hz, 1H);
4,19 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 3,92 (d, J = 4,6 Hz, 1H); 3,51 (dd, J = 12,9, 6,3 Hz, 2H); 3,09 (s,
2H); 2,89 (dd, J = 12,9, 8,7 Hz, 1H); 2,81 — 2,51 (m, 5H); 2,08 — 1,83 (m, 5H); 1,75 — 1,57
(m, 2H); 1,59 — 1,22 (m, 20H); RMN de **C (CDCls, 75 MHz) ¢ 158,0; 151,4; 146,9; 128,8;
128,2; 123,9; 123,1; 120,0; 115,5; 109,4; 108,7; 96,6; 72,2; 71,0; 70,7; 66,9; 49,8; 49,9; 49,6;
33,7; 31,9; 30,0; 29,4; 27,4; 27,0; 26,3; 26,2; 25,1; 24,8; 24,5; 23,1; 22,8; HRMS-ESI:
calculado [M-H]" 554,3588; encontrado 554,3587.
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6.2.10.10. Hibrido lofina(4)-xilose (57a)

N

& \&«/@
L o o

N*-(5-Desoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranose)-5-(N*-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-
il)butan-1-amina)

A partir do tosilato da D-xilose 45 e a amina 9a, de acordo com o procedimento geral,
obteve-se o produto desejado 57a. Solido amarelo; rendimento: 45%; ponto de fusdo: 67-68
°C; [0]p® = +19,0° (c 0,237, CH,CL): IV (KBr) vmadcm™: 3059, 2983, 2937, 2853, 1434,
1372, 1213, 1161, 1069, 1001, 781, 697; RMN de *H (CDCls, 300 MHz) 6 7,70 (dd, J = 7,9,
1,3 Hz, 2H); 7,56 — 7,41 (m, 10H); 7,24 — 7,11 (m, 3H); 5,91 (d, J = 3,7 Hz, 1H); 4,46 (d, J =
3,6 Hz, 1H); 4,22 (d, J = 2,8 Hz, 1H); 4,14 (s, 1H); 3,93 (t, J = 7,4 Hz, 3H); 3,21 (dd, J =
13,0, 3,5 Hz, 1H); 2,76 (d, J = 12,9 Hz, 1H); 2,39 — 2,11 (m, 2H); 1,49 (s, 3H); 1,39 — 1,27
(m, 5H); 1,16 — 1,02 (m, 2H); RMN de *C (CDCl;, 75 MHz) ¢ 147,8; 137,9; 134,6; 131,5;
131,1; 129,6; 129,3; 129,0; 128,8; 128,1; 127,0; 126,4; 111,5; 105,1,; 86,0; 78,1; 76,9; 48,6;
48,4; 44.4: 28,1; 26,9; 26,3; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 540,2857; encontrado 540,2851.

6.2.10.11. Hibrido lofina(5)-xilose (57b)

N*-(5-Desoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranose)-5-(N°-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-

il)pentan-1-amina)

A partir do tosilato da D-xilose 45 e a amina 9b, de acordo com o procedimento geral,

obteve-se o produto desejado 57b. S6lido amarelo; rendimento: 67%; ponto de fusdo: 53-54
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°C; [a]p?® = -107,6° (c 0,196, CH,CL); IV (KBr) vmadcm™: 3053, 2982, 1419, 1260, 1068,
890, 734; RMN de *H (CDCls, 300 MHz) § 7,72 — 7,63 (m, 2H); 7,57 — 7,36 (m, 10H); 7,24
— 7,09 (m, 3H); 5,91 (d, J = 3,6 Hz, 1H); 4,45 (d, J = 3,7 Hz, 1H); 4,23 (d, J = 2,8 Hz, 1H);
4,15 (s, 1H); 4,06 (s, 1H); 3,88 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 3,27 (dd, J = 12,9, 3,4 Hz, 1H); 2,81 (d, J
= 11,9 Hz, 1H); 2,48 — 2,11 (m, 2H); 1,47 (s, 3H): 1,31 (s, 5H); 1,08 (s, 2H); 0,96 (d, J = 6,4
Hz, 2H); RMN de *C (CDCls, 75 MHz) 6 147,8; 138,0; 134,7; 131,7; 131,6; 131,2; 129,7;
129,4; 129,3; 129,1; 128,9; 128,2; 127,0; 126,4; 111,6; 105,2; 86,2; 78,4; 77,0; 49,2; 48,6;
44.6; 30,2; 28,7, 27,0; 26,3; 23,8; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 554,3013; calculado
554,3012.

6.2.10.12. Hibrido lofina(6)-xilose (57c)

N=

Oy,

H
O HO ”/O)T
N*-(5-Desoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranose)-5-(N°-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-

il)hexan-1-amina)

