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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo sintetizar uma série de compostos
visando a obtenc¢do de potenciais farmacos para o tratamento sintomatico da doenca
de Alzheimer.

Para isso, a tacrina foi utilizada como prototipo para a sintese de quinolinas
estruturalmente similares a este farmaco, ja que este € reconhecido como o melhor
inibidor da enzima acetilcolinesterase sintetizado até o momento.

Adicionalmente, foram sintetizadas guanil-hidrazonas para avaliacdo de sua
capacidade de inibir a acetilcolinesterase. Esta classe de moléculas apresenta uma
ampla aplicacdo na Quimica Medicinal, entretanto estudos relacionando guanil-
hidrazonas ao tratamento da doenca de Alzheimer ainda sdo raros, sendo nosso
grupo de pesquisa pioneiro nesta area de pesquisa.

No desenvolvimento deste trabalho, foram sintetizadas seis quinolinas e trés
guanil-hidrazonas. Entre os compostos sintetizados, dois sdo inéditos na literatura:
0s compostos 9 e 12, uma quinolina e uma guanil-hidrazona, respectivamente.

A avaliacdo da capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase foi testada
através do método de Ressonancia Magnética Nuclear inicialmente em cinco dos
compostos sintetizados, incluindo os inéditos.

A maioria dos resultados obtidos através dos testes de cinética enzimética
indicou que os compostos sintetizados sdo inibidores muito eficientes da enzima
acetilcolinesterase. Estes resultados promissores indicam que estes compostos
podem ser potenciais farmacos para o tratamento de sintomas caracteristicos da
doenca de Alzheimer.

A analise de alguns resultados permitiu observar que a presenca de diferentes
substituintes em estruturas moleculares idénticas pode levar a alteragbes
significativas na capacidade inibitoria. Esta observacao indica que estudos relativos
a este trabalho devem ser aprofundados a fim de proporcionar um planejamento
mais eficiente de potencias farmacos.
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ABSTRACT

The objective of this work was to synthesize a series of compounds to obtain
potential drugs for the symptomatic treatment of Alzheimer's disease.

For this, the tacrina was used as a prototype for the synthesis of quinolines
structurally similar to this drug, since this is recognized as the best inhibitor of
acetylcholinesterase enzyme synthesized until the moment.

Additionally, were synthesized guanylhydrazones for evaluation of their capacity
to inhibit the acetylcholinesterase.

This class of molecules presents a wide application in medicinal chemistry,
however studies correlating guanylhydrazones to treatment of Alzheimer's disease
are still rare, being our research group pioneer in this area of research. In the
development of this work, were synthesized six quinolinas and three
guanylhydrazones. Among the compounds synthesized, two are novel in the
literature: the compounds 9 and 12, a quinoline and a guanylhydrazone, respectively.

Evaluation of the capacity of inhibiting the acetylcholinesterase enzyme was
tested by the method of Nuclear Magnetic Resonance initially in five of the
synthesized compounds, including the unpublished. Most of the results obtained
through the tests of enzymatic kinetics indicated that the synthesized compounds are
very efficient inhibitors of acetylcholinesterase enzyme.

These promising results indicate that these compounds may be potential drugs
for the treatment of characteristic symptoms of Alzheimer's disease. The analysis of
some results allowed us to observe that the presence of different substituent on
molecular structures identical can lead to significant changes in inhibitory capacity.
This note indicates that studies concerning this work should be developed further in
order to provide a more efficient planning of potential drugs.
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1 INTRODUCAO

1.1 DOENCA DE ALZHEIMER

1.1.1 APRESENTACAO CLINICA

A doenca de Alzheimer € uma doencga degenerativa progressiva do cérebro e é
a causa mais comum de deméncia (BURNS et al., 2002).

No Brasil, mais de 1 milhdo de pessoas vivem com alguma forma de
deméncia. Em todo o mundo, ao menos 44 milhdes de pessoas vivem com
deméncia causada pela doenga de Alzheimer, tornando a doenga uma crise global
de saude que deve ser resolvida (ALZHEIMER'S ASSOCIATION, 2015).

Inicialmente, a doenca leva a déficits da funcéo cognitiva que causam perda de
memoria (amnésia), comprometimento da linguagem (afasia), incapacidade de
realizar tarefas motoras (apraxia) e incapacidade de reconhecer (agnosia). Com o
tempo, varios sintomas psiquiatricos e distarbios de comportamento tornam-se
aparentes, como a depressdo, mudanca de personalidade, delirios, alucinacbes e
erros de identificacdo. Também surgem dificuldades com as atividades da vida
diaria, tais como dificuldades de vestir-se e alimentar-se (BURNS et al., 2002).

Estima-se que a neurodegeneracao na doenca de Alzheimer seja iniciada cerca
de 20-30 anos antes de sua manifestacdo clinica (BLENNOW et al., 2006).

1.1.2 PATOGENESE

Patologicamente, a doenca de Alzheimer é caracterizada pela perda sinaptica e
neuronal e por deposigcdo anormal de duas proteinas, a proteina B- amiloide e a
proteina tau associada a microtubulos (WOLFE, 2012).

No nivel microscopico, as lesbes caracteristicas na doenca de Alzheimer sao

placas senis e emaranhados neurofibrilares nas estruturas do lobo temporal medial e
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areas corticais do cérebro, juntamente com uma degeneracdo dos neurdnios e

Placas senis Emaranhados
neurofibrilares

FIG. 1.1 Placas senis e emaranhados neurofibrilares em um cérebro com a
doenca de Alzheimer (adaptado de BLENNOW et al., 2006)

FIG. 1.2 Visualizagdo microscoépica das placas senis (A) e dos
emaranhados neurofribilares (B) em cérebros de pacientes com a doenca de
Alzheimer (adaptado de CUMMINGS & COLE, 2002)

Existem varias hipGteses para o surgimento destas lesées e também dos
sintomas associados a doenca de Alzheimer. Entre elas, destacam-se:
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1.1.2.1 HIPOTESE COLINERGICA

A acetilcolina (ACh), que foi identificada por Henry Hallet Dale em 1914 € um
reconhecido neurotransmissor que € armazenado em vesiculas sinapticas até que
um potencial de acdo leve a uma despolarizacdo da membrana plasmatica das
células pré-sinapticas (ANDRADE DOS SANTOS, 2009).

A enzima colina acetiltransferase (CAT) € produzida no nucleus basalis de
Meynert. Essa enzima é transportada para estruturas-alvo no sistema nervoso
central: formacdo hipocampal, cortex cerebral e amigdala, dentre outros. Nessas
regibes, ela catalisa a reacao de sintese da ACh a partir da colina (Ch) e da
acetilcoenzima A (MINETT & BERTOLUCCI, 2000) (FIG. 1.3).

CH, CH O
| 3
H.C—N® CAT _te
SCN_~op » H;C Il\l\/\O)J\CH3
CH, m CH,
Colina Acetilcoenzima A Coenzima A Acetilcolina

FIG. 1.3 Sintese da Acetilcolina (adaptado de CALASANS-MAIA, 2002)

Depois de formada, a ACh é liberada na fenda sinptica, onde podera ser
acoplada a dois tipos de receptores — muscarinico e nicotinico. A ACh restante é
degradada pela enzima acetilcolinesterase (AChE) (MINETT & BERTOLUCCI,
2000), sendo este processo muito importante, ja que evita problemas colinérgico que
podem levar a graves alteracfes na saude.

O processo da transmissdo colinérgica se processa da seguinte forma: a
despolarizacdo da membrana plasmatica das células pré-sindpticas resulta na
entrada de célcio, seguida pela fusdo de vesiculas singpticas com a membrana
plasmatica. Quando a ACh é liberada na fenda sinaptica e se difunde até o receptor,
a célula pos-sinaptica, que pode atuar como um canal catiénico. O receptor sofre
uma mudanca conformacional logo apds se ligar & ACh. Esta mudanca na estrutura
tridimensional resulta em uma entrada de sédio, que despolariza a membrana
plasmatica na célula pés-sinaptica e é iniciado um potencial de acdo. Para que a
sinapse seja capaz de responder a outro sinal, é necessario que a ACh seja
removida da fenda sinaptica antes deste novo sinal. Isto requer a acdo da AChE
(ANDRADE DOS SANTOS, 2009) (FIG. 1.4).
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Neurénio
Transmissor

Acetilcolinesterase

Neurénio Receptor

FIG. 1.4 Esquema de transmissao e controle nervoso das sinapses
(PETRONILHO et al., 2011)

A acetilcolinesterase (AChE) € uma serina hidrolase que tem papel essencial no
mecanismo colinérgico, catalisando a hidrdlise natural do substrato ACh em colina

(Ch) e &cido acético (QUINN et al., 1987) (FIG. 1.5).

CHj 0 CHs, 0

e AChE e
HaC r.“\/\OJ\CH3 R S TR GOJJ\CHs

CH; CH,
Acetilcolina Colina Acetato

FIG. 1.5 Hidré6lise da Acetilcolina

A AChE apresenta dois locais de agdo em sua molécula: um é chamado de sitio
anibnico, de carga negativa, que é composto pelos residuos Tpr84, Phe330 e
Glul199 e se liga a parte positiva da ACh. Essa é a ligacdo que orienta a hidrolise de
forma apropriada, sendo responsavel pela inibicdo por substratos. O outro local &
chamado de sitio esterasico, o qual contém a triade catalitica (residuos dos
aminoacidos Ser200, His440 e Glu327 que se apresentam separados por distancias
caracteristicas de ligagdo hidrogénio) que é responsavel pela quebra da ACh
(FIG.1.6 e FIG.1.7) (CALASANS-MAIA, 2002; PATRICK,1995; SILVA, 2009).
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FIG. 1.6 Interacdo entre a ACh e a AChE (adaptado de CALASANS-MAIA,
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FIG. 1.7 Interacfes no sitio ativo da AChE (adaptado de PATRICK, 1995)

A partir da FIG.1.7, pode-se observar que a acetilcolina se liga a enzima

colinesterase por ligacdo idnica a um residuo de glutamato e por uma ligacdo de

hidrogénio com o residuo de tirosina.
A histidina e a serina estao fortemente envolvidas no mecanismo de hidrélise da

acetilcolina, jA que o residuo de histidina atua como um catalisador acido/base em

todo o0 mecanismo, enquanto serina desempenha o papel de nucledfilo.

Ha varios estagios para o mecanismo de hidrdlise:
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e A acetilcolina liga-se a enzima acetilcolinesterase. A histidina atua como uma
base e remove um préton do grupo hidroxila da serina, tornando-a um nucleofilo
forte que ataca o grupo carbonila da fungéo éster da ACh;

e ApOs o ataque nucleofilico, a por¢cdo alcool do éster (ou seja, de colina) é
liberada. Este processo € auxiliado pela histidina, que agora atua com um acido
doando um préton para subunidade O-R tornando-a um melhor grupo abandonador,
um é&lcool de partida.

e A porcéo acila da acetilcolina liga-se de forma covalente ao sitio receptor e a
colina deixa o sitio ativo, sendo substituida por agua. A dgua é normalmente um
nucledfilo fraco, mas como a histidina novamente age como um catalisador bésico,
ha adicao nucleofilica e ocorre mais uma vez a abertura do grupo carbonila.

e O grupo carbonila é restabelecido e o residuo de serina é liberado quando o

par de elétrons sobre o oxigénio forma novamente a ligacao dupla (PATRICK, 1995).

Na doenca de Alzheimer, existe uma atrofia no nucleus basalis de Meynert,
resultando na diminuicdo da sintese da CAT e, consequentemente, na diminuicdo
dos niveis de ACh (MINETT & BERTOLUCCI, 2000). A regido cerebral do nucleus
basalis de Meynert subserve a memdéria e, além da queda nos niveis de ACh, o
ndamero de seus neurbnios também diminui no decorrer da doencga de Alzheimer,

levando a sintomas de perturbac¢des cognitivas (RUBEY, 2003).

1.1.2.2 HIPOTESE DA CASCATA AMILOIDE

Os peptideos B-amiloides s&o produtos naturais do metabolismo, sendo
compostos por 36 a 43 aminoacidos. Eles sédo originarios da protedlise da proteina
precursora de amildide por agdes das enzimas a-, - e y-secretase (QUERFURTH &
LAFERLA, 2010).

No que diz respeito a organizacao estrutural ou comprimento assumido pelo B-
amiloide, este pode existir em diferentes formas: mondémero, dimero, trimero,
oligdbmero, fibrilas e agregados de fibrilas (HAMPEL et al., 2010).

Os B-amildides produzidos podem ter dois destinos: permanecer na forma

soltuvel no meio extracelular ou agregar-se, tornando-se insoluvel e depositando-se
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na forma de placas senis. Por muito tempo a forma agregada foi considerada a Unica
forma patogénica deste peptideo, entretanto estudos recentes indicam que formas
oligoméricas do B-amiloide, as quais corresponderiam a formas solUveis do mesmo,
poderiam apresentar grande potencial neurotoxicos e afetar de forma significativa
diferentes vias de sinalizacdo celular. Estes arranjos distintos do peptideo podem
representar formas intermediarias do processo de fibrilagdo ou corresponder a uma
via distinta de processamento e polimerizacdo do peptideo (B-amiloide (KREUTZ,
2010).

Diversos estudos indicam que os oligbmeros soluveis e os amildides
intermediarios sdo as formas mais neurotéxicas do B-amiloide, sendo os dimeros e
0s trimeros téxicos para sinapses. A gravidade da deficiéncia cognitiva na doenca de
Alzheimer correlaciona-se com o0s niveis de oligbmeros no cérebro, ndo com
quantidade total de B-amiloide (QUERFURTH & LAFERLA, 2010).

1.1.2.3 HIPOTESE DA DEGENERACAO DO CITOESQUELETO NEURONAL

Os axbnios sdo constituidos em grande parte pela proteina tau e por
microtubulos de baixo peso molecular. A proteina tau tem grande importancia na
estabilizacdo dos microtubulos e na prépria inducéo de sua formacao (MACCIONI et
al., 2010). Ela atua ligando-se as unidades de tubulina, possibilitando a organizacao
em hélice das mesmas e o crescimento dos microtibulos. Sua atividade é regulada
por mecanismos de fosforilacdo e desfosforilacdo. Sob a acdo de enzimas, a
proteina tau pode ser hiperfosforilada, comprometendo a ligacdo desta proteina a
tubulina que, consequentemente, leva a uma desestabilizacdo e desestruturacdo
dos microtubulos bem como a fibrilacdo e deposicao intracelular da proteina tau na
forma de emaranhados neurofibrilares (KREUTZ, 2010).

Emaranhados neurofibrilares ocorrem na doenca de Alzheimer e em outras
doencas neurodegenerativas denominadas tauopatias. O numero de emaranhados
neurofibrilares consiste em um marcador patoldgico da gravidade da doenca de
Alzheimer.

Como oligbmeros de [B-amiloides, agregados intermediarios de moléculas tau

anormais sdo citotdéxicos e prejudiciais a cognicdo e evidéncias experimentais
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indicam que a acumulagéo de B-amildides precede e dirige a agregacdo de tau
(QUERFURTH & LAFERLA, 2010). Estas formas oligoméricas e os filamentos tau
sao libertados para o meio extracelular como resultado da morte neuronal (SANTOS,
2011).

1.1.2.4 HIPOTESE DO ION METALICO

O equilibrio de metais é fundamental para fung@es fisioldgicas, em particular no
sistema nervoso central, onde 0s metais sdo essenciais para as atividades
enzimaticas, para o bom funcionamento mitocondrial, na neurotransmissao, na
memoria e na aprendizagem (SANTOS, 2011).

Por meio de uma complexa rede de interacdes moleculares, a homeostase
metélica age para equilibrar a absorcdo intracelular de metal, o trafego, o
armazenamento, a especiacdo e a sinalizacdo. As células precisam, portanto,
manter os ions metalicos dentro de uma estreita gama de concentracdes a fim de
evitar uma alteracdo prejudicial da homeostase (MOUNICOU, 2009) e um
mecanismo altamente orquestrado é necessario para garantir a homeostase
metalica (MILARDI & RIZZARELLI, 2011).

Quando os reguladores de homeostase metalica corrigem parcialmente as
concentracdes de ions metalicos, pode ocorrer o desenvolvimento de uma grande
variedade de doencas, principalmente aquelas ligadas ao envelhecimento (ZATTA et
al., 2009). No processo de envelhecimento normal, e particularmente quando ha
doencas neurodegenerativas, observa-se que ha uma alteracdo homeostatica,
embora ainda n&o se saiba por que isto ocorre (BONDA et al., 2011).

A hipotese do ion metalico na doenca de Alzheimer surgiu da observacao de
gue os ions metalicos sao particularmente abundantes nas placas senis. A ligacao
de zinco (Il) e de cobre (II) em B-amildides pode induzir alteragbes em sua estrutura
secundéria, que, por sua vez, podem favorecer a agregacdo do peptideo
amiloidogénico in vitro, com consequéncias patoldgicas, tais como o stress oxidativo
em cérebros com a doenca de Alzheimer (TRAVAGLIA et al., 2012).
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1.1.3 TRATAMENTO SINTOMATICO

Devido a complexidade da doenca de Alzheimer, existem varias pesquisas em
busca de farmacos capazes de tratd-la ou de pelo menos amenizar seus sintomas.
Apesar dos esfor¢cos, no momento apenas duas classes de medicamentos para o
tratamento dos sintomas foram aprovadas: inibidores de colinesterase e
antagonistas de glutamato (DALVI, 2012).

Seguem abaixo algumas classes de medicamentos pesquisadas atualmente.

1.1.3.1 FARMACOS APROVADOS E TACRINA

[. INIBIDORES DE COLINESTERASE

Os inibidores da acetilcolinesterase sdo agentes de primeira linha para o
tratamento da doenca de Alzheimer leve ou moderada (WINSLOW et al., 2011).

Uma abordagem terapéutica para aumentar a neurotransmissao colinérgica é
aumentar a disponibilidade de acetilcolina, inibindo a acetilcolinesterase e a
butirilcolinesterase (BuChE), enzimas que degradam a acetilcolina na fenda
sinaptica (BLENNOW et al., 2006).

Os inibidores de colinesterase (I-Ch) tém efeito sintomatico discreto sobre a
cognicdo, algumas vezes beneficiando também certas alteracdes ndo-cognitivas da
deméncia. Os I-Ch donepezil, rivastigmina e galantamina sdo aprovados para uso
clinico da doenca de Alzheimer. Donepezil e galantamina séo inibidores seletivos da
acetilcolinesterase, enquanto a risvastigmina inibe a acetilcolinesterase e a
butirilcolinesterase (FORLENZA, 2005).

Apesar de pequenas variacdes nos mecanismos de agéo, esses agentes podem
provocar efeitos adversos, sendo 0s mais comuns: nauseas, vomitos e diarréia;
efeitos cardiovasculares e neuroldgicos também podem ocorrer (WINSLOW et al.,
2011).
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a. TACRINA

As acridinas, compostos triciclicos nucleares, sdo uma importante classe de
derivados quinolinicos, cuja estrutura corresponde a fusdo de um nucleo quinolinico
com um anel benzénico (COSTA, 2010) (FIG. 1.8).
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FIG. 1.8 Estrutura geral das acridinas

A tacrina (9-amino-1,2,3,4-tetraidroacridina), € uma acridina que atua como
inibidor ndo competitivo de acetilcolinesterase e de butirilcolinesterase
(HAMULAKOVA et al., 2014) (FIG. 1.9).

