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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo o planejamento e sintese de novas
substancias inibidoras da acetilcolinesterase, enzima cuja modulacdo esta
associada ao tratamento de diversas patologias, entre elas a doenca de
Alzheimer. Para isto foi utilizada a técnica de docking molecular visando o
reconhecimento dos sitios de interacdo da enzima que possibilitaram a
modelagem de novos compostos hibridos. O modelo de docking foi criado
utiizando a enzima de Torpedo californica, muito semelhante a
acetilcolinesterase humana, complexada com a tacrina, donepezil e (-)-
huperzina A que foi validado por cross-docking. Em seguida, a (-)-3-O-acetil-
espectalina (32), (-)-3-O-acetil-cassina (36) e derivados virtualmente
planejados foram ancorados na enzima e a partir de sobreposicbes destes
alcaldides com os inibidores de acetilcolinesterase comerciais foram planejados
diversos hibridos que apresentaram interacdes mais efetivas com a proteina
gue os modelos originais. Além disto, foram realizados estudos sobre o modo
de inibicdo de 32, que corroboraram o0s resultados obtidos in vivo,
apresentando inibicdo ndo-competitiva. A andlise por docking e dinamica
molecular sugeriu que 32 e 36 apresentam diferentes interagcdes com a enzima,
sendo 36 potencialmente mais ativo que 32. O hibrido planejado por docking
que apresentou melhor interacgdo com a AChE, além de maior viabilidade
sintética foi selecionado e por analise retrossintética foram escolhidas a 3-
hidroxi-2-hidrometil-piridina (38) e a 4-bromoquinolina (42) como materiais de
partida para uma rota convergente. Os estudos sintéticos levaram a obtencao
de intermediarios piridinicos sendo que numa das etapas da rota proposta,
onde o objetivo era a protecdo seletiva da hidroxila piridinica de 38, foi
observada a protecdo da hidroxila metil-piridinica o que sugere a migracdo dos
grupos acetil e benzoil avaliados. Foram utilizadas diversas metodologias de
acoplamento dos nucleos piridinico e quinolinico e na reacdo com o reagente
de Grignard foi possivel detectar o produto acoplado. Os compostos obtidos
foram avaliados quanto a atividade anticolinesterasica e todos foram ativos,
sendo que a 2-carbaldeido-3-hidroxibenzil-piridina (48) foi a que apresentou
melhor perfil de inibi¢ao.

Palavras chave: Inibidor da acetilcolinesterase. Docking molecular. Hibridacao
molecular.



ABSTRACT

The goal of this research deals with the design and synthesis of new
acetylcholinesterase inhibitor molecules. This enzyme is associated to the
treatment of several pathologies including Alzheimer’'s disease and thus the
importance of studying molecules that may interact with it. To fulfill this task we
used molecular docking aiming to recognize the enzyme’s interaction sites
allowing us to design new hybrid compounds. The docking model was created
using Torpedo californica’s enzyme, very similar to human acetylcholinesterase,
complexed with tacrine, donepezil and (-)-huperzine A, all validated by cross-
docking. Furthermore, (-)-3-O-acetyl-espectaline (32), (-)-3-O-acetyl-cassine
(36) and virtually designed derivatives, were docked into the enzyme through
geometric comparisons of known commercially available acetylcholinesterase
inhibitors, allowing us to produce a series of enzyme effective molecular hybrids
when compared to the original ones. Additionally, we studied the inhibition
mode of action of 32 that confirmed the in vivo results showing a non-
competitive inhibition. Docking and molecular dynamics of 32 and 36 revealed
that they showed different enzyme interactions and that the latter compound
was potentially more active than 32. The hybrid molecule planned by docking
that showed a better interaction with AChE and, with the best synthetic viability
was selected showing  3-hydroxy-2-hydromethyl-pyridine (38) and
4-bromoquinoline (42) as the starting materials of a convergent route. The
synthesis studies lead us to the production of pyridine intermediaries and, in
one of the stages where the main goal was the selective protection of a pyridine
hydroxyl group; we observed instead, the protection of the methyl pyridine
hydroxyl moiety suggesting the migration of the acetyl and benzoyl groups. We
used several coupling methods for the pyridine and quinoline nuclei and, using
Grignard’s reagent, we were able to detect the final coupled product. All
obtained compounds were evaluated against anti-cholinesterase activity and all
were active especially 2-carbaldehyde-3-hydroxybenzyl-pyridine (48) that
showed the best inhibition profile.