A partir do tosilato da D-xilose 45 e a amina 9c, de acordo com o procedimento geral,
obteve-se o produto desejado 57c. S6lido amarelo; rendimento: 72%; ponto de fusdo: 55-56
°C; [a]p®® = -7,1° (c 0,210, CH,CLy); IV (KBr) vma/cm™: 3434, 2923, 2838, 1649, 1555, 1064,
998, 686; RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) ¢ 7,67 (d, J = 6,5 Hz, 2H); 7,57 — 7,35 (m, 10H);
7,14 (m, 3H); 5,92 (d, J = 3,5 Hz, 1H); 4,45 (d, J = 3,5 Hz, 1H); 4,23 (d, J = 2,6 Hz, 1H); 4,16
(s, 1H); 4,00 (s, 1H); 3,88 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 3,28 (dd, J = 12,9, 3,3 Hz, 1H); 2,85 (d, J =
12,8 Hz, 1H); 2,81 — 2,65 (m, 1H); 2,38 (m, 2H); 1,47 (s, 3H); 1,30 (s, 5H); 1,15 (s, 2H); 0,93
(s, 4H); RMN de **C (CDCls, 75 MHz) ¢ 147,7; 137,8; 134,6; 131,6; 131,5; 131,1; 129,7;
129,3; 129,1; 128,9; 128,71; 128,09; 126,91; 126,30; 111,45; 105,11; 86,08; 78,16; 77,01;
49,37; 48,54; 44,59; 30,1; 29,1; 26,9; 26,2; 26,1; 25,9; HRMS-ESI: calculado [M-H]"
568,3170; encontrado 568,3164.
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6.2.10.13. Hibrido lofina(7)-xilose (57d)

N7 N
sHE

N*-(5-Desoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranose)-5-(N'-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-

il)heptan-1-amina)

A partir do tosilato da D-xilose 45 e a amina 9d, de acordo com o procedimento geral,
obteve-se o produto desejado 57d. Solido amarelo; rendimento: 61%; ponto de fusdo: 54-55
°C; [0]o® = -46,7° (c 0,120, CH,CL); IV (KBr) vmadcm™: 3393, 3050, 2928, 2843, 1609,
1450, 1364, 1072, 1010, 981; RMN de *H (CDCls, 300 MHz) & 7,78 — 7,64 (m, 2H): 7,64 —
7,38 (m, 10H); 7,25 — 7,08 (m, 3H): 5,94 (d, J = 3,7 Hz, 1H); 4,48 (d, J = 3,6 Hz, 1H); 4,27
(d, J = 2,6 Hz, 1H); 4,18 (s, 1H); 3,88 (t, 2H); 3,48 (s, 1H); 3,36 (dd, J = 12,8, 3,4 Hz, 1H);
2,91 (d, J = 12,8 Hz, 1H); 2,65 — 2,33 (m, 1H); 1,48 (s, 3H); 1,40 — 1,20 (m, 7H); 1,12 — 0,88
(m, 8H); RMN de B¢ (CDCls, 75 MHz) ¢ 147,8; 137,8; 134,7; 131,6; 131,6; 131,1; 129,7;
129,3; 129,2; 129,0; 128,8; 128,2; 127,0; 126,4; 111,6; 105,2; 86,1; 78,3; 77,0; 49,6; 48,6;
44.7; 30,4; 29,4; 28,5; 27,0; 26,8; 26,3; 26,1; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 582,3326;
encontrado 582,3329.

6.2.10.14. Hibrido lofina(8)-xilose (57¢)

o2l

N\
N O
H g
CJ o o

N*-(5-Desoxi-1,2-O-isopropilideno-a-D-xilofuranose)-5-(N®-(2,4,5-trifenil-1H-imidazol-1-

il)octan-1-amina)

A partir do tosilato da D-xilose 45 e a amina 9e, de acordo com o procedimento geral,

obteve-se 0 produto desejado 57e. Oleo amarelo; rendimento: 30% (63% com Kl); [a]p?° =
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+38,7° (¢ 0,281, CH,CL); IV (KBr) vma/cm™: 3420, 3055, 2928, 2852, 1471, 1068, 1007, 768,
690; RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) 6 7,68 (dd, J = 8,0, 1,6 Hz, 2H); 7,55 — 7,37 (m, 10H);
7,23 — 7,07 (m, 3H); 5,94 (d, J = 3,7 Hz, 1H); 4,48 (d, J = 3,7 Hz, 1H); 4,27 (d, J = 2,8 Hz,
1H); 4,23 — 4,10 (m, 2H); 3,90 — 3,81 (m, 2H); 3,36 (dd, J = 13,0, 3,5 Hz, 1H); 2,93 (d, J =
11,8 Hz, 1H); 2,65 — 2,38 (m, 2H); 1,54 — 0,79 (m, 15H); RMN de “*C (CDCls, 75 MHz) ¢
147.6; 137,7; 134,5; 131,5; 131,6; 131,0; 129,6; 129,2; 129,0; 128,8; 128,6; 128,0; 126,8;
126,2; 111,4; 105,0; 86,0; 78,1; 76,9; 49,5; 48,4; 44,6, 30,2; 29,7; 29,3; 28,9; 28,4; 26,8; 26,1;
26,0; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 596,3483; calculado 596,3481.