L0
>
FIG. 1.9 Tacrina

A tacrina é utilizada no tratamento da doenca de Alzheimer, evitando a
degradacdo excessiva da acetilcolina, aumentando a neurotransmisséo colinérgica,
visando, assim, compensar uma das principais caracteristicas da doenca, a perda de
neurénios colinérgicos (CHEFFER & ULRICH, 2011).

Estes farmacos estabelecem fortes intera¢cdes com o sitio de ligacao de colina
da AChE, porém nao estabelece interacbes com o sitio periférico. Existe uma
interacao do tipo empilhamento-1r entre o anel quinolinico da tacrina e o anel inddlico
do aminoéacido Trp84. Ja o atomo de nitrogénio protonado do anel quinolinico do
tautbmero da tacrina estabelece ligacdo de hidrogénio diretamente com a carbonila
da cadeia principal do aminoacido His440, componente da triade catalitica, e ainda,
o anel quinolinico dispde-se paralelamente e em contato com o grupo fenil do
aminoacido Phe330, capaz também de estabelecer forte interagdo -1 com o anel
quinolinico (ALMEIDA, 2011).

Apesar de sua eficiéncia como farmaco, a tacrina exibe consideravel

hepatotoxicidade via elevagcdo dos niveis séricos de alanina aminotransferase,
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tornando sua aplicagdo clinica limitada, levando a sua retirada do mercado
farmacéutico logo apos a sua aprovacao.

Em estudos mais recentes, a tacrina tem sido utilizada para a sintese de
compostos hibridos ou multi-alvo que combinem sua potente inibicdo das
colinesterases com outras propriedades farmacoldgicas. Essas sinteses podem ser
realizadas através de ligacdo covalente entre a tacrina e outros compostos

farmacologicamente ativos (ROMERO et al., 2013).

b. DONEPEZIL

O donepezil (FIG. 1.10) € um derivado de piperidina, que atua como inibidor
misto de AChE competitivo e ndo-competitivo e mostra uma seletividade relativa
para a AChE em comparac¢édo com a BuUChE.

HaCO
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FIG. 1.10 Estrutura do Donepezil

Este farmaco € o inibidor de AChE mais comumente utilizado para o tratamento
da doenca de Alzheimer. Por isso, ele representa uma referéncia de eficacia de
tratamento na avaliacdo de novas terapias para a doenca leve a moderada (TSUNO,
2009).

Varios estudos indicam que ap06s 6 meses de administracdo de donepezil,
constatou-se uma diminuicdo significativa dos niveis soluveis e insoluveis dos
peptideos (B-amildides no cérebro, prevenindo a perda sinaptica. A degeneragéo
neuronal ndo foi continuada, indicando que o farmaco é capaz de regular ou interferir
no metabolismo amildide. Observou-se também que o donepezil foi capaz de
melhorar o nivel cognitivo dos pacientes e ser bem tolerado, sem hepatotoxicidade.
O donepezil, portanto, mostrou-se capaz de impedir a agregacao dos peptideos [3-

amiléides promovidos pela AChE. Os enfermos que apresentam menor déficit
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cognitivo apresentaram melhor resposta ao tratamento com o donepezil (SANTOS,
2011).

c. RIVASTIGMINA

Os carbamatos (ésteres do acido carbamico) sdo reconhecidos por inibir a
AChE. O mecanismo de inibicdo da acetilcolinesterase por carbamatos ocorre por
meio da formacdo de um complexo enzima-inibidor e posterior carbamilagao
(GUILOSKI et al.,, 2010). Entre os carbamatos, como farmaco, destaca-se a

rivastigmina (FIG. 1.11).

CIJHQCH3

N
oy
o]
HaC N-CHs

CH,

FIG. 1.11 Estrutura da Rivastigmina

A rivastigmina € um inibidor enzimatico pseudo-irreversivel responsavel pela
hidrélise de ACh na fenda sinaptica. A inibicdo é classificada como pseudo-
irreversivel, porque ocorre dissociacdo temporal entre seus parametros
farmacocinéticos e farmacodinamicos: a interacdo da enzima com a rivastigmina, na
fenda sindptica, leva a formacédo de um produto de clivagem fendlico com atividade
farmacoldgica minima e rapida excrecdo, e de um complexo carbamilado com a
enzima, que impede a hidrélise da acetilcolina, por inibicdo competitiva e duradoura,
porém reversivel. Com isso, os efeitos inibidores perduram apos a eliminacdo da
droga—mde e seus metabdlitos, reduzindo assim o0s riscos de interacbes
medicamentosas (TREBBASTONI et al., 2012).

A rivastigmina é aconselhada para casos de doenca de Alzheimer com

desequilibrio cognitivo moderado a grave (FERRI et al., 2005).
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d. GALANTAMINA

A galantamina (FIG. 1.12), um alcaloide terciario fenantrénico isolado de
Galanthus nivalis (Amaryllidaceae), que inibe a AChE de forma seletiva, reversivel,
competitiva e modula de forma alostérica os receptores nicotinicos da ACh (MAIER,
2010).

FIG. 1.12 Estrutura da Galantamina

A vantagem da utilizacdo deste medicamento sobre outros anticolinesterasicos
no tratamento da doenca de Alzheimer, é que a galantamina € um inibidor reversivel
e de longa duracdo da AChE, enquanto a rivastigmina e outros inibem
irreversivelmente a enzima, fator determinante para a potencializacdo dos efeitos
colaterais indesejaveis (DOS SANTOS, 2013).

Um estudo controlado com galantamina em idosos portadores da doenca de
Alzheimer grave mostrou beneficios na avaliacdo cognitiva, mas ndo em atividades
da vida diaria (MOREIRA & STEFANI, 2012).

[I. ANTAGONISTAS DE GLUTAMATO

O glutamato é o principal neurotransmissor excitatorio cerebral, particularmente
em regibes associadas as fungbes cognitivas e & memoria, tais como o0 cortex
temporal e o hipocampo. O glutamato também age como uma excitotoxina,
causando a morte neuronal quando niveis elevados desse neurotransmissor Sao
liberados por periodos prolongados (FORLENZA, 2005).

A memantina, um antagonista de receptores N-metil-D-aspartato (NMDA), pode
reduzir o dano celular induzido por excitotoxicidade do glutamato e melhorar a
fungcdo dos neurbnios sobreviventes do hipocampo (FIG. 1.13). A memantina,

utilizada isoladamente ou em combinacdo com um inibidor da colinesterase
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retardam a progressdo da doenca de Alzheimer de moderada a grave. A eficacia
modesta desses agentes deve ser equilibrada com o custo beneficio e a utilizacédo
destes medicamentos deve ser interrompida nos estagios avancados da doenca de
Alzheimer, ja que nestes casos eles ndo séo eficazes. Entretanto, paradas bruscas
devem ser evitadas.

Os efeitos colaterais dessas drogas incluem sintomas gastrointestinais, sonhos
vividos, confuséo e bradicardia (DALVI, 2012).

FIG. 1.13 Estrutura da Memantina

1.1.3.2 OUTRAS ABORDAGENS TERAPEUTICAS
|. INIBIDORES DE - e y-SECRETASE

As enzimas [3- e y-secretase sao responsaveis pelo processamento sequencial
da proteina precursora de amiloide (APP) (HUANG et al., 2006).

Com o bloqueio de producédo de B-amiloide com inibidores da - e y-secretase
espera-se retardar ou impedir a progresséo da doenca de Alzheimer e, por isso, tem
sido feito um grande esforco para o desenvolvimento destes medicamentos na
Gltima década (LEE et al., 2011).

Inibidores da B-secretase demonstraram conseguir inibir eficazmente in vitro e in
vivo (FIG. 1.14). Entretanto, ainda existe o problema de que a APP n&o é o Unico

substrato envolvido.

(o]
.Me

N
LA

N” “NH,

FIG. 1.14 Estrutura de farmaco inibidor da enzima B-secretase (YONEZAWA
et al., 2013)
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Em relagdo ao tratamento com os inibidores de y-secretase, verificou-se que
podem eventualmente provocar toxicidade gastrointestinal grave e também podem
interferir na maturacédo dos linfocitos T e B (SANTOS, 2011) (FIG. 1.15).

Me

F
O CO,H

FIG. 1.15 Estrutura do Flurizan, farmaco inibidor da enzima y-secretase
(FISCHER et al., 2011)

[I. ANTIOXIDANTES

Danos oxidativos em componentes celulares resultam em modificagbes nas
propriedades da membrana plasmatica. Em excesso, estes danos podem ter como
consequéncia a morte celular. No cérebro de um paciente com a doenca de
Alzheimer, além das placas senis e dos emaranhados fibrilares, ocorre uma
alteracdo nas reacoes de oxi-reducao, levando ao aumento de danos oxidativos em
muitas células (CHAUHAN, 2006).

Acredita-se que o uso de antioxidantes pode diminuir o declinio cognitivo na
doenca de Alzheimer. Estudos indicam que a ingestdo de vitamina E, em
combinacdo com a vitamina C, estd associada a uma diminuicdo da incidéncia e
prevaléncia da doenca de Alzheimer (CASTELLANI et al., 2010) (FIG. 1.16 e FIG.
1.17).

HQ
HO\/XEFO
HO OH

FIG. 1.16 Vitamina C (acido ascorbico)

32



CHj

Hie o.CHs CH, CHs CHs

CH;
HO
CH,3

FIG. 1.17 Vitamina E (a-tocoferol)

[ll. QUELANTES DE METAIS

Compostos quelantes de sé&o aqueles que apresentam capacidade de se ligarem
a ions metalicos e, dessa forma, proporcionam a deplecdo de metais do organismo.
Os agentes utilizados no tratamento da doenca de Alzheimer atuam quelando os
metais, levando a dissolucdo dos B-amildides, e também ativam os percursos de
sinalizacao de neuroprotetores celulares (DUCE & BUSH, 2010).

Dados recentes obtidos indicam que além das estratégias quelantes, a
investigacdo também deve ser focada em moléculas chamadas por alguns autores
de compostos de atenuacdo da associacdo metal-proteinas (MPACs) que sao
capazes de seqiiestrar Cu** e Zn?* das placas amildides e das fendas sinapticas
(ZATTA et al., 2009).

O uso de um ligante de metal como um agente terapéutico € afetado por muitas
propriedades, tais como tamanho, carga, hidrofobicidade e densidade. O
desenvolvimento de ligantes terapéuticos também depende da localizacédo e do alvo
metalico (isto é, se o metal é intracelular ou extracelular, facilmente biodisponivel ou
ligado firmemente). Exemplos destes quelantes sdo as 8-hidroxiquinolinas que
através dos grupos nitrogénio e oxigénio tendem a ter melhores propriedades de
penetracdo da membrana através da formacdo de complexos neutros (BARNHAM,
2006) (Figura 1.18).

OH
FIG. 1.18 8-hidroxiquinolina
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1.2 QUINOLINAS E GUANIL-HIDRAZONAS COM APLICACAO NA INIBICAO DAS
ENZIMAS COLINESTERASES

1.2.1 QUINOLINAS

A quinolina é um sistema heterociclico presente em diversos produtos de origem
natural e sintética, que apresenta atividade farmacologica variada, como
antiasmatica, antibacteriana, anti-inflamatoria e anti-hipertensiva. A estrutura geral
de uma quinolina pode ser vista na FIG. 1.19 (COSTA, 2010).

)
N/
FIG. 1.19 Estrutura da quinolina

A reacdo de Friedlander constitui a principal estratégia para a construcdo de
compostos quinolinicos e seus derivados. A condensacédo de Friedlander consiste na
reacdo entre um o-aminoaldeido ou o-aminoacetona aromatica com aldeidos ou
cetonas que tenham um grupo metileno ativo em posi¢ao a-carbonila (FIG. 1.20)
(PISONI, 2010).

o] Ro
RS R o SN,
R1—; 2 n R)k/Rd R R1+
= 3 A 2
NH, N” "R;

FIG. 1.20 Sintese de quinolinas a partir da reacao de Friedlander (adaptado
de PROLA, 2011)

Este tipo de condensacgéo pode ser realizada via catalise acida ou basica, ou até
mesmo na auséncia de catalisador, sendo exigidas altas temperaturas neste ultimo
caso (PISONI, 2010). O mecanismo de formacao de quinolinas a partir da reacéo de

Friedlander encontra-se na FIG. 1.21.
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FIG. 1.21 Mecanismo proposto para a formacgéo das quinolinas

As quinolinas tém sido estudadas quanto sua capacidade de inibir as enzimas
colinesterases. PublicacBes recentes mostram que muitos derivados quinolinicos
podem inibir significativamente tanto a AChE quanto a BUuChE.

BONACORSO et al. sintetizaram compostos similares estruturalmente a tacrina
e estes demonstraram capacidade de inibir a enzima AChE. O composto 3a mostrou
0 maior potencial de inibicdo em comparacdo com os demais analogos da tacrina e,
além disso, apresentou um valor ICso muito semelhante a galantamina, que também
€ um inibidor reversivel da AChE utilizado no tratamento da doenca de Alzheimer.
Estudos de docking molecular mostraram que o composto 3a interage com a AChE
nas mesmas regides onde a tacrina atua. Os compostos 3a-g ndo exibiram
citotoxicidade em leucdcitos humanos nas concentracdes testadas. A estrutura geral
dos compostos 3a-g pode ser observada na FIG. 1.22 (BONACORSO et al., 2015).
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FIG. 1.22 Estrutura geral dos inibidores de AChE (adaptado de BONACORSO et al.,
2015)

ZHAO et al. avaliaram a atividade inibitéria de alcaldides derivados de B-
carbolina e quinolina de plantas do género Peganumem relacdo as enzimas
colinesterases. Todos os compostos testados apresentaram algum grau de atividade
tanto na AChE quanto na BUChE. A estrutura dos compostos com maior capacidade

inibitéria encontra-se na FIG. 1.23 (ZHAO et al., 2013).

® ®
N =N H,CO N =N
Harmana Harmina
| =N
H,CO H
Harmalina

FIG. 1.23 Estruturas dos alcaldides harmana, harmina e harmalina
(adaptado de ZHAO et al., 2013)

Em 2012, YANG et al. avaliaram através do Teste de Ellman a capacidade
inibitoria de alguns alcaldides furoquinolinicos da planta Zanthoxylum nitidum. Entre
0S compostos testados, a skimianina mostrou-se um forte inibidor da AChE. A

estrutura da skimianina pode ser observada na FIG. 1.24 (YANG et al., 2012).
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FIG. 1.24 Estrutura da skimianina (adaptado de YANG et al., 2012)

CAMPS et al. sintetizaram uma série de compostos contendo um seguimento
molecular da molécula de tacrina modificada que demonstraram ser excelentes
inibidores da AChE. A FIG. 1.25 mostra uma representacdo geral das moléculas
sintetizadas. Estes compostos interagiram com o sitio ativo da AChE da seguinte
forma: a unidade tacrina posicionou-se de forma paralela ao anel aromatico dos
aminoéacidos Tpr86 e Tyr337, o &tomo de nitrogénio protonado da piridina realizou
ligacdo de hidrogénio com o aminoacido His447 e o atomo de cloro ligou-se a regiao
hidrofébica formada pelos aminoacidos Trp439, Met443, e Pro446 (CAMPS et al.,
2010).

Cl

=~ N
/(/\LHZ . |
N
H
1-10

n1 n2 R1

1 0 6 Cl

2 0 7 C

3 0 8

4 0 9 Cl

5 0 10 CI

6 2 4 H

7 2 5 H

8 2 6 H

9 2 7 H

10 2 8 H

FIG. 1.25 Estruturas dos derivados quinolinicos (adaptado de CAMPS et
al., 2010)
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1.2.2 HIDRAZONAS

As hidrazonas sdo bases de Schiff pertencentes a uma classe de compostos
caracterizados por conter o esqueleto R;R,C=N-NR3R; e que apresentam uma
variedade de aplicacdes quimicas e farmacoldgicas. A obtencdo destes compostos
geralmente ocorre pela condensacao de hidrazinas com cetonas ou aldeidos, sendo
comumente necessaria a utilizacdo de catalise acida (PARRILHA, 2012). Um

possivel mecanismo de formacao das hidrazonas pode ser visto na FIG. 1.26.
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FIG. 1.26 Mecanismo proposto para a formagédo das hidrazonas

Assim como outros compostos ambifilicos, as hidrazonas séo precursores
importantes em sintese organica. Suas aplicacdes vado desde a identificacdo de
carbonilas, passando pela deoxigenacdo de compostos carbonilicos através da
reducdo de Wolff-Kishner, pela formag¢do de anions vinilicos através da reacdo de
Shapiro, pela formagdo de diazo-compostos, entre outros. Além disso, a presenca
de grupos azo (diazenos) em compostos organicos esta relacionada a uma gama
variada de aplicacdes tecnologicas e medicinais (AMARAL, 2009).

Iminas em que o atomo de nitrogénio carrega um grupo eletronegativo (oximas,
hidrazonas e semicarbazonas) sao geralmente estaveis, porque o substituinte
eletronegativo pode participar da deslocalizagdo da ligacdo dupla C=N. A

deslocalizagdo diminui a densidade de carga no atomo de carbono da ligacdo dupla
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da imina (C=N) e eleva a energia do LUMO, tornando-0 menos susceptivel a ataque
nucleofilico (CLAYDEN et al., 2000).

Dentro das hidrazonas encontra-se um grupo de compostos muito importante
para a quimica medicinal, as guanil-hidrazonas. As guanil-hidrazonas compreendem
diferentes classes quimicas, contendo grupos amidina (guanil) ligados ao grupo
hidrazona. Guanil-hidrazonas sdo moléculas amplamente estudadas, bioldgica e
quimicamente. A estrutura geral de uma guanil-hidrazona pode ser vista na FIG.
1.27.

NH,

FIG. 1.27 Estrutura geral de uma guanil-hidrazona

Na quimica, sdo utilizados como intermediarios na construcdo de compostos
heterociclicos polifuncionais contendo atomos de nitrogénio. Entre o potencial
biolégico destas moléculas, destacam-se as acdes: depressora do sistema nervoso
central, anti-hipertensiva, inibicAo da agregacdo plaquetaria, antitumoral,
antileucémica, antiviral, antibacteriana, antimalarial, tripanocida, entre outras
(PINHATTI, 2009).

As hidrazonas ainda sdo muito pouco estudadas como compostos inibidores das
enzimas colinesterases e publicacbes destes trabalhos séo raras.

Nosso grupo € pioneiro nesta linha de pesquisa e tem obtido resultados muito
promissores. Em publicacdo recente, foram apresentadas sinteses e avaliacdo de
hidrazonas e guanil-hidrazonas como potencias inibidores das enzimas
colinesterases (FIG. 1.28). Estes compostos foram investigados através do Teste de
Ellman e pelo método de RMN utilizando tacrina como padrao de referéncia. Ambas
as andlises indicaram que todos os compostos apresentam atividade inibitéria da
EeAChE, enzima acetilcolinesterase do peixe elétrico Electrophorus electricus,
confirmando que guanil-hidrazonas e hidrazonas sdo compostos potencialmente
inibidores de AChE. Esta agdo se deve principalmente a presenca de grupos
catibnicos que sao capazes de interagir com o sitio ativo da enzima presente
(PETRONILHO et al., 2015).
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FIG. 1.28 Estruturas da hidrazonas com maior capacidade inibitéria da
AChE (adaptado de PETRONILHO et al., 2015)

1.3 TESTES DE INIBICAO DAS ENZIMAS COLINESTERASES

A acdo inibitéria de um determinado composto em relacdo as enzimas
colinesterases pode ser investigada através da realizacao de testes in vitro.