Keywords: Acetilcholinesterase inhibitors. Molecular docking. Molecular
hybridization.
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1 INTRODUGCAO

O uso da quimica combinatoria e das técnicas de screening em larga
escala para a descoberta de novas susbstancias prototipos busca sintetizar
milhares de substancias e avalia-las farmacologicamente (YUNES; CALIXTO,
2001), enquanto que o paradigma atual das industrias farmacéuticas visa
reduzir tempo e custos no desenvolvimento de novos farmacos. Dentro deste
universo, as pesquisas farmacéuticas caminham para processos mais racionais
que levem a novas entidades quimicas (NEQs) com perfis biolégicos
desejaveis. Neste contexto, estratégias racionais baseadas na compreensao
das interacbes ligante-proteina sao empregadas no desenvolvimento de
protétipos de farmacos (GUIDO; OLIVA; ANDRICOPULO, 2008).

A aplicacdo da modelagem molecular no planejamento de novos
farmacos vem crescendo continuamente nos ultimos anos. No entanto, é
importante destacar que a utilizagdo de programas computacionais é apenas
uma parte do complexo processo para se chegar a uma substancia protoétipo. A
modelagem de compostos bioativos envolve o trabalho de uma equipe
multidisciplinar que emprega um grande conjunto de métodos computacionais
sistematizado de forma a facilitar e otimizar o processo de desenvolvimento
destes compostos, em conjuncdo com a sintese organica e avaliacdo
farmacoldgica e toxicologica (SANT'’ANNA, 2009).

Metodologias computacionais que ancoram moléculas de baixo peso
molecular em alvos macromoleculares e medem a complementaridade nos
sitios de ligagdo (docking molecular) s&o amplamente utilizadas na
identificacdo e otimizacdo de substancias bioativas. Existe um consideravel
namero de farmacos que tiveram suporte nos estudos computacionais em
alguma etapa de seu desenvolvimento, como planejamento baseado na
estrutura da enzima ou estratégias de screening, como inibidores de protease
(KITCHEN et al., 2004).

Estas técnicas apresentam algumas limitacdes, como por exemplo a
contribuicdo dos efeitos hidrofébicos decorrentes da dessolvatacdo dos ligantes
e interacdes eletrostaticas, que ndo sdo consideradas adequadamente nas
medidas de docking e podem ser significativamente relevantes para interacao

ligante-receptor. Além disto, a técnica de docking ndo considera todas as
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moléculas de agua, que muitas vezes estdo diretamente envolvidas nas
interacBes micro-macromolécula e podem influenciar significativamente na
posicdo dos ligantes no sitio ativo da enzima. Portanto, para selecao eficiente
de um prot6tipo, ndo se deve confiar somente nos dados computacionais, a
experiéncia e a intuicdo do profissional qualificado ainda sdo as chaves do
sucesso. (KITCHEN et al., 2004).