6.2.10.15. Hibrido lofina(6)-ribose (58a)

N*-(1-Metil-5-desoxi-2,3-O-isopropilideno-p-D-ribofuranosideo)-5-(N°-(2,4,5-trifenil-1H-

imidazol-1-il)hexan-1-amina)

A partir do tosilato da D-ribose 46 e a amina 9c, de acordo com o procedimento geral,
obteve-se o produto desejado 58a. Oleo amarelo; rendimento: 45%; [o]p® = -88,4° (c 0,301,
CH2Cl); IV (KBr) vma/cm™: 3417, 2928, 2843, 1561, 1108, 693; RMN de 'H (CDCls, 300
MHz) ¢ 7,69 (dd, J = 7,9, 1,6 Hz, 2H); 7,56 — 7,39 (m, 10H); 7,24 — 7,10 (m, 3H); 4,95 (s,
1H); 4,58 (dd, J = 11,8, 6,1 Hz, 2H); 4,27 (t, J = 6,9 Hz, 1H); 3,95 — 3,82 (m, 2H); 3,31 (s,
3H); 2,66 (dd, J = 10,9, 9,0 Hz, 2H); 2,50 — 2,38 (m, 2H); 1,62 (sl, 3H); 1,48 (s, 3H); 1,40 —
1,18 (m, 5H); 1,05 — 0,90 (m, 4H); RMN de *C (CDCls, 75 MHz) 6 147,8; 137,9; 134,7;
131,7; 131,8; 131,2; 129,7; 129,3; 129,2; 129,0; 128,8; 128,2; 127,0; 126,3; 112,4; 109,8;
86,3; 85,5; 82,9; 55,2; 53,1; 49,6; 44,8; 30,5; 29,8; 26,6; 26,5; 26,2; 25,1; HRMS-ESI:
calculado [M-H]* 582,3326; encontrado 582,3327.
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6.2.10.16. Hibrido lofina(7)-ribose (58b)

NN O
N} ﬁmowle
v x
N*-(1-Metil-5-desoxi-2,3-O-isopropilideno-B-D-ribofuranosideo)-5-(N’-(2,4,5-trifenil-1H-
imidazol-1-il)heptan-1-amina)

A partir do tosilato da D-ribose 46 e a amina 9d, de acordo com o procedimento geral,
obteve-se o produto desejado 58b. Oleo amarelo; rendimento: 69%; [o]p® = -10,3° (c 0,340,
CH,CL); IV (KBF) vma/cm™: 3417, 2928, 2843, 1561, 1108, 693; RMN de 'H (CDCls, 300
MHz) 5 7,69 (dd, J = 8,0, 1,5 Hz, 2H); 7,56 — 7,38 (m, 10H); 7,23 — 7,07 (m, 3H); 4,95 (s,
1H); 4,65 — 4,53 (m, 2H); 4,28 (t, J = 6,9 Hz, 1H); 3,88 (t, 2H); 3,32 (s, 3H); 2,66 (d, J = 7,4
Hz, 2H); 2,56 — 2,44 (m, 2H); 1,55 (s, 3H); 1,48 (s, 3H); 1,31 (m, 5H); 1,01 (m, 6H); RMN

e BC (CDCls, 75 MHz) ¢ 147,7; 137,8; 134,7; 131,7; 131,6; 131,1; 129,7; 129,3; 129,1;
128,9; 128,7; 128,7; 128,1; 126,9; 126,3; 112,4; 109,8; 86,3; 85,5; 82,8; 55,2; 53,1; 49,8;
44.7; 30,4; 29,9; 28,6; 26,9; 26,6; 26,2; 25,1; HRMS-ESI: calculado [M-H]" 596,3483;
encontrado 596,3481.

6.2.10.17. Hibrido lofina(6)-galactose (59a)

O

N
O \/\/\/\N\

s W2ahe

Nl-(6-Desoxi-1,2:3,4-d|-O-|soprop|I|deno-a-D-gaIactoplranose)-S-(NG-(2,4,5-trifeniI-1H-

imidazol-1-il)hexan-1-amina)

A partir do tosilato da D-galactose 47 e a amina 9c, de acordo com o procedimento

geral, obteve-se o produto desejado 59a. Oleo amarelo; rendimento: 64%; [a]p?° = -6,33° (C
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0,300, CH2Cly); IV (KBr) vimax/cm™: 3427, 2980, 2923, 2855, 1377, 1202, 1066, 687; RMN de
'H (CDCls, 300 MHz) 6 7,68 (d, J = 6,6 Hz, 2H); 7,47 (m, 10H); 7,23 — 7,06 (m, 3H); 5,53
(d, J=5,0 Hz, 1H); 4,58 (dd, J =7,9, 1,9 Hz, 1H); 4,30 (dd, J = 4,9, 2,1 Hz, 1H); 4,16 (d, J =
7,9 Hz, 1H); 3,95 — 3,80 (m, 3H); 2,90 — 2,76 (m, 1H); 2,69 (dd, J = 12,5, 3,9 Hz, 1H); 2,56 —
2,30 (m, 2H); 1,93 (sl, 1H); 1,51 (s, 3H); 1,44 (s, 3H); 1,42 — 1,15 (m, 10H); 0,96 (m, 4H);
RMN de *C (CDCls, 75 MHz) § 147,7; 137,7; 134,7; 131,6; 131,6; 131,1; 129,7; 129,3;
129,1; 128,9; 128,8; 128,7; 128,1; 126,9; 126,3; 109,2; 108,5; 96,4; 72,1; 70,9; 70,6; 66,8;
49,8; 49,7; 44,7; 30,3; 29,6; 26,4; 26,3; 26,2; 26,1; 25,0; 24,4; HRMS-ESI: calculado [M-H]"
638,3588; encontrado 638,3585.