O Teste de Ellman é reconhecido no meio académico por sua eficiéncia na
identificacdo de potenciais inibidores das enzimas AChE e BuChE e tem sido
amplamente empregado nestes estudos.

J& o teste através do método de Ressonancia Magnética Nuclear, recentemente
desenvolvido e publicado pelo nosso grupo de pesquisa, tem se mostrado uma
excelente metodologia para a avaliacdo da capacidade inibitéria de compostos

organicos.

1.3.1 TESTE DE ELLMAN

O método fotométrico de Ellman descrito em 1961 é muito divulgado e utilizado
em diversas analises atualmente.

Este método determina a atividade anticolinesterasica através da determinacao
taxa de producdo de tiocolina a medida que a acetiltiocolina é hidrolisada pela

acetilcolinesterase.
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A hidrdlise da acetiltiocolina pela AChE produz tiocolina e o anion acetato. A
tiocolina reage com o reagente de Ellman, &acido 5,5 — ditiobis-2-nitrobenzoico
(DTNB), formando o composto TNB de coloracdo amarela, que pode ser detectado
espectrometricamente. Quando um composto capaz de inibir a AChE esta presente
no meio reacional é observada variagdo da coloracdo amarela, devido a néo
formacao ou diminuicdo da formacé&o de TNB. A taxa da producdo do composto
colorido é realizada em espectrofotdmetro UV/VIS em 412 ou 405nm. Este método é
bastante sensivel e pode ser aplicado a pequenas quantidades de tecido e em
baixas concentracbes da enzima. As reacdes quimicas que ocorrem no teste de
Ellman podem ser observadas na FIG. 1. 29 (ELLMAN, 1961).
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FIG. 1.29 Reacdes quimicas ocorridas no método de Ellman (adaptado de
ELLMAN et al., 1961)
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1.3.2 TESTE PELO METODO DE RESSONANCIA MAGNETICA NUCLEAR
(SOARES et al., 2013)

Estudos de inibicdo enzimatica normalmente sdo conduzidos utilizando métodos
de espectroscopia de UV-visivel, mas alguns destes métodos requerem a utilizagédo
de substratos diferentes para testar a enzima. Por exemplo, o teste de Ellman utiliza
a acetiltiocolina em vez de acetilcolina (ACh) como substrato para a
acetilcolinesterase (AChE). Apesar da acetiltiocolina também ser um substrato da
AChE, sua utilizacdo em testes de inibicdo enzimatica que visam a avaliacdo da
capacidade da AChE processar a ACh em presenca do composto de interesse pode
levar a variacGes consideraveis nos resultados destes testes.

Uma boa alternativa aos métodos de UV-visivel é a utilizacdo de Ressonancia
Magnética Nuclear. A espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) é
uma das técnicas mais poderosas para estudos de interacdo ligante-proteina, sendo
um meétodo eficiente para determinar e quantificar interacdes intermoleculares,
tornando-se assim um método muito seguro para os estudos de cinética de inibicéo
enzimética.

A principal vantagem do método de RMN é sua precisdo, em especial na
deteccao e diferenciacédo do substrato da enzima, produtos e potenciais inibidores. A
desvantagem da utilizacdo de RMN em comparacdo com métodos de UV-visivel é o
fato de que o primeiro € um método menos sensivel, requerendo concentracdes
relativamente mais elevadas e tempos mais longos de teste.

No método por RMN desenvolvido por nosso grupo de pesquisa, a
espectroscopia de RMN de 'H é utilizada para acompanhar a inibicdo da AChE, ja
gue esta técnica torna o método simples e eficaz, podendo ser aplicado em estudos
para o desenvolvimento de potenciais farmacos para o tratamento da doenca de
Alzheimer.

Este método acompanha a hidrolise da acetilcolina pela AChE que conduz
inicialmente a formacao de colina (Ch) e acetato. Este processo € monitorado pela
integracao dos sinais dos grupos metila da ACh em 2,24 ppm, que diminuem com o
tempo, e de acetato em 2,16 ppm, que aumentam com o tempo (FIG. 1.30).
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FIG. 1.30 Exemplo da variagdo dos sinais do grupo metila da acetilcolina e
do acetato na pela acdo da AChE em condicdes inibitérias (adaptado de
SOARES et al., 2013)

Ap6s a integracdo dos sinais dos espectros de RMN 'H e o devido tratamento
dos dados obtidos, é possivel estimar as concentracdes finais de ACh e seu
percentual de inibicdo pela AChE na presenca do composto de interesse em funcéo
do tempo (FIG. 1.31).
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FIG. 1.31 Inibicdo da AChE utilizando o composto de interesse em
comparacao com um composto de referéncia em funcao do tempo (adaptado
de PETRONILHO et al., 2015)
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo sintetizar quinolinas e guanil-hidrazonas
derivadas do 1,3-benzodioxole-5-carboxaldeido e a avaliacdo destes compostos

como potenciais inibidores da acetilcolinesterase.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintetizar quinolinas que apresentem similaridade estrutural com a tacrina,
além de algumas guanil-hidrazonas, que possam apresentar acdo farmacologica
semelhante ao farmaco de referéncia;

e Verificar se 0s compostos sdo capazes de inibir enzimas colinesterases
através de estudos de cinética enzimatica utilizando Ressonancia Magnética
Nuclear.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 PLANEJAMENTO

As sinteses deste trabalho foram planejadas utilizando a tacrina como protétipo.
Para a obtencdo de quinolinas similares estruturalmente a tacrina, as sinteses
destas moléculas devem ser conduzidas de modo que permitam a formacdo dos
anéis aromaticos presentes na tacrina (FIG. 3.1). A obtencdo destes anéis é

fundamental para que ocorra interacdes entre o farmaco e o sitio ativo da AChE.

ses

FIG. 3.1 Anéis responsaveis pela interacdo da tacrina com o sitio ativo da
AChE

Outra hipbtese para compostos analogos a tacrina consiste na sintese de
moléculas semelhantes ao tautdmero protonado deste farmaco (FIG. 3.2). Além da
interacdo permitida pelo anel aroméatico, neste caso, a presenca do nitrogénio
protonado também permite a interacdo dos compostos de interesse através da

formacdao de ligacGes de hidrogénio.

CLIC

FIG. 3.2 Tautbmero da tacrina contendo atomo de nitrogénio protonado

capaz de realizar interacdes de hidrogénio com o aminoacido His440 da triade
catalitica do sitio ativo da AChE
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Adicionalmente, planejou-se a sintese de algumas guanil-hidrazonas para que
fossem testadas quanto a sua capacidade de interagir com a AChE inibindo-a. Como
as guanil-hidrazonas possuem um grupo catibnico, o grupo guanidina (FIG. 3.3),
acredita-se que estas moléculas sejam capazes desenvolver interacdes eficientes
com o sitio aniénico da AChE.

H
N

NH,
@

NH,

FIG. 3.3 Regi&o positiva das guanil-hidrazonas com possibilidade de

interacdo com o sitio aniénico da AChE

Um esquema geral das sinteses realizadas neste trabalho pode ser observado
na FIG. 3.4.
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3.2 MATERIAIS UTILIZADOS NAS SINTESES

Os equipamentos utilizados nas sinteses dos compostos encontram-se na TAB.

3.1.

TAB. 3.1 Relacédo de equipamentos utilizados nas sinteses

Equipamento Marca Modelo
Aparelho de ,
. Fisatom 430
ponto de fusdo
Balanca
N Marte AS 5500
Analitica
Bomba de _
; Fisatom 830
Vacuo
Espectrometro de _ _
Shimadzu Prestige 21
Infravermelho
Espectrometro de Ressonancia _ Premium
" Varian 600 MHz
Magnética Nuclear Compact
Evaporador
. IKA RV10
Rotatorio
Placa de aquecimento e
IKA C-MAG

agitacdo magnética

Os solventes foram utilizados como foram adquiridos, ndo sendo necessario

nenhum tratamento prévio.

Tanto os solventes quanto os reagentes utilizados para as sinteses dos

compostos tiveram seu grau de pureza determinados pelos fabricantes (TAB. 3.2).
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TAB. 3.2 Relacdo de reagentes e solventes utilizados nas sinteses

Reagentes/Solventes Fabricante Grau de pureza
Acetato de etila Vetec PA
Acetoacetato de etila Merck 98%
Acetona Vetec PA
Acido barbitarico AcrdésOrganics 99%
Acido cloridrico Vetec PA
Acido de Meldrum Aldrich 98%

Agua destilada - -

Benzeno Vetec 99,5%
Butanol Vetec PA
Cianoacetato de etila Merck 98%
Cicloexano Vetec PA
Cloridrato de aminoguanidina AcrosOrganics 98%
Cloroformio Vetec PA
Dimedona Aldrich 95%
Dimetilsulféxido-de Cambridge Isotope 99,9%
Dioxano Vetec PA
Etanol Vetec 95%
Hexano Vetec PA
Hidroxido de amoénio Vetec 24-26% PA
Malonato de dietila Aldrich 99%
Metanol Vetec PA
Piperonal - -
Silica gel 230-400 mesh Vetec 100%
Silica gel PF 2554 c/13% de gesso Vetec 100%
Sulfato ferroso heptaidratado Controltec PA
Trietilamina Vetec 0S
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3.3 METODOS CROMATOGRAFICOS

Todas as etapas de sintese foram acompanhadas através de cromatografia de
camada delgada (CCD). A CCD foi realizada utilizando cromatofolhas de silica gel
60 F254 com espessura de 0,2 mm de camada em aluminio da marca Merck. Para a
revelagdo das placas cromatogréaficas, foi utilizada uma camara para revelagéo de
CCD equipada com lampadas de UV com comprimentos de onda de 254 e 365 nm.

Também foi utilizada cromatografia em coluna na tentativa de separacao dos
compostos. A coluna foi preparada utilizando silica gel de 40-63 um (230-400 mesh)
da marca Vetec como fase estacionaria e uma mistura de hexano e acetato de etila

(7:3) ou cicloexano e acetato de etila (4:1) como fase mével.

3.4 METODOS DE CARACTERIZACAO E ANALISE

Todos os compostos sintetizados foram caracterizados por ponto de fuséo e
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e Carbono (RMN de 'H e *3C), APT,
gHSQC e gHMBC.

A maior parte dos compostos foi caracterizada por Espectroscopia de
Infravermelho (V). Nao foi possivel realizar esta anélise em todos os produtos
devido a danificacdo do espectrdbmetro durante o Ultimo semestre, ndo sendo
possivel que os reparos fossem realizados em tempo habil.

Todas as andlises espectroscopicas foram realizadas no Instituto Militar de
Engenharia (IME).

Os pontos de fusado foram determinados utilizando um equipamento da Fisatom
430.

Os espectros de infravermelho foram obtidos em um espectrometro Prestige 21,
marca Shimadzu utilizando pastilhas de KBr anidro. Os valores para as absorc¢des
estdo expressos em numero de onda, utilizando como unidade o centimetro inverso
(cm™).

Os espectros de RMN de *H (600 MHz), *C (125 MHz), APT, gHSQC e gHMBC
foram obtidos em um espectrémetro Varian 600/54 MHz, modelo Premium Compact,
utilizando tubos de 5 mm e dimetilsulféxido deuterado (DMSO-dg)como solvente. Os
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valores de deslocamento quimico (8) estdo expressos em partes por milhdo (ppm) e

as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

3.5 PARTE EXPERIMENTAL

3.5.1 SINTESE DO 6-NITRO-1,3-BENZODIOXOLE-5-CARBOXALDEIDO:  6-
NITROPIPERONAL (1) (EKELEY & KLEMM, 1928; BOGERT & ELDER,
1929)

A sintese foi processada de acordo com o indicado pela literatura, mas foram
necessarias algumas adaptacfes para que fosse obtido um melhor rendimento.

O 1,3-benzodioxole-5-carboxaldeido, também denominado piperonal, foi
triturado até que fosse obtido um pé fino marrom escuro. Adicionou-se a este pé
HNO3; a 65% P.A. (20,0 g de piperonal, 100 mL de HNO3), sob agitacéo constante e
banho de gelo. Observou-se a formacao de um composto amarelo claro.

Apos cerca de 3 h, o precipitado foi filtrado e lavado com &agua gelada em
abundancia até que todo o residuo de HNO; fosse retirado.

Foi realizada uma cromatografia de camada delgada, que indicou a formacao de

somente um produto.

<oj©iCHO Aspecto fisico: solido amarelo claro; Ponto de fuséo: 87-89°C;
1 . 0 .

0 NO, Rendimento: 91%;

RMN'H (DMSO-ds, 600 MHz): &/ppm 10,08 (1H,s); 7,74 (1H,s); 7,32 (1H,s);

6,33(2H,s).

RMN *3C (DMSO-ds, 125 MHz): &/ppm 188,18; 151,89; 151,31; 145,67; 127,47;
107,04; 104,99; 104,40.

IV (KBr, cm™): 3449; 3109; 2924; 2855; 1682; 1597; 1520;1420; 1335; 1273; 1119;
1026; 879.
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3.5.2 SINTESE DO 6-AMINO-1,3-BENZODIOXOLE-5-CARBOXALDEIDO:  6-
AMINOPIPERONAL (2) (JACOBS & HEIDELBERGER, 1917; CAMPBELL et
al., 1951)

Da mesma forma como ocorreu com a sintese do 6-nitropiperonal, a sintese do
6-aminopiperonal (composto 2) foi processada de acordo com o indicado pela
literatura, mas também foram necessarias algumas adaptacdes para que fosse
obtido um melhor rendimento.

Solubilizou-se 1,00 g do composto 1 em 50,0 mL de etanol 50% em ebuligéo.
Adicionou-se a esta solucdo, 10 g de sulfato ferroso heptaidratado solubilizado em
50,0 mL de agua destilada em ebulicdo e deixou-se com aquecimento durante um
minuto. ApOs este tempo, foram adicionadas aliquotas de 1,00 mL de NH4OH
concentrado, respeitando-se um intervalo de cerca de 30 s entre uma aliquota e
outra, até o total de 13,0 mL, e apdés a adicdo completa, deixou-se a
aproximadamente 100 °C durante 10 min.

A solucéo amarela obtida apds filtragem foi arrefecida em banho de gelo durante
algumas horas e houve a precipitacdo de um composto amarelo escuro. O produto
foi recristalizado em agua destilada, obtendo-se finas agulhas amarelo escuro.

Para que fosse obtido um rendimento satisfatério da reacéo, foi necessario
manter todas as vidrarias e papéis de filtro envolvidos na sintese e nas filtragens a
alta temperatura. Caso contrario, 0 composto preto endurecia-se e prendia entre

suas camadas o produto de interesse, sendo impossivel sua posterior retirada.

oj©:CHO Aspecto fisico: solido amarelo escuro; Ponto de fuséo: 108-

NH 110°C; Rendimento: 77%;
2

RMN'H (DMSO-dg, 600 MHz): &/ppm 9,54 (1H,s); 7,24 (2H,bs); 6,98 (1H,s); 6,31
(1H,s); 5,96 (2H,s).

RMN C (DMSO-ds, 125 MHz): &/ppm 190,49; 153,55; 150,12; 138,10; 110,95;
110,66:101,26; 95,18.
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IV (KBr, cm™): 3418; 3318; 2909; 2855; 1651; 1574; 1481;1420; 1265; 1227; 1088;
1034; 933; 856.

3.5.3 SINTESE DOS DERIVADOS QUINOLINICOS
3.5.3.1 SINTESES UTILIZANDO CATALISE ACIDA (CONTELLES et al., 2009)

3.5.3.1.1 SINTESE DO 7,8-DIIDRO-7,7-DIMETIL-1,3-DIOXOLO[4,5-BJACRIDIN-
9(6H)-ONA (3)

Solubilizou-se 1 mmol de dimedona (0,140 g) em 20,0 mL de dioxano em um
baldo tritubulado e adicionou-se a esta solucdo 1 mmol de 6-aminopiperonal
(composto 2) (0,165 g) solubilizado em 20,0 mL de dioxano e deixou-se em refluxo
durante 72 h.

Realizou-se uma CCD e observou-se a presenca dos reagentes e a formacéo de
um produto.

Deixou-se a solucdo sob refluxo durante outras 72 h e, através de CCD,
verificou-se que os reagentes ainda estavam presentes em solucao.

Foi necessério separar o produto dos reagentes através de uma coluna e este

apresentou-se na forma de um sélido marrom escuro.

5 i Aspecto fisico: sdlido marrom; Ponto de fusdo: 176-178°C;
S
0 N

RMN'H (DMSO-dg, 600 MHz): 8/ppm 8,56 (1H,s); 7,44 (1H,s); 7,25 (1H,s); 6,17
(2H,s); 2,99 (2H,s); 2,50 (2H,s); 0,96 (6H,s).

RMN C (DMSO-dg, 125 MHz): &/ppm 197,84; 159,23; 153,27; 148,91; 148,01;
134,32; 123,70; 104,76; 104,47; 102,86, 52,04, 46,21; 32,89; 28,26.

IV (KBr, cm™): 3449; 3032; 2924; 1682; 1589; 1497;1458; 1242;1219; 1042;957.
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3.5.3.1.2 SINTESE DO ACIDO 5,6-DIIDRO-6-OX0-1,3-DIOXOLO[4,69]QUINOLINA-
7-CARBOXILICO (4)

Foi adicionado a um baldo tritubulado 1 mmol do composto 2 (0,165 g), que foi
solubilizado e aguecido em 20,0 mL de dioxano. Adicionou-se a esta solu¢do 1 mmol
de acido de Meldrum (0,144 g) solubilizado em 20,0 mL de dioxano e manteve-se a
solucéo sob refluxo.

Apos alguns dias, observou-se através de CCD a formacao minima de produto e
a presenca dos reagentes em solugdo. Por isso, cogitou-se a possibilidade da
necessidade de uma catélise acida.

Adicionou-se a solucdo 16 gotas de HClI 6 M e manteve-se sob refluxo e a
temperatura anterior. Apés 16 h, observou-se que foi formado um Unico produto

acinzentado.

0
Oml\w Aspecto fisico: solido marrom; Ponto de fuséo: >300°C;
<o o Rendimento: 56%,;

N

H
RMN'H (DMSO-dg, 600 MHz): &/ppm 14,85 (1H,s); 13,14 (1H,bs); 8,81 (1H,s); 7,51
(1H,s); 6,98 (1H,s); 6,21 (2H,s).

RMN *C (DMSO-ds, 125 MHz): 8/ppm 164,99; 163,73; 153,60; 145,37; 145,10;
138,01; 114,44; 113,94; 106,23; 102,84; 95,41.