Um exemplo da aplicacdo da técnica docking molecular no screening de
milhares de moléculas foi descrito por Huentelman et al, 2004, onde o objetivo
era identificar possiveis inibidores da enzima conversora da angiotensina 2
(ECA 2). Esta enzima apresenta grande impacto no sistema cardiovascular, ja
gue catalisa a producdo de peptideos vasodilatadores e é responsavel por
contrabalancear os potentes efeitos vasoconstritores da angiotensina Il.
Portanto, a modulacdo da ECA 2 € um dos alvos para desenvolvimento de
novos farmacos anti-hipertensivos. Para este estudo, aproximadamente
140.000 compostos com peso molecular menor que 500 g/mol retiradas da
base The National Cancer Institute/Development Therapeutics Program
(NCI/DTP) foram ancorados na enzima ECA 2. Cada composto foi posicionado
no sitio ativo da enzima em 100 orienta¢des sendo a energia de interagdo entre
a substancia e a enzima calculada para cada orientagdo (HUENTELMAN et al.,
2004).

O composto com melhor energia (AGiigacao = —23,7 Kcal/mol) foi a N-(2-
aminoetil)-1-aziridina-etanamina (1, Figura 1) e foi identificado como um
potencial inibidor desta enzima, sendo uma molécula atrativa para os estudos

posteriores sobre a modulacdo da hipertensdo (HUENTELMAN et al., 2004).

A

N NH
V\N/\/ 2
H

1

Figura 1 - Composto 1 no sitio ativo da enzima ECA 2. (adaptado de: HUENTELMAN
et al., 2004).
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Uma das patologias de maior impacto sGcio-econdmico e que necessita de
novas alternativas terapéuticas € a sindrome da imunodeficiéncia adquirida
(AIDS) e um dos alvos para a modulacdo desta doenca € a enzima integrase
(IN). A integracdo do DNA viral dentro do genoma é um passo definitivo
durante a replicagdo do virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e este
processo € catalisado pela IN. Dois inibidores da IN sdo o elvitegravir (2) e o
raltegravir (3, Figura 2), sendo o segundo o unico inibidor da IN aprovado pelo
FDA (Food and Drug Administration) (TANG et al., 2010).

HsC OH F
OH /N\N SN
H3C/< \ ¥ S | N
o N
o HC  CHs 5

H3C W \\\\\\\H

2: elvitegravir CH;  OH 3: raltegravir

Figura 2 - Inibidores representativos da IN.

Recentemente, foi publicada a primeira estrutura cristalina da IN do DNA-
ligante retroviral (HARE et al., 2010), o que levou Tang et al., 2010, a construir
novos modelos de docking para IN do HIV. Como as estruturas de 2 e 3
sugerem diferentes mecanismos de inibicdo, dois modelos foram construidos
baseados nas estruturas cristalograficas originais da IN do retrovirus prototype
foamy virus (PFV), semelhante ao HIV (TANG et al., 2010).

Os modelos para HIV foram construidos por homologia ao PFV. A
sequéncia de aminoacidos foi alinhada por modelos de homologia baseados
nas estruturas secundarias da IN do PFV e HIV. Estes modelos podem ser
Uteis no desenvolvimento de novos inibidores da IN do HIV. A Figura 3 ilustra 2
e 3 nos modelos obtidos (TANG et al., 2010).
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Figura 3 - Modelo da IN do HIV para elvitegravir (A) e para raltegravir (B). (Fonte:
TANG et al., 2010).

Outra enzima interessante para os estudos de modelagem molecular é a
acido graxo sintase (FAS), que é um complexo multi-enzimatico formado por
sete proteinas, sendo um alvo atrativo no tratamento da obesidade e cancer
(WANG et al., 2009). Entre estas sete proteinas, esta a cetoacil sintase (KS)
gue é considerada o alvo do C75 (4, Figura 4), um inibidor de FAS. Neste
contexto, Wang et al., 2009, planejaram e sintetizaram uma série de analogos
de 4 (Figura 4) que foram analisados por docking molecular.

Os estudos de docking revelaram que a cadeia carbbnica saturada
destes compostos estd ajustada na regido da proteina representada pelos
residuos Alal62, Tyr224, Val263, Phe202, Phe258 e Glu335 e o grupo lactona
interage com a regido formada pelos residuos Serll4, Cys163, Pro336 e
Phe397 (WANG et al., 2009).