6.2.10.18. Hibrido lofina(7)-galactose (59b)

S

Qg@ﬁg/\/\/\/ N
B »

N*-(6-Desoxi-1,2:3,4-di-O-isopropilideno-a-D-galactopiranose)-5-(N’-(2,4,5-trifenil-1H-

imidazol-1-il)heptan-1-amina)

A partir do tosilato da D-galactose 47 e a amina 9d, de acordo com o procedimento
geral, obteve-se o produto desejado 59b. Oleo amarelo; rendimento: 70%; [o]p® = +17,0° (¢
0,206, CH,CLy); IV (KBr) vma/cm™: 3429, 2917, 2843, 1646, 1060, 694; RMN de 'H (CDCls,
300 MHz) 6 7,73 — 7,65 (m, 2H); 7,59 — 7,38 (m, 10H); 7,24 — 7,07 (m, 3H); 5,54 (d, J = 5,0
Hz, 1H); 4,59 (dd, J = 7,9, 2,1 Hz, 1H); 4,31 (dd, J = 5,0, 2,2 Hz, 1H); 4,18 (d, J = 7,9 Hz,
1H); 4,00 — 3,79 (m, 3H); 2,95 — 2,67 (m, 2H); 2,64 — 2,38 (m, 2H); 1,97 (sl, 1H); 1,63 — 1;24
(m; 18H); 1;18 - 0;87 (d; J = 30;3 Hz; 4H); RMN de *C (CDCls; 75 MHz) § 147,8; 137,8;
134,8; 131,7; 131,6; 131,2; 129,8; 129,3; 129,2; 129,0; 128,8; 128,2; 127,0; 126,3; 109,3;
108,7; 96,5; 72,2; 71,0; 70,7; 66,8; 49,9; 44,8; 30,4; 29,9; 28,7; 27,0; 26,3; 26,2; 25,1; 24,5;
HRMS-ESI: calculado [M-H]" 652,3745; encontrado 652,3737.
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6.3. ANALISE DE INIBICAO DAS COLINESTERASES

A determinacédo da atividade anti-AChE no cérebro e anti-BuChE em soro, ambos de
camundongo, foi determinada utilizando o método de Ellman (1961) modificado.?®® Para os
estudos in vitro, camundongos Swiss Webster foram tratados e os experimentos conduzidos de
acordo com Comissdo de Etica no Uso de Animais do Instituto Oswaldo Cruz (CEUA-IOC),
licenca n° L-044/15 e licenga aditiva n°® LA-010/2016. Os extratos cerebrais foram
homogeneizados em 5 mL de &gua destilada e 0 homogeneizado foi centrifugado a 20000g
por 60 minutos a 4 °C. Apo0s a centrifugacdo, as pastilhas resultantes foram resuspendidas em
2 mL de solucédo do surfactante Triton X-100 1% e homogeneizados e mantidos sob agitacéo
por 30 minutos. Entdo, a fracdo foi novamente centrifugada a 20000g por 90 minutos. Os
sobrenadantes foram reunidos e foi adicionado 0,02% de NaN; para conservagdo. As amostras
do soro foram preparadas a partir de amostras do sangue dos camundongos, coletados e
centrifugados em tubos de plastico a 2000g por 10 minutos a 20 °C. O sobrenadante contendo
0 soro foi mantido em gelo durante os experimentos.

O extrato cerebral e o soro sanguineo foram adicionados em uma placa de 96 pogos
contendo tampéo fosfato de sodio (0,1 M e pH 7,5) e o composto sintético a ser analisado,
exceto para os grupos controles. Os compostos foram solubilizados inicialmente em DMSO e
posteriormente diluidos em agua Milli-Q®. Os testes de inibicdo da atividade enzimatica
foram realizados num intervalo de concentracéo entre 0,01 e 10000 nM. Posteriormente foi
adicionado DTNB (&cido 5,5’-ditio-bis-(2-nitrobenzdico)) na concentracdo de 0,32 mM. Os
meios reacionais permaneceram incubando a 25°C por 10 minutos. Os ensaios foram
iniciados pela adicdo dos substratos, iodeto de acetiltiocolina ou iodeto de butiriltiocolina na
concentracdo de 1,5 mM, sendo realizada uma nova incubacdo por 10 minutos a 25°C.
Terminado o tempo de incubacdo, a densidade Otica dos meios reacionais foi medida a 412
nm, em um espectrofotdbmetro compativel com microplacas. Os pocos referentes aos brancos
(sem atividade enzimatica) ndo tiveram adicdo das fracdes biologicas. Os dados foram
tratados utilizando o programa GraphPad Prism versdo 6.0 (GraphPad Software, Inc., San
Diego, CA).
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6.4. ESTUDOS DE MODELAGEM MOLECULAR

Os estudos de ensemble docking foram realizados com o programas de docking
molecular GOLD, utilizando a funcdo de avaliagdo padrdo ChemPLP e eficiéncia do
algoritmo genético de 200% - configuracdo mais indicada para compostos altamente flexiveis.
A selecdo do melhor modo de ligagdo para cada inibidor foi feita de acordo com o valor
ChemPLP Fitness. O centro do sitio de ligagdo teve como coordenadas X = 98,06; Y = 53,14
e Z = 22,06, com raio de 14 A. A afinidade de ligacio reportada para o melhor modo de
ligacdo de cada composto foi predita com a funcéo de avaliagdo DockTScore, recentemente
desenvolvida pelo grupo de pesquisa GMMSB/LNCC. Estudos de redocking dos compostos
de referéncia foram realizados para validar a metodologia adotada neste trabalho.