IV (KBr, cm'l): 3441; 2924:; 1705; 1628;1458; 1381; 1250; 1157; 1034; 926.
3.5.3.1.3 SINTESE DO 1,3-DIOXOLOJ[4,5-G]PIRIMIDOJ[4,5-B]QUINOLINA-7,9(6H,
8H)-DIONA (5)
Adicionou-se a um balao tritubulado, contendo 20,0 mL de butanol, 1 mmol do

composto 2 (0,165 g) e, em seguida, verteu-se sobre esta solu¢cdo uma solucao

contendo 1 mmol de acido barbittrico (0,128 g) em 20 mL de butanol. Acrescentou-
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se 15 gotas de HCI 6 M e manteve-se sob refluxo por 4 h. Observou-se a formagéo
de um precipitado rosado.

o]
OMNH Aspecto fisico: solido rosa;, Ponto de fuséo: >300°C;
<o N \N’&o Rendimento: 62%;

RMN'H (DMSO-ds, 600 MHz): 8/ppm 11,55 (1H,bs); 11,39 (1H,s); 8,74 (1H,s); 7,50
(1H,s); 7,19 (1H,s); 6,24 (2H,s).

RMN *C (DMSO-ds, 125 MHz): 8/ppm 162,25; 153,53; 150,49; 148,94; 148,57;
146,62; 136,61; 121,18; 108,28; 103,88; 103,04; 102.42.

IV (KBr, cm™): 3441; 3048; 2847; 1728; 1674; 1612; 1474;1389; 1281; 1242; 1034;
934, 841.

3.5.3.2 SINTESES UTILIZANDO CATALISE BASICA

3.5.3.2.1 SINTESE DO BUTIL 6-OX0-5,6-DIIDRO-[1,3]DIOXOLO[4,5-
G]QUINOLINA-7-CARBOXILATO (6) E DO ETIL 6-OXO-5,6-DIIDRO-
[1,3]DIOXOLO[4,5-G]QUINOLINA-7-CARBOXILATO (7) (CORMA &
MARTIN-ARANDA, 1991)

Adicionou-se 1 mmol do composto 2 (0,165 g) solubilizado em 10,0 mL de
butanol a um baldo tritubulado e, em seguida, uma solucdo contendo 1 mmol de
malonato de dietila em 10,0 mL de butanol.

Apos refluxo de 72 h, verificou-se a formacao de um precipitado verde claro, que

foi filtrado, lavado e seco.

o RMN'H (DMSO-dg, 600 MHz): 8/ppm 11,91 (1H,s); 8,37

<omLo/\/\ (1H,s); 7,32 (1H,s); 6,80 (1H,s); 6,17(2H,s); 4,19 (2H,t,7,0
0 N“~o Hz); 1,69 (2H,qui,7,0 Hz) ; 1,41 (3H,sex, 7.0 Hz);

0,92(3H,t,7,0 Hz).
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RMN *C (DMSO-ds, 125 MHz): 8/ppm 164,56; 158,36; 152,32; 143,79; 143,69;
138,41; 119,14; 112,04; 106,03; 102,22; 94,57; 64,05; 30,30; 18,67; 13,63.

o RMN'H (DMSO-ds, 600 MHz): &/ppm 11,91 (1H,s):
{ 8,39(1H,s):  7.31(1H,s); 6,80 (1H,s)  6,17(2H,s):
0]
N © 4,24(2H,qua, 7,0 Hz): 1,28(3H,t,7,0 Hz).

RMN °C (DMSO-ds, 125 MHz): &/ppm 164,47, 158,38; 152,34; 143,88; 143,68;
138,41; 119,08; 112,04; 106,01; 102,22; 94,57; 60,35; 14,21.

3.5.3.2.2 SINTESE DO ETIL 5,6-DIIDRO-6-OX0-[1,3]DIOXOLANO[4,5-
G]QUINOLINA-7-CARBOXILATO (7) (CORMA & MARTIN-ARANDA, 1991)
Solubilizou-se 1 mmol de malonato de dietila em 10,0 mL de dioxano em um
baldo tritubulado e adicionou-se a esta solugdo 1 mmol do composto 2 (0,165 Q)

solubilizado em 10,0 mL de dioxano e deixou-se em refluxo durante 72 h. Observou-

se a formacéo de um precipitado verde claro, que foi filtrado, lavado e seco.

0 o . -
o NS Aspecto fisico: soélido verde claro; Ponto de fuséo: 241-
<o 243°C; Rendimento: 71%;
N“0

RMN'H (DMSO-dg, 600 MHz): 8/ppm 11,92 (1H,s); 8,39 (1H,s); 7,31 (1H,s); 6,80
(1H,s); 6,13 (2H,s); 4,24 (2H,q, 7.0Hz); 1,28 (3H,t, 7.0Hz).

RMN C (DMSO-ds, 125 MHz): 8/ppm 164,45; 158,34; 152,30; 143,82; 143,61;
138,38: 119,09; 112,02; 105,98; 102,19; 94,55; 60,32;14,18.
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3.5.3.2.3 SINTESE DO 5,6-DIIDRO-6-OXO-[1,3]DIOXOLO[4,5-G]QUINOLINA-7
CARBONITRILA (8) (SIDHU & RAI, 2008)

Em um baldo tritubulado, solubilizou-se 1 mmol do composto 2 (0,165 g) em 10,0
mL de benzeno e, em seguida, adicionou-se 1 mmol de cianoacetato de etila e uma
quantidade catalitica de trietilamina. A solucéo foi mantida em agitacao e refluxo por

24 h, obtendo-se um precipitado amarelo, que foi filtrado, lavado e seco.

cNn Aspecto fisico: sélido amarelo claro; Ponto de fusdo: >300°C;

o X
C m Rendimento: 78%;
0] H 0

RMN'H (DMSO-ds, 600 MHz): 8/ppm 12,37 (1H,s); 8,51 (1H,s); 7,20 (1H,s); 6,82
(1H,s); 6,17 (2H,s).

RMN *C (DMSO-ds, 125 MHz): &/ppm 158,81; 153,28; 148,23; 144,25; 138,67;
116,37; 112,38; 105,46; 102,66; 101,90; 95,18.

3.5.3.2.4 SINTESE DO METIL  6-METIL-[1,3]DIOXOLO[4,5-G]QUINONA-7-
CARBOXILATO (9) (MISHRA et al., 2015)

Solubilizou-se 1 mmol do composto 2 (0,165 g) em 10,0 mL de metanol e
adicionou-se a esta solucdo 1 mmol de acetoacetato de etila e uma quantidade
catalitica de trietilamina. A solucdo foi mantida sob agitacdo e refluxo por 120 h.

Obteve-se um precipitado branco que foi filtrado, lavado e seco.

o i _ Aspecto fisico: sélido branco; Ponto de fus&o: 207-209°C;
=y "o
<oi©\/f Rendimento: 53%;
N

RMN'H (DMSO-dg, 600 MHz): &/ppm 8,65 (1H,s); 7,45 (1H,s); 7,30 (1H,s); 6,23
(2H,s); 3,88 (3H,s); 2,78 (3H,s).
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RMN *C (DMSO-ds, 125 MHz): 8/ppm 166,49; 155,40; 152,53; 147,63; 146.93;
138,06; 122,25; 121,04; 104,30; 103,33; 102,37; 52,18; 24,79.

3.5.4 SINTESE DAS GUANIL-HIDRAZONAS (BORGES et al, 2004)

3.5.4.1 SINTESE GUANIL-HIDRAZONA DE 6-NITRO-1,3-BENZODIOXOLE-5-
CARBOXALDEIDO (10)

Adicionou-se 1 mmol de cloridrato de aminoguanidina (0,111 g) a um baldo
tritubulado e acrescentou-se 5,00 mL de etanol e 8 gotas de HCI 6 M. Deixou-se sob
agitacao e refluxo durante 10 min.

A esta solugdo, foi adicionado 1 mmol de 6-nitropiperonal (composto 1)
solubilizado em 10,0 mL de etanol e manteve-se a solugéo sob refluxo durante 72 h.

Observou-se a formacdo de um produto amarelo claro, que foi filtrado, lavado e

seco.
o \N,H ~NH2  Aspecto fisico: soélido amarelo claro; Ponto de fuséo:
”
<0D(\ ﬁo 294-296°C; Rendimento: 88%;
NO; NH, CI

RMN'H (DMSO-dg, 600 MHz): 8/ppm 11,87 (1H,s); 8,14 (1H,s); 8,00 (2H,bs); 7,51
(2H,bs); 7,31 (1H,s); 6,90 (1H,s); 6,06 (2H,s).

RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHz): &/ppm 155,00; 149,64; 146,25; 143,49; 133,43;
114,84:108,82; 101,97; 101,30.

IV (KBr, cm™): 3402; 2924; 1682; 1635; 1520;1335; 1273; 1119; 1026.
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3.5.4.2 SINTESE GUANIL-HIDRAZONA DE 6-AMINO-1,3-BENZODIOXOLE-5-
CARBOXALDEIDO (11)

Adicionou-se 1 mmol de cloridrato de aminoguanidina (0,111 g) a um baldo
tritubulado e acrescentou-se 5,00 mL de etanol e 8 gotas de HCI 6 M. Deixou-se sob
agitacao e refluxo durante 10 min.

A esta solucao, foi adicionado 1 mmol de 6-aminopiperonal (composto 2) (0,165
g) solubilizado em 10,0 mL de etanol e manteve-se a solucdo sob refluxo durante

72 h, obtendo-se um precipitado rosado, que foi filtrado, lavado e seco.
o \N’H _NH
ST Yo,
o NH, N'H2 Cl
RMN'H (DMSO-dg, 600 MHz): &/ppm 11,75 (1H,s); 8,84 (1H,s); 8,11 (2H,s); 7,19
(2H,s); 7,09 (1H,s); 6,69 (1H,s); 5,98 (2H,s).

2 Aspecto fisico: solido rosado; Ponto de fusdo: 245-
247°C; Rendimento: 79%;

RMN *C (DMSO-ds, 125 MHz): 8/ppm 159,14; 154,84; 149,84; 147,85; 141,18;
111,02; 109,06; 101,44; 99,18.

IV (KBr, cm™): 3372; 3202; 2785; 1636; 1497;1412; 1273; 1227; 1034; 926.

3.5.4.3 SINTESE DA GUANIL-HIDRAZONA DE 7,7-DIMETIL-7,8-DIIDRO-
[1,3]DIOXOLO[4,5-B]JACRIDIN-9(6H)-ONA (12)

Em um bal&o tritubulado solubilizou-se 1 mmol de cloridrato de aminoguanidina
(0,111 g) em 10,0 mL de etanol e adicionou-se 10 gotas de HCI 6 M, mantendo-se
em refluxo por 10 min.

Adicionou-se uma solucao contendo 1 mmol do composto 3 (0,269 g) e 10,0 mL
de etanol e manteve-se sob refluxo por 72 h. Obteve-se um precipitado amarelo

escuro, que foi filtrado, lavado e seco.
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cl Aspecto fisico: solido amarelo escuro; Ponto de fuséo: 269-
\“/ * 271°C; Rendimento: 51%;

RMN'H (DMSO-ds, 500 MHz): &/ppm 11,63 (1H,s); 9,74
(1H,s): 8,03 (4H,bs); 7,68 (1H,s); 7,45 (1H,s); 6,39 (2H,s);
3,18 (2H,s); 2,73 (2H,s); 1,06 (6H,s).

RMN 3C (DMSO-ds, 125 MHz): &/ppm 156,08, 154,42; 152,58; 149,27; 146,85;
139,51; 137,40; 124,92; 123,84; 103,82; 103,39; 98,28; 56,02; 38,50; 30,49; 27,87.
IV (KBr, cm™): 3318; 2963; 2700; 1682; 1597; 1466; 1366; 1265; 1142; 1034; 933.

3.6 TESTE DE INIBICAO ENZIMATICA

Os compostos sintetizados foram testados quanto sua capacidade de inibicdo
enzimatica da acetilcolinesterase com a intencéo de verificar sua possivel aplicacao
como protétipos para o tratamento sintomatico da doenca de Alzheimer.

A reacdo de hidrolise da acetilcolina pode ser acompanhada através de testes
de inibicdo via RMN. A metodologia para este teste foi desenvolvida por nosso grupo
de pesquisa e tem se mostrado bastante eficaz na avaliagcdo cinética da enzima
acetilcolinesterase (AChE) (SOARES et al., 2011).

Esta metodologia consiste em determinar a capacidade da enzima de processar
seu substrato natural, a acetilcolina (ACh), quando exposta a condi¢des inibitérias
gue, neste caso, corresponde a interacdo com 0Ss compostos sintetizados, que
poderdo impedir 0 acesso ao seu sitio ativo. A avaliacdo cinética por RMN monitora
0s grupos metila da acetilcolina e do acetato (FIG. 3.5) (SOARES et al., 2011).

CHj; O CHs, O
HiC N —ACE _ he N +oe
CN~y I — T 0H 0
CHs CHs
Acetilcalina Colina Acetato

FIG. 3.5 Hidrélise da acetilcolina
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Esta escolha é feita porque os grupos metila aparecem em regides limpas e
distintas, porém préximas, e na forma de simpletos no espectro de RMN *H. Devido
a relacdo estequiométrica, para cada mol de acetilcolina que desaparece do meio
reacional, € gerado um mol de acetato, fazendo com que a integracéo dos sinais das
duas espécies seja direta. Outros grupos poderiam ser monitorados, mas estes
grupos, além de ndo se apresentarem em formas de simpletos, estdo em regides
menos limpas do espectro, dificultando a integracéo de seus sinais (SOARES et al.,
2011).

Os espectros utilizados como referéncia sdo aqueles da reacdo entre a
AChE(que neste caso é utilizada a do peixe elétrico Electrophorus electricus,
EeAChE, da Sigma Aldrich) e seu substrato natural, a ACh, na auséncia dos
compostos sintetizados. A partir da comparacdo com o0s espectros de referéncia,
pode-se constatar as diferencas nas velocidades de reacdo quando 0s experimentos
forem conduzidos na presenca dos compostos sintetizados (PETRONILHO, 2011).

ApOs o0 preparo da amostra, esta deve ser inserida imediatamente no
espectrometro de RMN e, logo depois de feito o shimming, sdo adquiridos varios
espectros de RMN de 'H, com intervalos de 5 em 5 minutos entre cada aquisicao,
até o tempo total de 1 h 20 min. No final do experimento, pode-se estimar a
concentracdo de produto formado em relacdo a diminuicdo da concentracdo do
reagente em funcédo do tempo. Através da observacdo da sequéncia de espectros e
da integracdo dos sinais do reagente e do produto em um determinado tempo, é
possivel constatar que a reacao foi processada (PETRONILHO, 2011).
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 SINTESE DO 6-NITRO-1,3-BENZODIOXOLE-5-CARBOXALDEIDO (1)
(EKELEY & KLEMM, 1928; BOGERT & ELDER, 1929)

O composto 1 foi obtido através da rota sintética apresentada na FIG. 4.1.

§ TowcEn N
o 0°C,5h 0" ~"no,

FIG. 4.1 Rota sintética para obtencdo do composto 1

Esta sintese consiste na nitracdo do reagente de partida, o 1,3-benzodioxol-5-
carbaldeido (piperonal), de acordo com a metodologia descrita pela literatura,
através de uma substituicdo eletrofilica aromatica, levando a obtencdo de um soélido
amarelo claro com faixa de ponto de fusao entre 87-89°C e rendimento de 91%.

A reacao entre o piperonal e 0 HNO3 deve ser mantida em temperatura proxima
a 0 °C, j4 que em maiores temperaturas observa-se a formacdo de um segundo
produto, o &cido piperonilico, gerando uma mistura de produtos e diminuindo o
rendimento do produto de interesse.

O composto 1 foi caracterizado por Espectroscopia de Infravermelho e
Ressonancia Magnética Nuclear através de RMN de 'H, RMN de '*C, gHMBC,
gHSQC e APT.

Na caracterizacdo por 'H observou-se quatro simpletos, um em 10,1 ppm
referente ao grupo carbonila do aldeido, dois referentes a prétons de anel aromético,
um mais desblindado em 7,74 ppm referente ao grupo CH mais proOximo ao grupo
NO, e o outro em 7,32 ppm referente ao grupo CH mais proximo ao grupo aldeido,
e o0 ultimo simpleto em 6,33 ppm referente ao CH, do anel 1,3-dioxole. Os

assinalamentos de todos os hidrogénios encontram-se na TAB. 4.1.
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TAB. 4.1 Assinalamento do espectro de RMN de *H do composto 1

3 8
O-4 2 CHO
Tk

07" “NO,
H OH gHSQC gHMBC
H-3 7,32 (1H,s) 107,04 188,19; 151,89; 151,31; 145,67; 104,40
H-5 6,33 (2H,s) 104,40 151,89; 151,31
H-7 7,74 (1H,s) 104,99 188,19; 151,89; 145,67; 127,47
H-8 10,08 (1H,s) 188,18 151,31; 127,47; 107,04

No espectro de RMN *3C observa-se um sinal mais desblindado em 188,2 ppm
referente a C-8 que esta presente na carbonila do grupo aldeido. Em seguida, pode-
se verificar a presenca dos outros trés sinais consideravelmente desblindados
devido a grande proximidade entre atomos de carbono e atomos de oxigénio em
151,9, 151,3 e 145,7 ppm, referentes aos carbonos C-6, C-4 e C-1, respectivamente.

Os assinalamentos de todos os carbonos encontram-se na TAB. 4.2.

TAB. 4.2 Assinalamento do espectro de RMN de **C do composto 1

0-4 2 CBZHO
1K

07" "No,
C Sc APT
C-1 145,67 (-) C
C-2 127,47 C
C-3 107,04 (+) CH
C-4 151,31 (-) C
C-5 104,40 CH,
C-6 151,89 C
C-7 104,99(+) CH
C-8 188,18 (+) CH
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Os deslocamentos quimicos de todos os carbonos foram confirmados a partir de
experimentos de gHMBC e gHSQC. Nas tabelas apresentadas ao longo deste
trabalho, os sinais mostrados no gHMBC em negrito sdo os de maior interacao e os
azuis sdo os menos eficientes. Normalmente, os sinais mais fortes no gHMBC séo a
trés ligacbes e os mais baixos sdo a 4 ligagbes, sendo que a duas ligacoes

normalmente o sinal é intermediario ou baixo.

As principais absorcfes observadas nos espectro de IV encontram-se na TAB.
4.3.

TAB. 4.3 Principais absorcdes de IV do composto 1

Absorcdo (cm™) Caracteristicas
3449 v O-H
3109, 2924 e 2855 vC-Hde C sz
1682 v C=0 de aldeido
1597 1420 v C=C de C aromaético
1520 v NO,
1335 v NO,
1273 e 1026 v C-O de éter
879 d C-H fora do plano

A absorcdo encontrada em 1682 cm™ refere-se ao estiramento C=0O da carbonila
do grupo aldeido em conjugacdo com uma ligagdo C=C do anel aromatico. Foram
observadas duas absorcdes referentes a estiramento das ligacées do grupo —NO,,
em 1520 e 1335 cm™. As absorgées em 1273 e 1026 cm™ referem-se ao estiramento
das ligacdes C-O do éter do anel 1,3-dioxole. Ja as absorcbes em 3109, 2924 e
2855 cm™ referem-se ao estiramento das ligacdes de carbonos sp® de anel
aromatico e a absorcdo em 879 cm™ refere-se ao dobramento fora do plano da
ligacdo C-H do anel aromatico. A absorcéo presente em 3449 cm™ refere-se ao
estiramento da ligacdo O-H, indicando que o produto encontra-se hidratado (PAVIA
et al., 2013).
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4.2 SINTESE DO 6-AMINO-1,3-BENZODIOXOLE-5-CARBOXALDEIDO  (2)
(JACOBS & HEIDELBERGER, 1917; CAMPBELL et al., 1951)

A rota sintética indicada pela literatura para a obtencdo do produto 6-amino-1,3-

benzodioxole-5-carboxaldeido (composto 2) pode ser observada na FIG. 4.2.