As estruturas 6 e 7 (Figura 4) apresentam grupos metilicos em C-5, que
sdo desfavoraveis para a atividade, pois eles diminuem a hidrofilicidade das
lactonas e enfraquecem as interacbes n—n. Além disto, os grupos metilicos
conferem um bloqueio estérico que impede as ligacbes de hidrogénio entre o
grupo carboxilico e a proteina (WANG et al., 2009).

Na estrutura 8, as interacbes n—n ndo foram afetadas, devido as
caracteristicas planares da molécula, mas a atividade inibitéria da FAS
diminuiu, provavelmente, pela adicdo do grupo aromatico que diminui a
hidrofilicidade da lactona (WANG et al., 2009).
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Figura 4 - Inibidores da FAS.

A Figura 5A ilustra os compostos 4-8 no sitio ativo da KS e a Figura 5B
representa o composto 5 (azul), que foi o mais ativo da série, e C75 (4, verde)
no sitio ativo da proteina. As ligacées de hidrogénio estdo representadas por
linhas vermelhas e os comprimentos destas ligagdes por nimeros vermelhos
(Figura 5B) (WANG et al., 2009).

Figura 5 - Inibidores de FAS 4-8 no sitio ativo da KS (5A) e compostos 4 (verde) e 5
(azul) no sitio ativo da KS (5B). (Fonte: WANG et al., 2009).

Estudos de docking molecular também podem ser aplicados ao
desenvolvimento de novas substancias uteis no tratamento de doencas
negligenciadas como a Doenca de Chagas. Esta patologia é causada pelo
Trypanosoma cruzi sendo uma das doengas parasitarias mais letais nos
tropicos e subtropicos da América do Sul, causando em torno de 50.000 mortes
por ano. Atualmente, existem entre 16 e 18 milhées de individuos infectados
pela doenca de Chagas (MOLFETTA et al., 2009).

A quimioterapia desta patologia se limita somente a dois farmacos
(nifurtimox e benzinidazol), que apresentam seérios efeitos colaterais e s&o

ativos somente na fase aguda da doenca. Portanto, existe uma necessidade
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urgente de novas alternativas terapéuticas mais eficazes (MOLFETTA et al.,
2009).

Na maioria dos organismos, a tiol glutationa (GSH) € utilizada para
proteger as células das espécies reativas de oxigénio, que surgem como
resultado da respiracdo aerobica e resposta auto-imune a infec¢des. Os niveis
de GSH sdo mantidos pela acdo da enzima glutationa redutase (GR) e na
doenca de Chagas, o sistema GR/GSH é substituido pelo sistema analogo
tripanotiona/ tripanotiona redutase (TR) (DIXON, 2005). Estas duas enzimas,
GR e TR, sdo muito semelhantes, porém apresentam substratos naturais
especificos para cada uma delas. Consequentemente TR representa um alvo
promissor no desenvolvimento de farmacos tripanocidas (LUCA, 2003).

Molfetta et al. (2009) utilizaram dois programas de docking (AutoDock e
FlexX) para analisar a inibicdo da TR e GR por uma série de quinonas. Os
compostos estudados mostraram maior afinidade pela TR que pela GR nos
dois programas.

Como a técnica de docking molecular ndo considera todas as interacdes
com a agua, experimentos de dinamica molecular foram realizados com os
complexos que apresentaram maior e menor energia livre pelo programa
AutoDock. A Figura 6 ilustra as duas quinonas, 9 e 10, selecionadas para os
estudos de dinamica, bem como as energias livres obtidas por docking
(MOLFETTA et al., 2009).

o) o)
O‘ O‘ O
9 0 10 O
AG (kJ/mol) “CH,
TR GR HsC CHz
9:-2497 21,37
10: -36,24 -35,53

Figura 6 - Quinonas selecionadas para estudos de dinamica molecular.