As estruturas tridimensionais dos compostos foram desenhadas utilizando o programa
ChemBio3D Ultra 14 Suite (PerkinElmer, Waltham, MA, USA, 2014) e os isomeros e estados
de protonacdo foram definidos manualmente no programa Maestro (Maestro, Schrédinger,
LLC, New York, NY, 2014). As estruturas da AChE e da BuChE foram obtidas a partir de um
trabalho publicado pelo nosso grupo de pesquisa em 2016, os quais foram preparados com a
ferramenta de preparacdo de proteinas Protein Preparation Wizard (Schrédinger Suite 2014-1
Protein Preparation Wizard; Impact version 6.2, Schrédinger, LLC, New York, NY, USA,
2014). Os estados de protonacdo dos residuos de aminoacidos foram preditos utilizando
PROPKA com pH = 7, respeitando os estados de protonacdo dos residuos do sitio ativo ja
descritos a literatura: Glu202 e GIlu327 carregados negativamente e His440 neutra. O
nitrogénio pirimidinico da tacrina foi predito protonado de acordo com a previsdo Epik.?
Essa protonacdo é essencial uma vez que atua como DLH para o oxigénio carbonilico da
cadeia peptidica da His440. A otimizacdo da rede de LH entre a enzima e o inibidor foi
realizada de forma a ajustar a orientacdo dos atomos de hidrogénio, seguida por minimizacao

de energia.
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APENDICE A - Estrutura dos Aminoacidos

Alifaticos, hidrofébicos
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Figura Al. Estrutura dos aminodcidos mais comuns em proteinas e enzimas, agrupados de

acordo com a caracteristica da cadeia lateral. Estados de protonacdo em pH = 7,0.
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APENDICE B - Modelagem Molecular

Experimentos de redocking foram realizados para as enzimas AChE e BUChE em
diferentes estruturas do PDB para validar o protocolo de docking utilizado neste trabalho, isto
é, 0 programa GOLD com a fun¢do de escore ChemPLP. Em todos os quatro complexos (trés
da AChE e uma da BuChE), a metodologia de docking utilizada nesse trabalho foi capaz de
prever a posicdo de menor energia proxima a conformacgdo experimental observada para o
inibidor de referéncia, presente em cada estrutura cristalografica (Figura B1), mesmo para 0s
compostos altamente flexiveis. Em geral, os estudos de docking sdo considerados como bem
sucedidos quanto o desvio quadratico médio (Root-mean-square deviation, RMSD) entre o

composto analisado e a sua conformagcéo de referéncia € menor que 2 A.

o
Middle 9

@ -

Bottom ¢

2CKM (AChE) 1Q84 (AChE) 1ZGC (AChE) 5K5E (BChE)
Score: 146.58 Score: 157.28 Score: 139.64 Score: 106.31
RMSD: 0.72 A RMSD: 1.09 A RMSD: 0.90 A RMSD: 1.02 A

Figura B1. Posicdo de menor energia prevista pelo GOLD:ChemPLP para cada estrutura do
PDB estudada. O modo de ligacdo previsto esta representado em amarelo e o experimental

catalogado no PDB, em verde.

Na Tabela B1 a seguir sdo mostrados, juntamente com os valores de 1Csp, 0S escores
docking previstos pela funcdo ChemPLP do programa GOLD para os hibridos tacrina-

carboidratos.
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Tabela B1. Atividade anticolinesterase e modos de ligagdo previstos para os hibridos tacrina-

carboidratos para as estruturas de AChE.

ICso (M) [intervalo de confianca] Docking Score

Bis(7)tacrina

1,90 [1,50 — 2,40]

9,07 [6,58 - 12,5]

Entrada  Composto

AChE BuChE 17GC 2CKM 1Q84
54a 8,70 [7,30—-10,5]  27,6[19,3-39,7] 118,31 114,10 112,40
54b 84,4 63,6 -113,3] 11,7[8,70-159] 121,77 121,06 119,96
54c 510 [3,60-7,60] 258[18,5-36,0] 120,60 119,56 118,00
54d 10,2 [7,20-14,5] 30,8[20,4-46,6] 12538 119,43 121,96
54e 2,20 [1,80-2,70]  4,93[40,0-60,8] 131,44 120,27 121,87
55a 89,9 [62,4 — 131] 36,9[21,8-62,5] 12511 120,24 118,47
55b 655[452-93,7] 64,3[50,2-825] 129,19 121,77 119,57
56a 4,80 [3,20 — 7,40] 36,7[22,9-58,7] 131,93 119,24 115,38
56b 7,60[560-10,3]  26,2[19,1-36,1] 131,17 11957 119,97

Tacrina 34,3 [14,9 - 108] 62,5 [44,0 - 89,0] - -




O hibrido lofina(6)-D-galactose (59a) ndo apresentou atividade in vitro contra a
enzima acetilcolinesterase (AChE), entretanto o resultado de docking previu a interacdo de
59a no sitio ativo da AChE. De acordo com o modo de ligacdo mais favorével, o nucleo
lofina interagiria no CAS, através de interacGes stacking, enquanto que o nucleo D-galactose
ficaria exposto ao solvente (Figura B2). Provavelmente o modo de ligacdo predito ndo é
viavel experimentalmente devido a dificuldade estérica associada a presenca de residuos
volumosos no meio da cavidade, impedindo ou dificultando a passagem do grupo lofina até o

fundo da cavidade da AChE como predito pelos estudos de docking.