1) FeS0,.7H,0

CHO CHO
<O:©\/ H,0, 1 min <OI‘:[
o NO, 2) NH,OH concentrado o

10 min, 100°C ) WHz

FIG. 4.2 Rota sintética para obtencao do composto 2

O composto 2 foi obtido como um sélido amarelo escuro com faixa de ponto de
fusé@o entre 108-110 °C e com rendimento de 77%.

Nesta reagcdo ocorre a reducdo do grupo nitro levando a formacdo do grupo
amino. A reducdo ocorre através da transferéncia de elétrons entre o grupo nitro e o

Fe?*. O mecanismo proposto para a reducdo encontra-se na FIG. 4.3.

0. CHO o CHO o CHO
v L Fe?* — = | e ! -
f " D. A 0 N O-Fe o) N H"‘NHJ
| ) -
T ¢ ¢ O-Fe o/

s CHO o CHO QO CHO
- . " - . FE?_
o] w-H o N Q “n-H
L) B " ':' O h
H-NH3 O-Fe Fe
T

0 CHO
0 NH,

2

FIG. 4.3 Mecanismo de formac¢ao do composto 2
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O composto 2 também foi caracterizado por IV, RMN de 'H, RMN de **C,
gHMBC, gHSQC e APT.

A andlise do espectro de 'H permitiu observar cinco simpletos. Os simpletos
mais desblindados em 7,28 e 9,54 ppm relacionam-se aos prétons dos grupo NH; e
aldeido, respectivamente; dois simpletos referentes a protons de anel aromético, um
em 6,31 ppm referente ao grupo CH mais proximo ao grupo NH, e o outro em 6,98
ppm referente ao grupo CH mais préximo ao grupo aldeido; por ultimo, observa-se
um simpleto referente ao grupo CH, do anel 1,3-dioxole. Os assinalamentos de
todos os hidrogénios encontram-se na TAB. 4.4.

TAB. 4.4 Assinalamento do espectro de RMN de *H do composto 2

3 8
0.4 _~~2.CHO
1k
O7% NH,

7

H OH gHSQC Ghmbc
H-3 6,98 (1H,s) 110,95 190,49; 153,55; 150,12 (+); 138,10
H-5 5,96 (2H,s) 101,26 153,55 (+); 138,10
H-7 6,31 (1H,s) 95,18 153,55 (-); 138,10; 110,95
H-8 9,54 (1H,s) 190,49 150,12; 110,95

H-NH, 7,28 (2H,bs) - -

Na caracterizacdo por '3C, foi possivel observar um sinal em 190,5 ppm
referente a C-8 do grupo aldeido, um sinal em 101,3 ppm referente a C-5 do grupo
CH,, além de sinais em 110,7, 110,9, 138,1, 153,5, 95,2 e 150,1 ppm referentes a C-
2, C-3, C-4, C-6, C-7 e C-1 do anel aromético. Os assinalamentos de todos os

carbonos encontram-se na TAB. 4.5.
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TAB. 4.5 Assinalamento do espectro de RMN de **C do composto 2

8

04 %2 CHO
s 1k
O76 ™" "NH,

C oc APT
C-1 150,12 C
C-2 110,66 C
C-3 110,95 CH
C-4 138,10 C
C-5 101,26 CH;
C-6 153,55 C
C-7 95,18 CH
C-8 190,49 CH

As principais absorcdes observadas nos espectro de IV encontram-se na TAB.
4.6.

TAB. 4.6 Principais absorcdes de IV do composto 2

Absorcdo (cm™) Caracteristicas
3418 e 3318 v N-H
2978, 2909 e 2885 vC-Hde C sz
1651 v C=0 de aldeido
1574, 1481 v C=C de C aromético
1265 e 1034 v C-O de éter
1227 v C-N
933 0 C-H fora do plano
856 ® N-H fora do plano

As absorcbes observadas em 3418 e 3318 cm™ referem-se ao estiramento da

ligacdo N-H de amina primaria, indicando a presenga do grupo — NH,. A absor¢éo
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encontrada em 1651 cm™ refere-se ao estiramento C=0 da carbonila do grupo
aldeido em conjugacdo com uma ligacdo C=C do anel aromatico. As absor¢cdes em
1265 e 1034 cm™ referem-se ao estiramento das ligacées C-O do éter do anel 1,3-
dioxole. J& as absorcées em 2978, 2909 e 2885 cm™ referem-se ao estiramento das
ligacbes de carbonos sp? de anel aromatico e a absorcdo em 933 cm™ refere-se ao
dobramento fora do plano da ligacdo C-H do anel aromético. A absor¢cdo em
856 cm™ refere-se ao dobramento fora do plano da ligacdo N-H de uma amina
(PAVIA et al., 2013).

4.3 SINTESE DOS DERIVADOS QUINOLINICOS

Os derivados quinolinicos foram sintetizados a partir de condensacdes via
reacdo de Friedlander entre o 6-aminopiperonal (composto 2) e 0 composto
carbonilico adequado.

Uma das propostas encontradas na literatura para o mecanismo de formacao de
quinolinas pode ser observada na FIG. 4.4 e indica que ocorre uma condensagao
alddlica intramolecular que leva a formag¢do de uma hidroxi-imina, que ao sofrer

desidratacdo, proporciona a obtencao do composto alvo.
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FIG. 4.4 Mecanismo geral dareacao de Friedlander para a formacéo de

guinolinas

Acredita-se que a condensacdo alddlica preceda a formacédo da hidroxi-imina
devido a carga parcialmente positiva presente no carbono da carbonila. Desta

forma, o ataque nucleofilico ocorre preferencialmente nesta regido da molécula.

4.3.1 SINTESES UTILIZANDO CATALISE ACIDA (CONTELLES et al., 2009)

Devido a caracteristicas dos compostos dicarbonilicos utilizados, as reacfes nas
quais estes encontram-se envolvidos foram conduzidas em meio acido.

A catalise é&cida leva a protonacdo de uma das carbonilas do composto
dicarbonilico, permitindo, assim, a formagdo de uma dupla ligacdo dentro do anel,
tornando o ataque nucleofilico a carbonila do composto 2 mais favoravel. Desta
forma, inicialmente forma-se a ligacao alddlica e, posteriormente ocorre a formacéo

da imina, conforme demonstrado na FIG. 4.4 (pag. 66).
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4.3.1.1 SINTESE DO 7,8-DIIDRO-7,7-DIMETIL-1,3-DIOXOLOJ[4,5-BJACRIDIN-9(6H)
-ONA (3)

O composto 3 foi obtido como um sélido marrom com faixa de ponto de fuséo
entre 176-178 °C e com rendimento de 68%. Sua sintese foi processada de acordo
com a rota sintética apresentada na FIG. 4.5.

@] @]
+
o) NH, o Refluxo, 120 hs o) N/

FIG. 4.5 Rota de sintese do composto 3

O composto 3 teve sua estrutura elucidada a partir das anélises de 1V, RMN de
'H, 13C, gHMBC, gHSQC e APT.

A caracterizacdo por RMN de 'H permitiu observar sete simpletos. O simpleto
em 0,96 ppm corresponde aos prétons H-15 e H-16 das metilas; os sinais em 2,50,
2,99 e 6,17 ppm sao referentes aos prétons H-1, H-2 e H-9, respectivamente,dos
grupos CHy; e os simpletos em 8,56, 7,44 e 7,25 ppm referem-se aos prétons dos
anéis aromaticos. Os assinalamentos de todos os hidrogénios encontram-se na
TAB. 4.7.
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TAB. 4.7 Assinalamento do espectro de RMN de *H do composto 3

o)
o s 16 5\4 3
O%0 AN 14 15
H OH gHSQC gHMBC
H-1 2,50 (2H,s) 52,04 197,84, 123,70; 46,21, 32,89; 28,26
H-2 2,99 (2H,s) 46,21 197,84; 159,23; 123,70; 52,04; 32,89; 28,26
H-5 8,56 (1H,s) 134,32 197,84; 159,23; 148,91, 104,47
H-7 7,44 (1H,s) 104,47 153,27, 148,91, 148,01; 134,32
H-9 6,17 (2H,s) 102,86 153,27, 148,91
H-11 7,25 (1H,s) 104,76 153,27; 148,01; 123,70
H-15e H-16 0,96 (6H,s) 28,26 52,04, 46,21, 32,89

Na caracterizacdo por RMN de **C, observa-se um sinal em 197,8 ppm referente
ao carbono C-3 do grupo carbonila do grupo cetona; sinais em 102,9, 52,0 e 46,2
ppm referentes aos carbonos C-9, C-1 e C-2 de grupos CHy; sinais em 123,7, 134,3,
104,5, 148,0, 153,3, 104,8, 148,9 e em 159,2 ppm referentes aos carbonos C-4 e C-
6, C-5, C-7, C-8, C-10, C-11, C-12 e C-13 dos anéis arométicos; e um sinal em 28,3
referente aos carbonos C-15 e C-16 dos grupos metila. Os assinalamentos de todos

0s carbonos encontram-se na TAB. 4.8.
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TAB. 4.8 Assinalamento do espectro de RMN de **C do composto 3

o)
o s 16 5\4 3
O%0 AN 14 15
C oc APT
C-1 52,04 CH,
C-2 46,21 CH»
C-3 197,84 C
C-4eC-6 123,70 C
C-5 134,32 CH
C-7 104,47 CH
C-8 148,91 C
C-9 102,86 CH,
C-10 153,27 C
C-11 104,76 CH
C-12 148,01 C
C-13 159,23 C
C-14 32,89 C
C-15e C-16 28,26 CHs

As principais absor¢cdes observadas para o composto 3 no IV encontram-se na
TAB. 4.9.
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TAB. 4.9 Principais absorc¢des de IV do composto 3

Absorcéo (cm™) Caracteristicas
3449 v O-H
3032 v C-H de C sp®
2924 v C-H de C sp?
1682 v C=0 de cetona
1589, 1497 e 1458 v C=C de C aromatico
1242 e 1042 v C-O de éter
957 ® C-H fora do plano

A absorcdo encontrada em 1682 cm™ refere-se ao estiramento C=0 da carbonila
do grupo cetona em conjugacdo com uma ligacdo C=C do anel aromatico. As
absorcdes em 1242 e 1042 referem-se ao estiramento das ligagbes C-O do éter do
anel 1,3-dioxole. As absorcbes em 3032 e 2924 referem-se ao estiramento das
ligacbes C-H de carbonos sp® e sp? respectivamente, de anel aromatico e a
absorcdo em 957 refere-se ao dobramento fora do plano da ligacdo C-H do anel
aromatico. A absorcéo presente em 3449 cm™ refere-se ao estiramento da ligacdo
O-H, indicando que o produto encontra-se hidratado (PAVIA et al., 2013). Este fato
ja era esperado ja que, neste caso, a secagem do produto é complexa, pois ao ser
exposto a altas temperaturas este € degradado.

Apbs a caracterizacdo do composto 3, foi possivel observar que este apresenta
a semelhanca estrutural planejada em relacéo a tacrina, ja que contém a estrutura
basica deste farmaco, incluindo os dois anéis aromaticos que sao responsaveis por
importantes interacfes com o sitio ativo da AChE (FIG. 4.6). Por isso, acredita-se
que o composto 3 seja capaz de interagir com a AChE de modo semelhante ao

realizado pela tacrina.

O- N AN
( P
O, N/ . N/

3 Tacrina

FIG. 4.6 Semelhanca estrutural entre o composto 3 e a tacrina
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4.3.1.2 SINTESE DO ACIDO 5,6-DI-IDRO-6-OX0-1,3-DIOXOLO[4,6G]QUINOLINA-
7-CARBOXILICO (4)

O composto 4 foi obtido como um sélido marrom com ponto de fusdo maior que
300 °C e rendimento de 56%. A rota sintética seguida para a obtencdo do composto
4 encontra-se na FIG. 4.7.

o) 0

o) CHO o Etanol, HCI 6M o:@\/YLOH

<O:©:NH2 s o)< Refluxo, 96h <o NSO
4

FIG. 4.7 Rota de sintese do composto 4

Inicialmente, esta sintese foi processada utilizando como dioxano como
solvente. Como o rendimento obtido foi muito baixo, optou-se pela sintese utilizando
etanol como solvente, o que permitiu um melhor rendimento.

Para a formacédo do composto 4, apds a condensacéo alddlica e a formacéo da
hidroxi-imina, é necessario que ocorra a hidrolise do anel oriundo do acido de
Meldrum, levando a eliminacdo de uma molécula de cetona. O mecanismo de

formacao do composto 4 pode ser observado na FIG. 4.8.
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FIG. 4.8 Mecanismo proposto para a formacéo do composto 4

O composto 4 teve sua estrutura elucidada a partir das anélises de 1V, RMN de
'H, BC, gHMBC, gHSQC e APT.

Analisando o espectro de 'H, é possivel observar seis simpletos. Os simpletos
mais desblindados em 14,9 e 13,1 ppm relacionam-se aos proétons dos grupo NH e
da hidroxila do grupo &cido carboxilico, respectivamente; os simpletos referentes a
prétons de anel aromatico sao vistos em 8,81, 7,51 e 6,98 ppm e sao referentes ao
H-3 H-5 e H-9, respectivamente; por ultimo, observa-se um simpleto referente ao
grupo CH, do anel 1,3-dioxole em 6,21 ppm. Os assinalamentos de todos os

hidrogénios encontram-se na TAB. 4.10.
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TAB. 4.10 Assinalamento do espectro de RMN de *H do composto 4

o
7{’@‘@?@%
0787 10N" "0
H SH gHSQC gHMBC

H-3 8,81 (s,1H) 145,37 164,99; 163,73; 138,01, 113,94; 106,23
H-5 7,51 (s,1H) 106,23 153,60; 145,37; 145,10; 138,01
H-7 6,21 (s,2H) 102,85 153,60; 145,10
H-9 6,98 (s,1H) 95,41 153,60; 145,10; 138,01; 114,44

H-NH 14,85 (s,1H) - -
H-OH 13,14 (bs,1H) - -

Na caracterizacdo por **C, observa-se um sinal em 165,0 ppm referente a C-11
do grupo acido carboxilico, um sinal em 163,7 ppm referente a C-1 do grupo aldeido,
além de sinais em 113,9, 145,4, 114,4, 106,2, 145,1, 153,6, 95,4 e 138,0 ppm
referentes a C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-8, C-9 e C-10 do anel aromético, e o sinal
referente ao grupo CH, do anel 1,3-dioxole pode ser observado em 102,4 ppm. Os

assinalamentos de todos os carbonos encontram-se na TAB. 4.11.
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TAB. 4.11 Assinalamento do espectro de RMN de **C do composto 4

o
T<OMBH
0787y 1UN" 70
C dc APT
C-1 163,73 C
C-2 113,94 C
C-3 145,37 CH
C-4 114,44 C
C-5 106,23 CH
C-6 145,10 C
C-7 102,84 CH;
C-8 153,60 C
C-9 95,41 CH
C-10 138,01 C
C-11 164,99 C

As principais absorcdes observadas no IV para o composto 4 encontram-se na
TAB. 4.12.

TAB. 4.12 Principais absorcdes de IV do composto 4

Absorcdo (cm™) Caracteristicas

3441 v O-H
2924 v C-H de carbono sp?
1705 v C=0 ac. carboxilico
1628 v C=0 amida
1458 v C-N

1250 e 1034 v C-O de éter
926 0 C-H fora do plano
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A confirmagédo da presenca de um grupo acido carboxilico na molécula se da ao
observar duas absorcdes especificas: uma larga em 3441 cm™ referente ao
estiramento da ligacdo O-H e outra em 1705 cm™ referente ao estiramento da
ligacdo C=0O de uma carbonila, ambas em regibes caracteristicas de um &acido
carboxilico. A absorgéo em 1628 cm™ refere-se ao estiramento C=0 da carbonila de
uma amida. As absor¢bes em 1250 e 1034 referem-se ao estiramento das ligacoes
C-O do éter do anel 1,3-dioxole. A absorcdo em 2924 cm™ refere-se ao estiramento
das ligacdes C-H de carbonos sp® de anel aroméatico e a absorcdo em
926 cm™ refere-se ao dobramento fora do plano da ligagdo C-H do anel aromaético
(PAVIA et al., 2013).

A estrutura esperada para o composto 4 foi confirmada pelas analises
realizadas. Pode-se observar que este composto possui relativa similaridade

estrutural ao tautbmero protonado da tacrina (FIG. 4.9).

@
O Ithz
SCCE > [0
0] N" TS0 N~
H H
4 Tacrina

FIG. 4.9 Semelhanca estrutural entre o composto 4 e o tautdmero

protonado da tacrina

Desta forma, acredita-se que este composto deve comportar-se em relacdo a
AChE de forma semelhante ao tautbmero, isto €, possivelmente interage de modo

semelhantemente a tacrina, mas, adicionalmente, poderia ser capaz de realizar

ligacdo de hidrogénio com o aminoacido His440.
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4.3.1.3 SINTESE DO 1,3-DIOXOLO[4,5-G]PIRIMIDO[4,5-B]JQUINOLINA-7,9(6H,8H)
-DIONA (5)

A obtencdo do composto 5 foi possivel através da rota sintética apresentada na
FIG. 4.10.

o =T ~ "NH Butanol, HCI 6M DI '*ql--"':'?'r*-"’ “NH
.-'G L ' g Refluxo, 72h o

FIG. 4.10 Rota de sintese do composto 5

Esta rota permitiu a obtencdo do composto 5 como um sélido rosado com ponto
de fusédo acima de 300 °C e rendimento de 62%.

Foram realizadas tentativas de sintese utilizando dioxano ou etanol como
solvente. Ambos 0s casos conduziram a rendimentos ruins, entdo optou-se por
utilizar um solvente com ponto de ebulicdo maior, sendo escolhido o butanol. A

utilizacao deste solvente permitiu melhor rendimento da reacao.

O composto 5 teve sua estrutura elucidada a partir das andlises de 1V, RMN de
'H, BC, gHMBC, gHSQC e APT.

A caracterizacdo por RMN de 'H permitiu observar seis simpletos. O simpleto
mais desblindado em 11,6 ppm corresponde ao proton do grupo NH ligado as
carbonilas do anel quinolinico; o simpleto em 11,4 ppm refere-se ao préton do NH do
anel barbiturato; os sinais em 8,74, 7,50 e 7,19 ppm sao referentes aos prétons H-4,
H-6 e H-10, respectivamente, dos anéis aromaticos; e o simpletos em 6,24 ppm
refere-se ao proton do grupo CH, do anel 1,3-dioxole. Os assinalamentos de todos

os hidrogénios encontram-se na TAB. 4.13.
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TAB. 4.13 Assinalamento do espectro de RMN de *H do composto 5

0]

6 _4
0T 253 ZNH

8
<O910 \’#o

1 H 12 N
H S gHSQC gHMBC
H-4 8,74 (1H,s) 136,63 162,25; 148,94; 121,19; 103,90
H-6 7,50 (1H,s) 103,90 153,53; 148,58; 146,64; 136,63; 103,06
H-8 6,24 (2H,s) 102,43 153,53; 146,64
H-10 7,19 (1H,s) 103,06 153,53; 148,58; 146,64; 121,19; 103,90
H-NHg 11,55 (1H,bs) - -
H-NH-CO 11,39 (1H,s) - 162,25; 136,63; 108,29; 121,19

Na caracterizacdo por RMN de **C, observa-se um sinal em 150,5 ppm referente
ao carbono C-1 do grupo carbonila entre o atomo de nitrogénio e o grupo NH do anel
barbiturato; um sinal em 162,2 ppm referente ao C-2 da outra carbonila do anel
barbiturato; sinais em 108,3, 136,6, 121,2, 103,9, 146,6, 153,5, 103,1, 148,6 e 148,9
ppm referentes aos carbonos C-3, C-4, C-5, C-6, C-7, C-9, C-10, C-11 e C-12 dos
anéis aromaticos; e um sinal em 102,4 referente ao carbonos C-8 do grupo CH; do
anel 1,3-dioxole. Os assinalamentos de todos os carbonos encontram-se na TAB.
4.14.
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TAB. 4.14 Assinalamento do espectro de RMN de **C do composto 5

o)
3(0 N 4\3\ iri_'
091011H12N1 o)

C Sc APT
C-1 150,49 C
C-2 162,25 C
C-3 108,29 C
C-4 136,63 CH
C-5 121,19 C
C-6 103,90 CH
C-7 146,64 C
C-8 102,43 CH;
C-9 153,53 C
C-10 103,06 CH
C-11 148,58 C
C-12 148,94 C

As principais absorcdes observadas no IV para do composto 5 encontram-se na
TAB. 4.15.
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TAB. 4.15 Principais absorc¢des de IV do composto 5

Absorcdo (cm™) Caracteristicas

3441 v N-H

3048 e 2847 v C-H de carbono sp?
1728 v C=0 de amida
1674 v C=0 de amida
1612 0 N-H de amida
1474 0 N-H de amina
1389 v C-N de amina

1242 e 1026 v C-O éter
934 0 C-H fora do plano
841 ® N-H fora do plano

A absorcdo larga em 3441 cm™ pode ser referente tanto ao estiramento da
ligacdo N-H da amida quanto da amina do anel quinolinico. As absorcdes fortes em
1728 e 1674 cm™ referem-se ao estiramento das ligacées C=0 das carbonilas da
amida. Estas absor¢cbes encontram-se deslocadas para freqiiéncias maiores devido
a grande possibilidade de ressonéancia e conjugacdo. As absor¢cfes em 1612 e 1474
cm™ referem-se a dobramentos fora do plano de ligacées N-H de amida e amina,
respectivamente. A absorcdo observada em 1389 cm™ refere-se ao estiramento da
ligacdo C-N da amina. As absorces em 1242 e 1026 cm™ referem-se ao
estiramento das ligacbes C-O do éter do anel 1,3-dioxole. As absor¢des em 3048 e
2847 cm™ referem-se ao estiramento das ligacées C-H de carbonos sp? de anel
aromatico e a absorcdo em 934 cm™ refere-se ao dobramento fora do plano da
ligacdo C-H do anel aromatico. A absorcdo em 841 cm™ refere-se ao dobramento
fora do plano da ligagdo N-H de uma amina (PAVIA et al., 2013).

As caracterizagOes por RMN e IV permitiram confirmar a estrutura do composto
5 como também sendo relativamente semelhante ao tautdmero da tacrina, logo
espera-se que este composto possa interagir de maneira semelhante ao tautémero
com a AChE (FIG. 4.11).
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FIG. 4.11 Semelhanca estrutural relativa entre o composto 5 e a tacrina

4.3.2 SINTESES UTILIZACAO CATALISE BASICA

As reac0Oes a seguir foram conduzidas em meio basico.
A catdlise béasica permite a formacdo de um nucledfilo eficiente a partir do
composto carbonilico. Desta forma, o ataque nucleofilico a carbonila do composto 2

torna-se mais favoravel.

4.3.2.1 SINTESE DO BUTIL 6-0OX0-5,6-DIIDRO-[1,3]DIOXOLO[4,5-G]QUINOLINA-
7-CARBOXILATO (6) E DO ETIL 6-OX0O-5,6-DIIDRO-[1,3]DIOXOLO[4,5-
G]QUINOLINA-7-CARBOXILATO (7) (CORMA &MARTIN-ARANDA, 1991)

Os compostos 6 e 7 foram sintetizados de acordo com a rota apresentada na
FIG. 4.12.

0
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o) CHO Butanol, EtN 0 x R
SO GNIIIEEIC-1- T °
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H
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0
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O N“0
H
7

FIG. 4.12 Rota de sintese dos compostos 6e 7
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Apés tentativas de recristalizacdo e purificagdo através de cromatografia em
coluna, ndo foi possivel separar os produtos. Por isso, decidiu-se tentar sintetizar
somente composto 7 a partir de ajustes na metodologia.

A obtencao de dois produtos nesta sintese ocorreu devido a uma
transesterificagdo. Como a trietilamina é uma base forte, ela atuou retirando o
préton da molécula de butanol, levando a producao de um alc6xido (CH3-CH,-

CH,-CH»-O"), que é um nucledfilo forte. Por isso, apesar da formacgéo do

composto 7, este sofreu uma substituicdo nucleofilica em sua porcéao éster,
levando a sintese do composto 6.

As estruturas de ambas quinolinas foram elucidadas a partir das andlises de
RMN de *H, **C, gHMBC, gHSQC e APT. Como n&o foi possivel a separacéo destas
moléculas, encontra-se a seguir uma ampla descricdo dos resultados de gHMBC e

gHSQC que comprovam a presenca destes dois compostos.

A andlise do espectro de *H do composto 6 permitiu observar cinco simpletos,
dois tripletos, um quinteto e um sexteto. O simpleto mais desblindado encontra-se
em 11,9 ppm e refere-se ao préton dos grupo NH do anel quinolinico; trés simpletos
referentes a prétons de anel aromatico em 8,37, 7,32 e 6,80 ppm referentes a H-3,
H-5 e H-9, respectivamente; e um simpleto em 6,17 ppm referente aos prétons do
grupo CH; do anel 1,3-dioxole. Os dois tripletos situam-se em 4,19 e 0,92 ppm sao
referentes aos protons H-12 e H-15, respectivamente; o quinteto em 1,69 ppm
refere-se ao préton H-13 e o sexteto em 1,41 ppm refere-se ao préton H-14. Como
pode ser observado, estes multipletos séo sinais referentes a cadeia alifatica lateral
na estrutura da do composto 6. Os assinalamentos de todos os hidrogénios

encontram-se na TAB. 4.16.
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TAB. 4.16 Assinalamento do espectro de RMN de *H do composto 6

7< "o 13 15
O7g 5 10 H 10
H SH gHSQC gHMBC

H-3 8,37 (1H,s) 143,79  164,56; 158,36, 138,41; 119,19, 106,03

H-5 7,32 (1H,s) 106,03 152,32; 143,79; 138,41, 94,56

H-7 6,17 (2H,s) 102,22 152,32; 143,79

H-9 6,80 (1H,s) 94,57 152,32; 143,69; 138,41; 112,04,;106,03
H-12 4,19 (2H,t, 7,0 Hz) 64,05 164,56, 30,30; 18,67

H-13 1,69 (2H,qui, 7,0 Hz) 30,30 64,05; 18,67; 13,63

H-14 1,41(3H,sex, 7.0 Hz) 18,67 64,05; 30,30; 13,63

H-15 0,92 (3H,t, 7,0 Hz) 13,63 30,30; 18,67
H-NHq 11,91(1H,s) - 112,04

Na caracterizacdo do composto 6 por **C, foi possivel observar um sinal em
164,6 ppm referente a C-11 do grupo éster, um sinal em 158,4 ppm referente a C-1
da carbonila da amida, além de sinais em 119,1, 143,8, 112,0, 106,0, 143,7, 152,3,
94,6 e 138,4 ppm referentes a C-2, C-3, C-4, C-6, C-8, C-9 e C-10 do anel
aromatico. O espectro também apresenta um sinal em 102,2 ppm referente a C-7 do
anel 1,3-dioxole. Os assinalamentos de todos os carbonos encontram-se na TAB.
4.17.
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TAB. 4.17 Assinalamento do espectro de RMN de **C do composto 6

7< "o 13 15
O7g 5 10 H 10

C dc APT
C-1 158,36 C
C-2 119,14 C
C-3 143,79 CH
C-4 112,04 C
C-5 106,03 CH
C-6 143,69 C
C-7 102,22 CH>
C-8 152,32 C
C-9 94,57 CH
C-10 138,41 C
C-11 164,56 C
C-12 64,05 CH>
C-13 30,30 CH>
C-14 18,67 CH>
C-15 13,63 CHs

Os deslocamentos quimicos de todos os carbonos do composto 6 foram
confirmados a partir de experimentos de gHMBC e gHSQC. Os dados obtidos pelas
analises de gHSQC e gHMBC podem ser visualizados na TAB. 4.16 (pag. 81).

A andlise do espectro de gHSQC, permitiu determinar a correlagdo entre os
carbonos C-3, C-5, C-7, C-9, C-12, C-13, C-14 e C-15 (143,8; 106,0; 102,2; 94,6;
64,0; 30,3; 18,7 e 13,6 ppm) e os hidrogénios H-3, H-5, H-7, H-9, H-12, H-13, H-14 e
H-15 (8,37; 7,32; 6,17, 6,80; 4,19; 1,69; 1,41 e 0,92 ppm), respectivamente.

J& na analise por gHMBC, foram verificadas as seguintes interacdes:
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e H-3 correlaciona-se com os carbonos C-1, C-5, C-10 e C-11 fortemente, e
moderadamente com C-2;

e H-5 demonstra interacéo forte com C-3, C-8 e C-10 e fraca com C-9;

e H-7 interage fortemente com C-6 e C-8;

e H-9 possui forte correlacdo com C-4 e C-6, moderada com C-8 e C-10 e
interage mais fracamente com C-5;

e H-12 correlaciona-se fortemente com C-11 e C-14 e menos efetivamente com
C-13;

e H-13 possui um forte interacdo com C-15 e interagcdes moderadas com C-12 e
C-14;

e H-14 demonstra forte correlagdo com C-12 e moderadas com C-13 e C-15;

e H-15 interage fortemente com C-13 e com menor intensidade com C-14;

e H-NHq correlaciona-se fortemente com C-4.

A andlise do espectro de *H do composto 7 permitiu observar cinco simpletos,
um tripleto e um quarteto. O simpleto mais desblindado encontra-se em 11,9 ppm e
refere-se ao préton dos grupo NH do anel quinolinico; trés simpletos referentes a
prétons de anel aromatico em 8,39, 7,31 e 6,80 ppm referentes a H-3, H-5 e H-9,
respectivamente; e um simpleto em 6,17 ppm referente aos prétons do grupo CH, do
anel 1,3-dioxole. O tripleto situa-se em 1,28 ppm € referente ao préton H-13 e o
quarteto em 4,24 ppm refere-se ao proton H-12. Os assinalamentos de todos o0s

hidrogénios encontram-se na TAB. 4.18.
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TAB. 4.18 Assinalamento do espectro de RMN de *H do composto 7

@]
DO E
O™ N7170
H o gHSQC gHMBC
H-3 8,39 (1H,s) 143,69 164,47, 158,34, 138,41; 119,08; 106,01
H-5 7,31 (1H,s) 106,01 152,34, 143,88; 143,69; 138,41, 94,57
H-7 6,17 (2H,s) 102,22 152,34; 143,69
H-9 6,80 (1H,s) 94,57 152,34, 143,69; 138,41, 112,04
H-12 4,24 (2H,qua,7,0 Hz) 60,35 164,47, 14,21
H-13 1,28 BH,t7,0Hz) 14,21 60,35
H-NH 11,91 (1H,s) i 112,04

Na caracterizacdo do composto 7 por **C, foi possivel observar um sinal em
164,5 ppm referente a C-11 do grupo éster, um sinal em 158,3 ppm referente a C-1
da carbonila da amida, além de sinais em 119,1, 143,9, 112,0, 106,0, 143,7, 152,3,
94,6 e 138,4, ppm referentes a C-2, C-3, C-4, C-6, C-8, C-9 e C-10 do anel
aromatico. O sinal em 102,2 ppm refere-se a C-7 do anel 1,3-dioxole. Os

assinalamentos de todos os carbonos encontram-se na TAB. 4.19.
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TAB. 4.19 Assinalamento do espectro de RMN de **C do composto 7

@]
DS

O™ N71°0
C 5c APT
C-1 158,34 C
C-2 119,08 C
C-3 143,88 CH
C-4 112,04 C
C-5 106,01 CH
C-6 143,69 C
C-7 102,22 CH;
C-8 152,34 C
C-9 94,57 CH
C-10 138,41 C
C-11 164,47 C
C-12 60,35 CH;
C-13 14,21 CH3

Os deslocamentos quimicos dos carbonos do composto 7 também foram
confirmados por gHMBC e gHSQC. Os dados obtidos pelas analises de gHSQC e
gHMBC podem ser visualizados na TAB. 4.18 (pag. 84).

A andlise do espectro de gHSQC, permitiu determinar a correlagdo entre 0s
carbonos C-3, C-5, C-7, C-9, C-12 e C-13 (143,9; 106,0; 102,2; 94,6; 60,4 e 14,2
ppm) e os hidrogénios H-3, H-5, H-7, H-9, H-12 e H-13 (8,39; 7,31, 6,17; 6,80; 4,24 e
1,28 ppm), respectivamente.

A andlise por gHMBC, permitiu verificar as seguintes interacdes:

e H-3 correlaciona-se com os carbonos C-1, C-5, C-10 e C-11 fortemente, e

fracamente com C-2;
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e H-5 demonstra interacédo forte com C-3, C-8 e C-10, moderada com C-6 e
fraca com C-9;

e H-7 interage fortemente com C-6 e C-8;

e H-9 possui forte correlagédo com C-4 e C-6 e moderada com C-8 e C-10;

e H-12 correlaciona-se fortemente com C-11 e moderadamente com C-13;

e H-13 interage moderadamente com C-12;

e H-NHq correlaciona-se fortemente com C-4.

4.3.2.2 SINTESE DO ETIL ESTER 5,6-DIIDRO-6-OXO-1,3-DIOXOLO[4,5-G]
QUINOLINA-7-ACIDO CARBOXILICO (7) (CORMA & MARTIN-ARANDA,
1991)

A rota sintética apresentada na FIG. 4.13 mostra a sintese do composto 7. A
substituicdo do butanol por dioxano como solvente permitiu a obtencdo do composto
7 como unico produto verde claro, com faixa de ponto de fusdo entre 241-243 °C e
rendimento de 71%. Como o dioxano é considerado um solvente inerte, sua
utilizacdo evitou a formacdo de produtos secundarios oriundos de uma

transesterificacao.

o
o~ CHO fJ e
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For N Hy N * e ¢ Refluxe, 72h O F 0

FIG. 4.13 Rota de sintese do composto 7

O composto 7 foi caracterizado por Ressonancia Magnética Nuclear através de
RMN de *H, RMN de **C, gHMBC, gHSQC e APT.

Na caracterizacdo por *H, observa-se um simpleto mais desblindado em 11,9
ppm e refere-se ao proton dos grupo NH do anel quinolinico; trés simpletos
referentes a prétons de anel aromatico em 8,39, 7,31 e 6,80 ppm referentes a H-3,

H-5 e H-9, respectivamente; e um simpleto em 6,13 ppm referente aos prétons do
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grupo CH; do anel 1,3-dioxole. Ha um tripleto em 1,28 ppm é referente ao préton H-
13 e um quarteto em 4,24 ppm que refere-se ao proton H-12. Os assinalamentos de

todos os hidrogénios encontram-se na TAB. 4.20.

TAB. 4.20 Assinalamento do espectro de RMN de *H do composto 7

H On gHSQC gHMBC
H-3 8,39 (1H,s) 143,82 164,45; 158,34; 138,38; 119,09; 105,98
H-5 7,31 (1H,s) 105,98 152,30; 143,82; 143,61; 138,38; 94,44
H-7 6,13 (2H,s) 102,19 152,30; 143,61
H-9 6,80 (1H,s) 94,55 152,30; 143,61, 138,38; 112,02
H-12 4,24 (2H,q, 7,0Hz) 60,32 164,45; 14,18
H-13 1,28 (3H,t,7,0 Hz) 14,18 60,32
H-NH 11,92 (1H,s) - 112,02

No espectro de RMN 'C observa-se dois sinais mais desblindados, um em
164,5 ppm referente a C-11 do grupo éster, e 0 outro em 158,3 ppm referente ao C-1
da carbonila da amida. Pode-se observar sinais em 119,1, 143,8, 112,0, 106,0,
143,6, 152,3, 94,5 e 138,4 ppm referentes a C-2, C-3, C-4, C-6, C-8, C-9 e C-10 do
anel aromatico. O sinal em 102,2 ppm refere-se a C-7 do anel 1,3-dioxole. Ja os
sinais em 60,3 e 14,2 referem-se a C-12 e C-13 da cadeia alifatica lateral. Os

assinalamentos de todos os carbonos encontram-se na TAB. 4.21.
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TAB. 4.21 Assinalamento do espectro de RMN de **C do composto 7

0D
O 1 N"170

C 5c APT
C-1 158,34 C
C-2 119,09 C
C-3 143,82 CH
C-4 112,02 ©
C-5 105,98 CH
C-6 143,61 C
C-7 102,19 CH,
C-8 152,30 C
C-9 94,55 CH
C-10 138,38 C
C-11 164,45 C
C-12 60,32 CH,
C-13 14,18 CHs;

Assim como nos casos dos compostos 4 e 5, comprovou-se a estrutura do

composto 7 através de caracterizacdo por RMN e observou-se que sua molécula

também exibe relativa semelhanca com o tautdmero da tacrina (FIG. 4.13).
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FIG. 4.14 Semelhanca estrutural entre o composto 7 e o tautdmero da

tacrina
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Devido a esta semelhanca, acredita-se que o composto 7 seja capaz de realizar
interacgdes significativas com a AChE.
4.3.2.3 SINTESE DO 5,6-DI-IDRO-6-OX0-[1,3]DIOXOLO[4,5-G]QUINOLINA-7-
CARBONITRILA (8) (SIDHU & RAI, 2008)

O composto 8 foi sintetizado se acordo com rota apresentada na FIG. 4.15 e foi
obtido como um solido amarelo claro, com ponto de fusdo acima de 300°C e

rendimento de 78%.

O~ CHO o O "".::h;h,-"CN
(] . L en Benzeno, EtsN O [

.._D e __.-;::.:_-_.-.L___ NH: =~ "::' _ Reﬂujl'_ﬂ 24h D . _'_H__' ::__.Z. .,

FIG. 4.15 Rota de sintese do composto 8

O composto sintetizado teve sua estrutura elucidada a partir das andlises de
RMN de *H, *C, gHMBC, gHSQC e APT.