N~~~ 0._.0
o o)

%ﬁo

=

N
N\

Hibrido lofina(6)-D-galactose

Figura B2. Resultado de docking do hibrido lofina(6)-D-galactose (59a) na TcAChE,

composto que ndo apresentou atividade in vitro contra essa enzima.
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Figura B3. Resultados de docking do composto de referéncia (hibrido tacrina(10)-hupiridona,
AZ2E) e dos hibridos tacrina-carboidratos sintetizados neste trabalho. LH possiveis estdo
representadas por linhas pontilhadas amarelas.
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APENDICE C - Espectros de RMN dos Compostos Sintetizados
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Figura C1. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da tacrina.
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Figura C2. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) da tacrina.
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Figura C3. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do bis(7)-tacrina.
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Figura C4. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) do bis(7)-tacrina.
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Figura C5. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina (5).
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Figura C6. Espectro de RMN de B3¢ (APT, CDClIs, 75 MHz) da 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina (5).
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Figura C7. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da amina 1a.
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Figura C8. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) da amina la.

183



N ~ NN NH;
N
N \
S '
T T T a I M R
o — I~ [l (=] 0 ™~ 4 @ ™~
Q o Q Q — — — n o
™ - = o [ A R
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 25 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

& (ppm)

Figura C9. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da amina 1b.
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Figura C10. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) da amina 1b.
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Figura C11. Espectro de RMN de *H (CDCls;, 300 MHz) da amina 1c.
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Figura C12. Espectro de RMN de *C (APT, CDCls, 75 MHz) da amina 1c.
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Figura C13. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) da amina 1d.
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Figura C14. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) da amina 1d.
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Figura C15. Espectro de RMN de *H (CDCls;, 300 MHz) da amina 1e.
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Figura C16. Espectro de RMN de *C (APT, CDCls, 75 MHz) da amina Ze.
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Figura C17. Espectro de RMN de *H (CDCls;, 300 MHz) da amina 20a.
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Figura C18. Espectro de RMN de *C (APT, CDCl;, 75 MHz) da amina 20a.
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Figura C19. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) da amina 20b.
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Figura C20. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) da amina 20b.
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Figura C21. Espectro de RMN de *H (CDCls;, 300 MHz) da amina 20c.
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Figura C22. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) da amina 20c.
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Figura C23. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) da amina 20d.
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Figura C24. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) da amina 20d.
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Figura C25. Espectro de RMN de *H (CDCls;, 300 MHz) da amina 20e.
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Figura C26. Espectro de RMN de *C (APT, CDCls, 75 MHz) da amina 20e.
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Figura C27. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) do carbamato 21a.
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Figura C28. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) do carbamato 21a.
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Figura AX. Espectro de RMN de 'H (DMSO-d6, 300 MHz) do carbamato 21b.
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Figura C29. Espectro de RMN de *C, APT (DMSO-d6, 75 MHz) do carbamato 21d.
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Figura C30. Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 300 MHz) do carbamato 21c.
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Figura C31. Espectro de RMN de **C, APT (DMSO-d6, 75 MHz) do carbamato 21c.
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Figura C32. Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 300 MHz) do carbamato 21d.

5.0 4. 0.5 0.0

— S H WO R = = O Q0N 000 1D
o NO=RUMNDM—— Q0T 09 — n FTOW o
0 M = QGG O O 00 00 O LN r~ n )™ Q0O
B R RuBU RS B R R R AR BT IN 3+ SRR
| | e e | N e
, o 1
} \} ) | [l
| | i
|1
i
I |
i
|
1
T L e A e T T T e
180 170 160 150 140 130 120 110 100 6(90 ) 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

Figura C33. Espectro de RMN de *C, APT (DMSO-d6, 75 MHz) do carbamato 21d.
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Figura C35. Espectro de RMN de *C, APT (DMSO-d6, 75 MHz) do carbamato 21e.
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Figura C36. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da amina 9a.
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Figura C37. Espectro de RMN de *C, APT (CDCl;, 75 MHz) da amina 9a.
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Figura C39. Espectro de RMN de **C, APT (CDCls, 75 MHz) da amina 9b.
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Figura C42. Espectro de RMN de "H (CDCls, 300 MHz) da amina 9d.
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Figura C43. Espectro de RMN de **C, APT (CDCls, 75 MHz) da amina 9d.
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Figura C44. Espectro de RMN de *H (CDCls;, 300 MHz) da amina 9e.
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Figura C45. Espectro de RMN de *C, APT (CDCls, 75 MHz) da amina 9e.
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Figura C46. Espectro de RMN de *H (DMSO-d6, 300 MHz) da DHPM 7.
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Figura C47. Espectro de RMN de **C, APT (DMSO-d6, 75 MHz) da DHPM 7.
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Figura C49. Espectro de RMN de *C, APT (CDCls, 75 MHz) da pirimidina 6.