Analisando o espectro de 'H, é possivel observar cinco simpletos. O simpleto
mais desblindado em 12,4 ppm relaciona-se ao proton dos grupo NH do anel
quinolinico; os simpletos referentes a protons de anel aromatico séo vistos em 8,51,
7,20 e 6,82 ppm e séao referentes ao H-3 H-5 e H-9, respectivamente; por ultimo,
observa-se um simpleto referente ao grupo CH,do anel 1,3-dioxole em 6,17 ppm. Os

assinalamentos de todos os hidrogénios encontram-se na TAB. 4.22.
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TAB. 4.22 Assinalamento do espectro de RMN de *H do composto 8

0.6 4\CN

7< 2

H OH gHSQC gHMBC

H-3 8,51 (1H,s) 148,23 158,81; 138,67, 116,37, 105,46
H-5 7,20 (1H,s) 105,46 153,28; 148,23; 144,25, 138,67
H-7 6,17 (2H,s) 102,66 153,28; 144,25

H-9 6,82 (1H,s) 95,18 153,28; 144,25;138,67; 112,38

H-NH 12,37 (1H,s) - -

Na caracterizacdo por RMN de **C, observa-se um sinal em 116,4 ppm referente
ao carbono C-11 do grupo nitrila e outro em 158,8 ppm referente ao carbono C-1 da
carbonila; sinais em 112,4, 148,2, 101,9, 105,5, 144,2, 153,3, 95,2 e 138,7 ppm
referentes aos carbonos C-2, C-3, C-4, C-5, C-6, C-8, C-9, C-10 dos anéis
aromaticos; e um sinal em 102,7 ppm referente aos carbonos C-7 do grupo CH; do
anel 1,3-dioxole. Os assinalamentos de todos os carbonos encontram-se na TAB.
4.23.
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TAB. 4.23 Assinalamento do espectro de RMN de *C do composto 8

0.6 4\CN

7< 2

0780 N"170
H

C Sc APT
C-1 158,81 C
C-2 112,38 C
C-3 148,23 CH
C-4 101,90 C
C-5 105,46 CH
C-6 144,25 C
C-7 102,66 CH,
C-8 153,28 C
C-9 95,18 CH

C-10 138,67 C

c-11 116,37 C

A estrutura do composto 8 corresponde a um derivado quinolinico

estruturalmente semelhante ao tautbmero protonado da tacrina (FIG. 4.16).
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FIG. 4.16 Semelhanca estrutural entre o composto 8 e o tautémero da

tacrina
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Por isso, acredita-se que além das interacado permitidas por seus anéis, também
seja capaz de intagir com a AChE através da formagéo de ligacdo de hidrogénio

com o0 aminoacido His440 da triade catalitica.

4324 SINTESE DO  METIL  6-METIL-[1,3]DIOXOLO[4,5-G]JQUINONA-7-
CARBOXILATO (9) (MISHRA et al., 2015)

A rota sintética apresentada na FIG. 4.17 permitiu a obtencdo do composto 9
como um solido branco, com faixa de ponto de fusédo entre 207-209 °C e rendimento
de 53%, sendo este composto inédito na literatura.

0]
CHO
0 0O O 0 N ~
< j@i c I Metanol, Et;N < mLO
o NH, o Refluxo, 24 h 0 N
9

FIG. 4.17 Rota de sintese do composto 9

A obtencdo deste composto também se deve a uma transesterificacdo. A base
forte presente no meio reacional gerou um alcoxido forte, o CH3-O", que realizou
uma substituicdo nucleofilica na porcdo éster de um possivel produto intermediario
(FIG. 4.18).

0O O
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FIG. 4.18 Transesterificacdo para a sintese do composto 9 a partir de um

provavel composto intermediario

Assim como os demais produtos sintetizados, o composto 9 foi caracterizado por
Ressonancia Magnética Nuclear através de RMN de 'H, RMN de **C, gHMBC,
gHSQC e APT. Como esta molécula € inédita na literatura, segue uma detalhada

caracterizacao por todos os métodos de analise utilizados.
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Pode-se observar no espectro de RMN de'H (FIG. 4.19) a presenca de seis

simpletos: dois relacionados a grupos metila, um em 2,78 ppm referente ao proton

H-11 da metila ligada ao anel aromatico, e outro em 3,88 ppm referente ao proton H-

13 da metila do grupamento éster; trés referentes aos prétons de anel aromatico, um

mais desblindado em 8,65 ppm devido a proximidade do grupo éster, outro em 7,45

ppm e o ultimo em 7,30 ppm; e um simpleto em 6,23 ppm referente ao proton H-7 do

grupo CH; do anel 1,3-dioxole.
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FIG. 4.19 Espectro de RMN de *H do composto 9

Os assinalamentos de todos os hidrogénios encontram-se na TAB. 4.24.
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TAB. 4.24 Assinalamento do espectro de RMN de *H do composto 9

H Sn gHSQC gHMBC

H-3 8,65 (1H, s) 138,06 166,49; 155,40; 146,93; 103,33
H-5 7,45 (1H, s) 103,33 152,53; 146,93; 138,06; 104,30
H-7 6,23 (2H, s) 102,37 152,53: 147,63

H-9 7,30 (1H, s) 104,30 152,53; 147,63; 122,25
H-11 2,78 (3H, ) 24,29 155,40; 121,04

H-13 3,88 (3H, s) 58,18 166,49

No espectro de RMN *3C (FIG. 4.20), observa-se dois sinais relacionados ao
grupo éster, um mais desblindado em 166,5 ppm referente ao C-12 da carbonila e
outro em 52,2 ppm, referente ao C-13 da metila. Em seguida, pode-se verificar a
presenca de outros dois sinais consideravelmente desblindados, ambos
relacionados a carbonos de anel quinolinico e proximos ao atomo de nitrogénio, um
em 155,4 ppm referente ao C-1 e outro em 146,9 ppm referente ao C-10. Além
destes sinais, 0s sinais referentes ao C-6 e C-8 também s&o encontrados com
deslocamentos quimicos elevados, devido a proximidade destes aos atomos de
oxigénio, em 147,6 e 152,5 ppm, respectivamente. Os sinais em 121,0, 138,1, 122,2,
103,3 e 104,3 ppm séo referentes aos carbonos C-2, C-3, C-4, C-5, C-9 dos anéis
aromaticos. O sinais em 1024 e 24,8 ppm referem-se, respectivamente aos

carbonos C-7 do anel 1,3-dioxole e C-11 do grupo metila ligado ao anel quinolinico.
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FIG. 4.20 Espectro de RMN de **C do composto 9

Os assinalamentos de todos os carbonos encontram-se na TAB. 4.25.
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TAB. 4.25 Assinalamento do espectro de RMN de **C do composto 9

C dc APT
C-1 155,40 C
C-2 121,04 C
C-3 138,06 CH
C-14 122,25 C
C-5 103,33 CH
C-6 147,63 C
C-7 102,37 CH>
C-8 152,53 C
C-9 104,29 CH

C-10 146,93 C
C-11 24,79 CH3
C-12 166,49 C
C-13 52,18 CHjs

Os deslocamentos quimicos de todos os carbonos do composto 9 foram

A analise do espectro de gHSQC, permitiu determinar a correlacdo entre os
carbonos C-3, C-5, C-7, C-9, C-11 e C-13 (138,0; 103,3; 102,4; 104,3; 24,3 e 58,2
ppm) e os hidrogénios H-3, H-5, H-7, H-9, H-11 e H-13 (8,65; 7,45, 6,23; 7,30; 2,78
3,88 ppm), respectivamente.
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confirmados a partir de experimentos de gHMBC e gHSQC. Os dados obtidos pelas
analises de gHSQC e gHMBC podem ser visualizados na TAB. 4.24 (pag. 94). Como
este composto é inédito na literatura, torna-se necessaria uma descri¢cdo detalhada
das interacOes observadas entre seus atomos através da caracterizagdo por
técnicas de RMN em 2D.



A andlise por gHMBC permitiu observar as correlagbes entre carbonos e

hidrogénios a longa distancia, sendo verificadas as seguintes interagdes:

H-3 correlaciona-se com os carbonos C-1, C-5, C-10 e C-12 fortemente;

H-5 demonstra interacdo forte com C-3, C-8 e C-10, e interacdo fraca com C-
9

H-7 interage fortemente com C-6 e C-8;

H-9 possui forte correlagdo com C-4 e C-6, e interage mais fracamente com
C-8;

H-11 correlaciona-se fortemente com C-1 e C-2;

H-13 interage fortemente com C-12.

A analise detalhada da estrutura do composto 9 permitiu observar que este é

estruturalmente semelhante & molécula da tacrina. Desta forma, acredita-se que

interaja com o sitio ativo da AChE de modo semelhante a tacrina (FIG. 4.21).

o) NH;

ACC [CCD
O, N/ ~ N/
9 Tacrina

FIG. 4.21 Semelhanca estrutural entre o composto 9 e atacrina
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4.3.3 SINTESE DAS GUANIL-HIDRAZONAS (BORGES et al, 2004)

O mecanismo geral para a sintese das guanil-hidrazonas pode ser observado na
FIG. 4.22.

H
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NH,

FIG. 4.22 Mecanismo geral de formacao das guanil-hidrazonas

As sinteses das guanil-hidrazonas foram processadas em meio acido.
A protonagcdo do oxigénio do composto carbonilico torna mais eficiente a
substituicdo nucleofilica, permitindo a formacao da respectiva guanil-hidrazona.

4.3.4 SINTESE DA GUANIL-HIDRAZONA DE 6-NITRO-1,3-BENZODIOXOLE-5-
CARBOXALDEIDO (10)

A partir da sintese ilustrada na FIG. 4.23, foi possivel obter o composto 10 como
um solido amarelo claro, com faixa de ponto de fusdo entre 294-296°C e rendimento
de 88%.

H
H ' NH,
° cre N NH Etanol, HCI 6M o SN -
( T HNT R Refluxo, 72 h < * %
° NO2 % ’ ° NO2  Nh,
NH,

10

FIG. 4.23 Rota de sintese do composto 10
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O composto 10 foi caracterizado por Ressonancia Magnética Nuclear através de
IV, RMN de *H, RMN de **C, gHMBC, gHSQC e APT.

A anélise do espectro de *H permitiu observar sete simpletos. Os simpletos mais
desblindados em 11,9, 8,14, 8,00 e 7,51 ppm referem-se aos protons dos grupos H-
NH, H-8, H-NH," e H-NH,", respectivamente, do grupamento guanil-hidrazona; dois
simpletos referentes aos prétons H-3 e H-7 do anel aromético, em 7,31 e 6,90 ppm;
e um simpleto em 6.06 ppm referente ao préton H-5 do anel 1,3-dioxole. Os

assinalamentos de todos os hidrogénios encontram-se na TAB. 4.26.

TAB. 4.26 Assinalamento do espectro de RMN de *H do composto 10

;8 NH
0.4 2 = N9 ~"e
5< ]@(\N :“éa &
0T NO,
H o1 gHSQC gHMBC
H-3 7,31 (1H,s) 108,82 149,64; 146,25; 143,49
H-5 6,06 (2H,s) 101,97 149,64: 143,49
H-7 6,90 (1H,s) 101,30 149,64; 143,49; 114,84
H-8 8,14 (1H,s) 146,25 133,43; 114,84, 108,82
H-NH 11,87 (1H,s) - 155,00; 146,25
H-NH," 8,00 (2H,bs) i i
H-NH," 7,51 (2H,bs) ; ;

Na caracterizagéo por **C, foi possivel observar sinais em 155,0 e 146,2 ppm
referentes a C-9 e C-8 do grupamento guanil-hidrazona; sinais em 133,4, 114,8,
108,8, 143,5, 149,6 e 101,3 ppm referentes a C-1, C-2, C-3, C-4, C-6, C-7 do anel
aromatico; e um sinal em 102.0 ppm referente a C-e do anel 1,3-dioxole. Os

assinalamentos de todos os carbonos encontram-se na TAB. 4.27.
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TAB. 4.27 Assinalamento do espectro de RMN **C do composto 10

s
0.4 3 2 “\N,N 9 - NH,
5< 1 Ir® o
o) e
65 “NO

2 NH,

C dc APT
C-1 133,43 C
C-2 114,84 C
C-3 108,82 CH
C-4 143,49 C
C-5 101,97 CH>
C-6 149,64 C
C-7 101,30 CH
C-8 146,25 CH
C-9 155,00 C

As principais absorcdes observadas nos espectro de IV encontram-se na TAB.
4.28.

TAB. 4.28 Principais absorcdes de IV do composto 10

Absorcdo (cm™) Caracteristicas

3402 v N-H
2924 v C-H de carbono sp?

1682 e 1635 v C=N

1520 e 1335 v NO3

1273 e 1026 v C-O de éter
1126 v C-N
671 0 C-H fora do plano
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A absorcdo em 3402 cm™ refere-se ao estiramento da ligacdo N-H. As
absorcées encontradas em 1682 e 1635 cm™ referem-se ao estiramento da ligacdo
C=N do grupo guanil-hidrazona. Foram observadas duas absorcfes referentes a
estiramento das ligacdes do grupo —NO,, em 1520 e 1335 cm™. As absorcées em
1273 e 1026 cm™ referem-se ao estiramento das ligacdes C-O do éter do anel 1,3-
dioxole. Ja a absorcdo em 2924 cm™ refere-se ao estiramento das ligacdes C-H de
carbonos sp? de anel aromatico e a absorcédo em 671 cm™refere-se ao dobramento
fora do plano da ligagdo C-H. A absorcdo em 1126 cm™ refere-se ao estiramento da
ligacdo C-N, também indicando a presenca do grupo guanil-hidrazona. (PAVIA et al.,
2013; SILVERSTEIN et al., 2000).

4.3.5 SINTESE DA GUANIL-HIDRAZONA DE 6-AMINO-1,3-BENZODIOXOLE-5-
CARBOXALDEIDO (11)

A rota sintética apresentada na FIG. 4.24 permitiu a obtencdo do composto 11
como um sdlido rosado com faixa de ponto de fusédo entre 245-247 °C e rendimento
de 79%.

H
H ! NH
CHO % N 2
o N NH, Etanol, HCI 6M 0o N
< v RN Refluxo, 72 h < %
0 NH, e ’ 0o NH, N,

11

FIG. 4.24 Rota de sintese do composto 11

O composto 11 teve sua estrutura elucidada a partir das analises de IV, RMN de
'H, 13C, gHMBC, gHSQC e APT.

A caracterizacdo por RMN de *H permitiu observar sete simpletos. Os simpletos
em 11,8, 8,11 e 7,19 ppm correspondem aos prétons H-NH, H-8 e H-NH,",
respectivamente, do grupamento guanil-hidrazona; o sinal em 8,84 é referente ao
préton H-NH, do grupo NH; ligado ao anel aromético; os sinais em 7,09 e 6,69 ppm
séo referentes aos protons H-3 e H-7 do anel aromatico; e o sinal em 5,98 ppm
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refere-se ao proton H-5 do anel 1,3-dioxole. Os assinalamentos de todos os
hidrogénios encontram-se na TAB. 4.29.

TAB. 4.29 Assinalamento do espectro de RMN de *H do composto 11

H
0.4 2.2 B“Nfl‘l‘l 9~ NH,
5< 1 D O
Om ' Cl
7 2 NH

H S gHSQC gHMBC
H-3 7,09 (1H,s) 109,06 149,84; 147,85; 141,18
H-5 5,98 (2H,s) 101,44 149,84; 141,18
H-7 6,69 (1H,s) 99,18 149,84; 141,09; 111,02
H-8 8,11 (1H,s) 147,85 111,02; 109,06
H-NH 11,75 (1H,s) - 154,84; 147,85

H-NH, 8,84 (2H,bs) - -
H-NH," 7,19 (4H,bs) - -

Na caracterizacdo por RMN de °C, observa-se sinais em 147,9 e 159,1 ppm
referentes aos carbonos C-8 e C-9 do grupamento guanil-hidrazona; sinais em
154,8, 111,0, 109,1, 141,2, 149,84 e 99,2 ppm referentes aos carbonos C-1, C-2, C-
3, C-4, C-6 e C-7 do anel aromatico; e um sinal em 101,5 referente ao carbono C-5
do anel 1,3-dioxole. Os assinalamentos de todos os carbonos encontram-se na TAB.
4.30.
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TAB. 4.30 Assinalamento do espectro de RMN de **C do composto 11

H
0 4 3 2 B‘“RN/[‘l] Q’JNHE
e el
076~ NH, cl

NH,

C dc APT
C-1 154,84 C
C-2 111,02 C
C-3 109,06 CH
C-4 141,18 C
C-5 101,44 CH
C-6 149,84 C
C-7 99,18 CH;
C-8 147,18 CH
C-9 159,14 C

As principais absorcfes observadas nos espectro de IV encontram-se na TAB.
4.31.

TAB. 4.31 Principais absorcdes de IV do composto 11

Absorcdo (cm™) Caracteristicas

3372 e 3202 v N-H
2785 v C-H de carbono sp?
1636 v C=N

1497 e 1412 v C=C de C aromatico
1273 v C-N

1227 e 1034 v C-O de éter
926 0 C-H fora do plano
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As absorcdes observadas em 3372 e 3202 cm™ referem-se ao estiramento da
ligacdo N-H de amina primaria, indicando a presencga do grupo — NH,. A absor¢éo
encontrada em 1636 cm™ refere-se ao estiramento da ligagdo C=N do grupo guanil-
hidrazona. As absorcfes em 1227 e 1034 referem-se ao estiramento das ligacdes C-
O do éter do anel 1,3-dioxole. As absor¢es em 1497 e 1412 cm™ referem-se ao
estiramento de ligagbes C=C de carbonos de anel aromatico. Ja a absorcdo em
2785 cm™ refere-se ao estiramento das ligacdes C-H de carbonos sp? de anel
aromatico e a absorcdo em 926 cmrefere-se ao dobramento fora do plano da
ligagdo C-H. A absorcéo em 1273 refere-se ao estiramento da ligagdo C-N , também
indicando a presenca do grupo guanil-hidrazona. (PAVIA et al., 2013; SILVERSTEIN
et al., 2000).

4.3.6 SINTESE DA GUANIL-HIDRAZONA DE 7,7-DIMETHIL-7,8-DIIDRO-
[1,3]DIOXOLO[4,5-B]JACRIDIN-9(6H)-ONA (12)

A sintese apresentada na FIG. 4.25 permitiu a obtencdo do composto 12 como
um sélido amarelo escuro com ponto de fusdo entre 269-271 °C e rendimento de

51%, sendo este produto inédito na literatura.

(0]
H |
<0 S i NH; Etanol, HCI 6M <0 S
+ H N/ s
0 = 2 T{{%l Refluxo, 72 h o =
NH,

FIG. 4.25 Rota de sintese do composto 12

O composto 12 teve sua estrutura elucidada a partir das analises de 1V, RMN de
'H, BC, gHMBC, gHSQC e APT.

Analisando o espectro de *H (FIG. 4.26), é possivel observar nove simpletos. Os
simpletos em 11,6 e 8,03 ppm relacionam-se aos protons dos grupos NH e NH,",
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respectivamente, do grupamento guanil-hidrazona; os simpletos referentes a prétons

de anel aromatico séo vistos em 9,74, 7,45 e 7,68 ppm e sao referentes ao H-5, H-7

e H-11, respectivamente; observa-se também trés simpletos relativos a grupos CH,

em 3,18, 2,73 e 6,39 ppm referentes aos protons H-1, H-2 e H-9 do anel 1,3-dioxole;

e o simpleto em 1,06 ppm é referente aos grupos metila.

_E o [ ] o 2] ] =
o =l (=] L ) ) Ll = (=]
(o) - (o) w oo i o (o3 o
N \1?,_.NH2
N [ e H-15 e H-16
\ ® o
I 5 '3 NHg
o 31 ”:::5 nd- \“‘\2
9( | 16
- o A
07102 T3 ™
; N 147>
H-9
H-1 H-2
H-7
H-11
H-NH o5
~ H-NH,*
' | ' I ' I ' | | : |
PP 10 8 f 4 2 o

FIG. 4.26 Espectro de RMN de *H do composto 12

Os assinalamentos de todos os hidrogénios encontram-se na TAB. 4.32.
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TAB. 4.32 Assinalamento do espectro de RMN de *H do composto 12

0710 z
N
1 12 134 14 15

H SH gHSQC gHMBC
H-1 3,18 (2H,s) 56,02  152,48; 123,84, 38,50; 30,50; 27,87
H-2 2,73 (2H,s) 38,50  146,85; 123,84, 56,02; 30,50; 27,87
H-5 9,74 (1H,s) 137,40 152,58; 146,85; 139,51; 103,39
H-7 7,45 (1H,s) 103,39 154,42; 149,27, 139,51, 137,49
H-9 6,39 (2H,s) 103,82 154,42; 149,27
H-11 7,68 (1H,s) 98,28 154,42; 149,27; 139,51; 124,92
H-15e H-16 1,06 (6H,s) 27,87 56,02; 38,50; 30,50; 27,87
H-NH 11,63 (1H,s) - 156,07; 146,85

H-NH,* 8,03 (4H,bs) - -

Na caracterizacdo por *C (FIG. 4.27), observa-se um sinal em 156,1 ppm
referente a C-17 do grupamento guanil-hidrazona; um sinal em 146,9 ppm referente
a C-3, carbono de ligacdo entre o grupamento guanil-hidrazona e o restante da
molécula; sinais em 123,8, 137,4, 124,9, 103,4, 149,3, 154,4, 98,3, 139,5 e 152,6
ppm referentes a C-4, C-4, C-5, C-6, C-7, C-8, C-10, C-11, C-12 e C-13 dos anéis
aromaticos; sinais referente aos grupos CH, em 41,0, 38,5 e 103,8 ppm referentes
aos carbonos C-1, C-2 e C-9 do anel 1,3-dioxole; e um sinal em 30,5 ppm referente

ao carbono C-14.
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FIG. 4.27 Espectro de *C do composto 12

Os assinalamentos de todos os carbonos encontram-se na TAB. 4.33.
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TAB. 4.33 Assinalamento do espectro de RMN de **C do composto 12

=]
Cl
HoN - @ NH2
17
/N“x
N| H
7 5 3
0.8 6 4 )

0710 z
N
1 12 134 14 15

C dc APT
c-1 56,02 CH,
C-2 38,50 CH,
C-3 146,85 C
C-4 123,84 C
C-5 137,40 CH
C-6 124,92 C
C-7 103,39 CH
C-8 149,27 C
C-9 103,82 CH,

C-10 154,42 C
C-11 98,28 CH
C-12 139,51 C
C-13 152,58 C
C-14 30,49 C
C-15e C-16 27,87 CHs
C-17 156,08 C

Como o composto 12 é inédito na literatura, deve-se confirmar os deslocamentos
guimicos de todos os carbonos a partir de experimentos de gHMBC e gHSQC. Os
dados obtidos pelas anélises de gHSQC e gHMBC podem ser visualizados na TAB.
4.32 (pag. 106).

A analise do espectro de gHSQC, permitiu determinar a correlacdo entre os
carbonos C-1, C-2, C-5, C-7, C-9, C-11 e C-15/16 (56,0; 38,5; 137,4; 103,4; 103,8;
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98,3 e 27,9 ppm) e os hidrogénios H-1, H-2, H-5, H-7, H-9, H-11 e H-15/16 (3,18;
2,73; 9,74, 7,45; 6,39; 7,68 e 1,06 ppm), respectivamente.

Ja na analise por gHMBC, foi possivel observar as correlagdes entre carbonos e
hidrogénios a longa distancia, sendo verificadas as seguintes interagdes:

e H-1 correlaciona-se fortemente com os carbonos C-2, C-4, C-13, C-14 e C-
15/16;

e H-2 demonstra interagéo forte com C-1, C-3, C-4, C-14 e C-15/16;

e H-5 interage fortemente com C-3 e C-13 e menos efetivamente com C-7 e C-
12;

e H-7 possui forte correlagdo com C-8, C-10 e C-12, e interage mais fracamente

com C-5;

H-9 interage fortemente com C-8 e C-10;

H-11 demonstra forte correlacédo com C-6, C-8 e C-10, e fraca com C-12;
H-15/16 correlaciona-se fortemente com C-1, C-2, C-14 e C-15/16;

H-NH possui interacdo muito forte com C-17 e menos forte com C-3.

As principais absor¢bes observadas nos espectro de IV encontram-se na TAB.
4.34.

TAB. 4.34 Principais absorcdes de IV do composto 12

Absorcdo (cm™) Caracteristicas

3318 v N-H

2963 e 2700 v C-H de carbono sp?
1682 v C=N
1466 v C=C

1366 e 1142 v C-N

1265 e 1034 v C-O
933 0 C-H fora do plano

A absorcédo observada em 3318 cm™ refere-se ao estiramento da ligagdo N-H. A

absorcdo encontrada em 1682 cm™ refere-se ao estiramento da ligacdo C=N do
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grupo guanil-hidrazona. As absorcdes em 1265 e 1034 referem-se ao estiramento
das ligagdes C-O do éter do anel 1,3-dioxole. A absorcdo em 1466 cm™ refere-se ao
estiramento de ligacbes C=C de carbonos de anel aromatico. Ja as absor¢cdes em
2963 e 2700 cm™ referem-se ao estiramento das ligacdes C-H de carbonos sp? de
anel aromatico e a absorcdo em 933 cmrefere-se ao dobramento fora do plano da
ligacdo C-H. As absorcBes em 1366 e 1142 cm™ referem-se ao estiramento da
ligacdo C-N, também indicando a presenca do grupo guanil-hidrazona. (PAVIA et al.,
2013; SILVERSTEIN et al., 2000).

A estrutura do composto 12 representa a juncao das duas classes quimicas tidas
como objetivo neste trabalho, isto €, em sua molécula ha tanto o grupo quinolina
guanto o grupamento guanil-hidrazona. Por isso, espera-se que esta molécula
interaja com a AChE através de duas regifes: os anéis aromaticos também
presentes na estrutura base da tacrina podem interagir com o sitio ativo da enzima
de forma semelhante a interacdo realizada pelo farmaco; e o grupo guanidina do
grupamento guanil-hidrazona, por ser uma regido positiva, pode ser capaz de

interagir com a parte aniénica do sitio ativo da AChE (FIG. 4.28).

H2N \@/ NH2 __. Grupo

\/ guanidina

Estruturabase
da tacrina

FIG. 4.28 Regides do composto 12 onde pode haver interagdo com a AChE
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4.4 AVALIACAO DA CAPACIDADE DE INIBICAO ENZIMATICA DOS
COMPOSTOS PELO METODO DE RMN

Foram realizados testes de inibicdo da enzima AChE para cinco dos compostos
sintetizados neste trabalho: compostos 3, 9, 10, 11 e 12, onde priorizou-se aos dois
compostos inéditos, 9 e 12, que correspondem a uma quinolina e uma quinolina
contendo o grupamento guanil-hidrazona, respectivamente.

Como se trata de testes iniciais, estes foram realizados em duplicata, para
garantir a confiabilidade dos resultados, sendo a tacrina utilizada como composto
referéncia, j& que esta é conhecida como o inibidor mais eficiente de AChE.

Os resultados obtidos encontram-se na TAB. 4.35.

TAB. 4.35 Capacidade inibitoria dos compostos testados

Classe molecular Composto Inibicdo da AChE (%)

Quinolina 3 S L (73,91 + 6,26)

Quinolina 9 Y (66,8 + 11,34)

< N NH;
Guanil-hidrazona 10 | e 81,76 + 1,07
SO )
i-hid g \N'HT/NHQ
- ® +
Guanil-hidrazona 11 (sz [ee, (38,81 + 3,73)
Quinolina e guanil-hidrazona 12 TN/ (80,87 £5,97)
NH,
Quinolina Tacrin @ﬁj@ (93,50 £ 5,42)
N
a
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A partir dos dados apresentados na tabela, podemos observar que foram obtidos
resultados promissores para a maioria dos compostos analisados e também
podemos notar que todos demonstraram a capacidade de inibir a acdo da enzima
AChE.

Os compostos 3 e 9 mostraram boa capacidade inibitoria e, por serem quinolinas
com estruturas similares a da tacrina, acredita-se que estas interajam com a AChE
de modo parecido com o da tacrina. As estruturas das quinolinas sintetizadas
permitem que ocorra interagdes do tipo empilhamento-1r entre o anel quinolinico e o
anel inddlico do aminoacido Trp84. Além disso, caso o anel quinolinico disponha-se
paralelamente ao grupo fenil do aminoacido Phe330, também é possivel que se
estabeleca uma forte interagao 1-11 entre estes anéis.

Ja os compostos 10 e 12, mostraram-se excelentes inibidores da enzima AChE,
com capacidade de inibicdo maior que 80%. Como estas moléculas sao guanil-
hidrazonas, possuem o grupo guanidina, que € um grupo catiénico. A inibicdo da
acdo da AChE, neste caso, pode ser realizada através da interacdo entre o0 grupo
cationico da guanil-hidrazona com o subsitio aniénico da AChE.

Pode-se observar, ao comparar os resultados obtidos para os compostos 3 e 12,
que, apesar de apresentarem estruturas base semelhantes (FIG. 4.29), a presenca
do grupamento guanil-hidrazona no composto 12 colaborou para que sua
capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase fosse superior a do composto
3.Esta observacdo € um indicio de que a capacidade adicional de inibicdo pode ser
oriunda das interacdes deste composto em duas regides da AChE simultaneamente:
a molécula seria capaz de interagir coma enzima tanto por interagdes -1
caracteristicas dos anéis aromaticos da porcao quinolina, quanto por interacdes
entre o grupo guanidina e o subsitio aniénico da enzima. Esta constatacdo € muito
importante, ja que indica uma promissora aplicacdo de guanil-hidrazonas como
inibidores de AChE para auxiliarem no tratamento sintomatico da doencga de

Alzheimer.
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FIG. 4.29 Semelhanca estrutural entre os compostos 3 e 12- em azul,
destaca-se a presenca do grupamento guanil-hidrazona no composto 12

O composto 11, apesar de apresentar capacidade inibitéria, demonstrou ser um
inibidor relativamente ruim. Como este composto € estruturalmente similar ao
composto 10, que entre os compostos avaliados mostrou ser um excelente inibidor,
acredita-se que a presenca de diferentes substituintes levou a estes resultados
significativamente distintos.

Como a polarizacdo de guanil-hidrazonas aumenta na presenca de substituintes
eletronegativos (como o grupo nitro do composto 10), os resultados obtidos pelos
testes sugerem que este tipo de substituinte pode favorecer o processo de inibicéo
por meio do deslocamento da nuvem eletrénica. Esta suposi¢éo indica que guanil-
hidrazonas altamente polarizadas podem interagir melhor com o centro ativo da
AChE.

Para que seja possivel uma melhor compreensao dos resultados obtidos nos
testes de inibicdo da enzima AChE pelos compostos sintetizados neste trabalho,
pretende-se estudar, através de testes mais aprofundados e por modelagem
molecular, como estes substituintes podem mudar o ambiente eletrbnico da

molécula a tal ponto de influenciar a capacidade inibitéria das moléculas.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

5.1 CONCLUSOES

A doenca de Alzheimer € a principal causa de deméncia atualmente e, apesar
de diversos estudos, ainda nao foi possivel desenvolver tratamentos que levassem a
cura desta enfermidade. Entretanto, pode-se realizar o tratamento sintomatico a fim
de retardar a progressao do quadro da doenca e, assim, permitir uma melhor
qualidade de vida para o enfermo. Desta forma, muitos esfor¢cos séo direcionados a
obtencdo de farmacos com aplicacdo nas diferentes hipoteses sugeridas para o
surgimento dos sintomas caracteristicos, tais como afasia, amnésia, entre outros.

Nosso grupo de pesquisa tem como foco a Hipotese Colinérgica e busca a
sintese de compostos que possam ser inibidores das enzimas colinesterases. Para
isso, utiliza-se como protétipo a tacrina, composto reconhecido por sua excelente
capacidade de inibir a enzima acetilcolinesterase.

Este trabalho teve como objetivo e a sintese de quinolinas estruturalmente
semelhantes a tacrina e guanil-hidrazonas, ambas derivadas do composto 1,3-
benzodioxole-5-carboxaldeido. Inicialmente, este composto sofreu uma nitracdo e o
produto obtido teve seu grupo nitro reduzido a amino, de modo a permitir a sintese
do composto 2, sendo este composto essencial para a formacao do anel quinolinico
presente na tacrina.

As reacdes entre 0 composto 2 e 0s compostos carbonilicos mostraram-se muito
eficientes na sintese de quinolinas similares a tacrina. A sintese das guanil-
hidrazonas através da reacdo entre as respectivas quinolinas com o cloridrato de
aminoguanidina também foram conduzidas de forma satisfatoria.

Tanto as sinteses das quinolinas quanto as das guanil-hidrazonas apresentaram
bons rendimentos, encontrando-se todos acima de 50%.

Entre o0s compostos derivados do 1,3-benzodioxole-5-carboxaldeido
sintetizados, cinco foram testados e quatro destes foram avaliados como inibidores
muito bons da enzima acetilcolinesterase. Estes resultados eram esperados, ja que

tanto quinolinas quanto guanil-hidrazonas sdo moléculas com ampla aplicacdo em
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Quimica Medicinal e possuem caracteristicas estruturais essenciais para a interagéo
com o sitio ativo da enzima.

Os resultados indicam que a presenca dos anéis aromaticos da estrutura base
da tacrina nas quinolinas sintetizadas permite que estes compostos interajam
adequadamente com o sitio ativo da AChE através de interagdes do tipo 1T-11 com
anéis aromaticos de aminoéacidos presentes no sitio ativo.J& as guanil-hidrazonas,
por possuirem o grupo catiénico guanidina, podem interagir com o sitio aniénico da
AChE.

Entre os compostos avaliados, encontram-se 0os compostos 9 e 12, inéditos na
literatura, e ambos apresentaram resultados muito promissores quanto a potenciais
inibidores da enzima AChE, sendo o composto 12 avaliado neste trabalho como um
excelente inibidor.

A comparacado entre as estruturas base dos compostos 3 e 12 permitiu observar
gue a presenca de um grupamento guanil-hidrazona pode colaborar para o aumento
da capacidade inibitéria de um determinado composto.

Ao observar as estruturas dos compostos 10 e 11, foi possivel verificar que
diferentes substituintes presentes na molécula podem influenciar significativamente
na capacidade inibitéria desta. A presenca de grupos eletronegativos na molécula
permite uma maior polarizacdo através do deslocamento da nuvem eletrénica,
favorecendo a interacdo mais eficiente com o sitio ativo da enzima
acetilcolinesterase.

Os efeitos destes substituintes na molécula devem ser investigados através de
testes mais aprofundados e também por Modelagem Molecular, para que, assim,
seja possivel o planejamento adequado de potenciais farmacos para o tratamento

sintomatico da doenca de Alzheimer.

5.2 PERSPECTIVAS

Pretende-se realizar testes de inibicdo enzimatica utilizando o RMN para os
compostos sintetizados e ainda n&do avaliados, além de realizar outros testes, tais
como o conhecido teste de Ellman, para todas as quinolinas e guanil-hidrazonas

sintetizados neste trabalho.
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Como a maior parte das moléculas sintetizadas apresentou boa capacidade
inibitéria da enzima acetilcolinesterase, pode-se tentar a sintese de outras quinolinas
e guanil-hidrazonas derivadas do 1,3-benzodioxole-5-carboxaldeido.

A observacdo de que o substituinte presente na molécula pode causar efeitos
significativos na capacidade de inibir indica que devem ser realizados outros
estudos, para que, assim, seja possivel identificar quais substituintes
proporcionariam a obtencdo de melhores protétipos a farmacos. Seria muito
importante a realizacao de estudos através de modelagem molecular, por exemplo.

Adicionalmente, pretende-se realizar testes biolégicos para a verificagdo da acéo

sobre micro-organismos.
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7.1 APENDICE 1 - ESPECTROS DE RMN DE 'H
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FIG. 7.1 Espectro de RMN de *H do composto 1
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FIG. 7.2 Espectro de RMN de *H do composto 2
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FIG. 7.3 Espectro de RMN de *H do composto 3
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FIG. 7.5 Espectro de RMN de *H do composto 5
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FIG. 7.7 Espectro de RMN de *H do composto 7
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FIG. 7.8 Espectro de RMN de *H do composto 8

138




— kY

— g
it
(s

FPM

I T I T l T I T I T I
8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0

FIG. 7.9 Espectro de RMN de *H do composto 9
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FIG. 7.10 Espectro de RMN de *H do composto 10
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FIG. 7.11 Espectro de RMN de *H do composto 11
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FIG. 7.12 Espectro de RMN de *H do composto 12
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7.2 APENDICE 2 — ESPECTROS DE RMN DE Bc
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FIG. 7.13 Espectro de RMN de **C do composto 1
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FIG. 7.14 Espectro de RMN de **C do composto 2
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FIG. 7.15 Espectro de RMN de **C do composto 3
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FIG. 7.16 Espectro de RMN de **C do composto 4
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FIG. 7.17 Espectro de RMN de **C do composto 5
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FIG. 7.21 Espectro de RMN de **C do composto 9
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7.3 APENDICE 3 — ESPECTROS DE gHMBC
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FIG. 7.25 Espectro de gHMBC do composto 1
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FIG. 7.26 Espectro de gHMBC do composto 2
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FIG. 7.29 Espectro de gHMBC dos compostos 6 e 7
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FIG. 7.30 Espectro de gHMBC do composto 7
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FIG. 7.33 Espectro de gHMBC do composto 10
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FIG. 7.34 Espectro de gHMBC do composto 11
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7.4 APENDICE 4 — ESPECTROS DE gHSQC
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FIG. 7.36 Espectro de gHSQC do composto 1
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FIG. 7.39 Espectro de gHSQC do composto 5
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FIG. 7.42 Espectro de gHSQC do composto 9
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7.5 APENDICE 5 - ESPECTROS DE IV
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FIG. 7.45 Espectro de IV do composto 1

179



Transmitancia (%)

—— 6-aminopiperonal

2 B8
3
8
3 <
g 8
| 8
i T
3 e
45 &
! | ! | ! | ! | ! | ! | ! |
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Numero de onda (cm™)

FIG. 7.46 Espectro de

180

IV do composto 2



Transmitancia (%)

65

60 +

55

50

45 -

40 -

35

30

25

3449

@)
765 3
6 2. 4
0.8 S 2
o 16

s
O%0 ™12’ N13™~"14™ 15
1 1

—— Quinolina 1

1497
1042
957

3032

1219

(]
8 |
— -—
=T
] 8 o
& e 9
3

T T T T
4000 3500 3000 2500 2000

T T
1500 1000 500 0

Numero de onda (cm™)

FIG. 7.47 Espectro de IV do composto 3
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