A

I=z

N

Fooe

10§
ﬂmm,m

=3
Fsrz

Fere

Feve

Forz

F107

a1'1
gee
heez

Fooz

4.5

5.5

6.0

75 7.0 6.5

8.0

T

8.5

9.0

5.0

& (ppm)

Figura C50. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do hibrido tacrina(6)-pirimidina (43a).
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Figura C52. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do hibrido tacrina(7)-pirimidina (43b).
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Figura C54. Espectro de RMN de *H (CDCl;, 300 MHz) do hibrido tacrina(8)-pirimidina (43c).
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Figura C56. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do hibrido lofina(6)-pirimidina (44a).
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Figura C64. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do tosilato da D-xilose (45).
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Figura C65. Espectro de RMN de **C, APT (CDCls, 100 MHz) do tosilato da D-xilose (45).
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Figura C66. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 400 MHz) do tosilato da D-ribose (46).
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Figura C68. Espectro de RMN de *H (CDCls, 400 MHz) do tosilato da D-galactose (47).
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Figura C69. Espectro de RMN de *C (CDCls3, 100 MHz) do tosilato da D-galactose (47).
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Figura C70. Espectro de RMN de *H (CDCls;, 300 MHz) do hibrido tacrina(4)-xilose (54a).
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Figura C71. Espectro de RMN de **C (CDCls, 75 MHz) do hibrido 54a.
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Figura C72. Ampliacdo do espectro de RMN de **C do hibrido 54a entre 70 e 160 ppm.
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Figura C74. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do hibrido tacrina(5)-xilose (54b).
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Figura C78. Espectro de RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) do hibrido tacrina(6)-xilose (54c).
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Figura C83. Espectro de RMN bidimensional *H-**C HMQC (CDCls) do hibrido 54c.
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Figura C85. Espectro de RMN de *C (CDCls, 75 MHz) do hibrido 54d.
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T = Oy o 0 wow NMWnT o~ -
mmmin A o ~ = Q ™ ~ o
DO ® ] — O G ~NOWY ¥ oo
TIIT T ™ m ooy [ T Y I ] o~ ™~y
N A | | ST/ S | Vi

- L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T

T T T T T T T T T
50 49 48 47 46 45 44 43 42 41 40 39 38 3 35 34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 2

7 36
5 (ppm)

Figura C87. Ampliacéo do espectro de RMN de **C do hibrido 54d entre 22 e 50 ppm.
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Figura C98. Espectro de RMN de **C (CDCls, 75 MHz) do hibrido 55b.
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Figura C99. Ampliag&o do espectro de RMN de **C do hibrido 55b entre 22 e 56 ppm.

229



8 (ppm)

80 75 70 65 60 55 50 45 40 3. 30 25 20 15 10 05 00
& (ppm)

Figura C100. Espectro de RMN bidimensional *H-'H-COSY (CDCls, 300 MHz) do hibrido 55b.
10

= 30
40
50
60
70
80
90
100
— F110
120
- = F130
140
F150

8 (ppm)

L

90 85 80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 10 05 0.0
& (ppm)

Figura C101. Espectro de RMN bidimensional *H-"*C-HMQC (CDCls) do hibrido 55b.
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Figura C104. Ampliacdo do espectro de RMN de *3C do hibrido 56a entre 22 e 51 ppm.
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Figura C105. Ampliacéo do espectro de RMN de *3C do hibrido 56a entre 65 e 160 ppm.
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Figura C106. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do hibrido tacrina(7)-galactose (56b).
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Figura C107. Espectro de RMN de **C (CDCls, 75 MHz) do hibrido 56b.
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Figura C108. Ampliacdo do espectro de RMN de *3C do hibrido 56b entre 22 e 52 ppm.
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Figura C109. Ampliac4o do espectro de RMN de *3C do hibrido 56b entre 65 e 160 ppm.
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Figura C110. Espectro de RMN bidimensional *H-'*H-COSY (CDCls, 300 MHz) do hibrido 56b.
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Figura C111. Espectro de RMN bidimensional *H-**C-HMQC (CDCls) do hibrido 56b.
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Figura C112. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do hibrido lofina(4)-xilose (57a).
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Figura C113. AmpliacBes do espectro de RMN de *H do hibrido 57a: a) entre 5,1 e 8,0 ppm e
b) entre 2,1 e 4,5 ppm.
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Figura C114. Espectro de RMN de *C (CDCls, 75 MHz) do hibrido 57a.
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Figura C115. Ampliacéo do espectro de RMN de *3C do hibrido 57a entre 75 e 150 ppm.
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Figura C116. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do hibrido lofina(5)-xilose (57b).

B BEMLS8A88 & © @mo Mmoo Y Nmo
5 RRAARERNE 2 b e Na%  KeanE
L 3ooootasg g 8RR eeT REREA
[ b e | N N |

it

80 170 160 150 140 130 120 110 100 6(90 ) 80 70 60 50 40 30 20 10 0
ppm

Figura C117. Espectro de RMN de **C (CDCls, 75 MHz) do hibrido 57b.
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Figura C118. Ampliacdo do espectro de RMN de *3C do hibrido 57b entre 70 e 150 ppm.
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Figura C119. Ampliacao do espectro de RMN de *3C do hibrido 57b entre 22 e 52 ppm.
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Figura C121. Espectro de RMN de **C (CDCls, 75 MHz) do hibrido 57c.
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Figura C122. Ampliacio do espectro de RMN de *3C do hibrido 57c entre 75 e 150 ppm.
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Figura C123. Ampliacéo do espectro de RMN de *3C do hibrido 57¢ entre 23 e 52 ppm.
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Figura C124. Espectro de RMN bidimensional *H-'H-COSY (CDCls, 300 MHz) do hibrido 57c.
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Figura C125. Espectro de RMN bidimensional *H-*C-HMQC (CDCls) do hibrido 57c.
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Figura C126. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do hibrido lofina(7)-xilose (57d).
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Figura C127. Espectro de RMN de **C (CDCls, 75 MHz) do hibrido 57d.
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Figura C128. Ampliacdo do espectro de RMN de *3C do hibrido 57d entre 75 e 150 ppm.
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Figura C129. Ampliac4o do espectro de RMN de *3C do hibrido 57d entre 24 e 51 ppm.
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Figura C131. Espectro de RMN de *C (CDCls, 75 MHz) do hibrido 57e.
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Figura C132. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do hibrido lofina(6)-ribose (58a).
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Figura C133. Ampliacao do espectro de RMN de *H do hibrido 58a entre 2,4 e 5,0 ppm.
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Figura C134. Espectro de RMN de *C (CDCls, 75 MHz) do hibrido 58a.
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Figura C135. Ampliac8es do espectro de RMN de **C do hibrido 58a: a) entre 80 e 150 ppm e
b) entre 25 e 57 ppm.

247



OMe

i

4.2

4.5

4.8

3.1

T

0.0

Mv 01'8F

F (S5
F oesf

F oozt
F 812

55T

LLLJ\JL

0 (ppm)

Frsz|
F 1€t
Fsiz

= p80L

h_

P o'y
SL'01
w.\ 00¢

T

8.5

9.0

0.5

4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0

& (ppm)

5.5 5.0 4.5
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Figura C138. Espectro de RMN bidimensional *H-'H-COSY (CDCls, 300 MHz) do hibrido 58b.
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Figura C139. Espectro de RMN bidimensional *H-*C-HMQC (CDCls) do hibrido 58b.
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Figura C140. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do hibrido lofina(6)-galactose (59a).
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Figura C141. Espectro de RMN de **C (CDCls, 75 MHz) do hibrido 59a.

(APT e ampliacOes na pagina seguinte)
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Figura C142. Ampliacdo do espectro de RMN de **C, APT (CDCls, 75 MHz) do hibrido 59a
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Figura C143. Ampliacdo do espectro de RMN de **C (APT) do hibrido 59a entre 24 e 50 ppm.
251



Y
LA
\

& (ppm)

80 75 70 65 60 55 50 45 40 35 30 25 20 15 1.0 05 00
& (ppm)

Figura C144. Espectro de RMN bidimensional *H-'H-COSY (CDCls, 300 MHz) do hibrido 59a.
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Figura C145. Espectro de RMN bidimensional *H-"*C-HMQC (CDCls) do hibrido 59a.
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Figura C147. Espectro de RMN de **C (CDCls, 75 MHz) do hibrido 59b.
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Figura C148. Ampliacao do espectro de RMN de *3C do hibrido 59b entre 65 e 150 ppm.
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Figura C149. Ampliacdo do espectro de RMN de **C do hibrido 59b entre 24 e 51 ppm.
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Figura C150. Comparacéo dos espectros de RMN de *H (CDCls;, 300 MHz) dos hibridos
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Figura C151. Comparacéo dos espectros de RMN de *C (CDCls, 75 MHz) dos hibridos
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APENDICE D - Espectros de IV dos Compostos Inéditos
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Figura D1. Espectro de 1V (pastilha de KBr) do carbamato 21a.

) .
Q J N/\/\/\NJLOJ<

_ H

N

L L W w o=
“ I \ \I f \V)'\‘
"\ |
Vv |
i

Transmitancia (u. a.)

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

Numero de Onda (cm’")
Figura D2. Espectro de 1V (pastilha de KBr) do carbamato 21b.
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Figura D3. Espectro de 1V (pastilha de KBr) do carbamato 21c.
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Figura D4. Espectro de 1V (pastilha de KBr) do carbamato 21d.
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Figura D5. Espectro de 1V (pastilha de KBr) do carbamato 21e.
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Figura D6. Espectro de 1V (pastilha de KBr) da amina 9a.
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Figura D7. Espectro de 1V (pastilha de KBr) da amina 9b.
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Figura D8. Espectro de 1V (pastilha de KBr) da amina 9c.
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Figura D9. Espectro de 1V (pastilha de KBr) da amina 9d.
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Figura D10. Espectro de IV (pastilha de KBr) da amina 9e.
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Figura D11. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido tacrina(6)-pirimidina (43a).
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Figura D12. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido tacrina(8)-pirimidina (43c).
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Figura D13. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido lofina(6)-pirimidina (44a).
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Figura D14. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido lofina(8)-pirimidina (44c).
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Figura D15. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido tacrina(4)-xilose (54a).
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Figura D16. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido tacrina(5)-xilose (54b).
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Figura D18. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido tacrina(7)-xilose (54d).
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Figura D19. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido tacrina(8)-xilose (54e).
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Figura D20. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido tacrina(6)-ribose (55a).
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Figura D21. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido tacrina(7)-ribose (55b).
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Figura D22. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido tacrina(6)-galactose (56a).
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Figura D24. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido lofina(4)-xilose (57a).
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Figura D25. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido lofina(5)-xilose (57b).
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Figura D26. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido lofina(6)-xilose (57c¢).
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Figura D29. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido lofina(6)-ribose (58a).

Figura D30.

Transmitancia (u. a.)

e ———a
—_—

4000

T
3500

T T T T T T
3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de Onda (cm’")
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Figura D31. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido lofina(6)-galactose (59a).
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Figura D32. Espectro de IV (pastilha de KBr) do hibrido lofina(7)-galactose (59b).
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