Os complexos analisados por dindmica molecular foram TR-9 e TR-10 e
a Figura 7 representa estes complexos antes (em azul) e depois (em amarelo)
da simulacdo. O RMSD entre o complexo inicial e final foi pequeno para as
duas quinonas: 1,344 A para 9 e 1,259 A para 10.



36

Figura 7 - Complexos TR-9 (a) e TR-10 (b) submetidos a dinamica molecular. (Fonte:
MOLFETTA et al., 2009).

Os estudos de dinamica molecular sdo muito interessantes, jA que em
sistemas reais, a energia cinética dos atomos permite que colisdes
intermoleculares e que mudancas conformacionais acontecam a todo o
momento. Um modelo de trabalho que considera apenas a melhor
conformacao encontrada em um processo de minimizacdo de energia de uma
molécula bioativa tem sérias limitacdes, visto que na temperatura da biofase a
energia cinética disponivel permite que muitas outras conformacfes sejam
facilmente alcangcadas (SANT'ANNA, 2009).

A resolucdo das equacdes de movimento da dinamica molecular
representa a evolugdo no tempo dos movimentos moleculares, que pode ser
usada para o estudo de propriedades como a difusdo, o dobramento de
cadeias moleculares (como acontece no enovelamento de proteinas) e a
distribuicdo de moléculas de solvente ao redor de um soluto. Num célculo de
dindmica molecular, as moléculas, que tem uma determinada energia cinética,
podem superar barreiras de energia potencial, o que permite a exploragdo da
superficie de energia potencial na busca de outras conformacdes
(SANT’ANNA, 2009).
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1.1 Modelagem Molecular aplicada ao planejamento de novos inibidores

de acetilcolinesterase

A utilizacdo de ferramentas computacionais para o planejamento de
novos protétipos de farmacos para patologias com grande impacto soOcio-
econdmico que possuem poucas alternativas terapéuticas é muito interessante.
Neste contexto encontra-se a Doenca de Alzheimer (DA), que é uma patologia
neurodegenerativa progressiva, com perda de memoria e cognicdo, sendo a
forma de deméncia mais comum entre os idosos (SHEN; LIU; TANG, 2007).

A acetilcolinesterase (AChE), uma das enzimas mais importantes da
familia das serina hidrolases, catalisa a hidrélise do neurotransmissor
acetilcolina (ACh), que exerce um papel fundamental na memaoria e cognicao.
Quando deseja-se memorizar algo, a ACh é biossintetizada no neurénio pré-
sinaptico, liberada na fenda sinaptica e transmite o impulso nervoso para o
neurdnio pos-sinaptico pelos receptores nicotinicos e muscarinicos. Esta claro
que a DA estd associada a deficiéncia de ACh, sendo assim, este
neurtransmissor € hidrolizado pela AChE antes de enviar a mensagem para o
neurdnio poés-sinaptico. Portanto, uma das estratégias terapéuticas para o
tratamento da DA é€ inibir a atividade biol6gica da AChE que causa o aumento
da ACh no cérebro e gera um estado homeostéatico temporario (SHEN; LIU;
TANG, 2007).

Os inibidores de acetilcolinesterase (IAChE) também sao utilizados na
terapia de outras patologias como doenca de Parkinson, deméncias
vasculares, esclerose multipla e no tratamento de dependentes em morfina e
cocaina (LANGE et al., 2010).

O mecanismo de hidrolise da ACh envolve os residuos de serina,
histidina e aspartato (triade catalitica) (Figura 8). A serina atua como nucledfilo,
atacando a carbonila da funcdo éster da ACh (Figura 8a). O residuo de
histidina atua como base capturando o proton (Figura 8b e 8c) e numa etapa
subsequente age como acido doando o préton a subunidade O-R (Figura 8d),
tornando-o melhor grupo abandonador. Posteriormente, o par eletrénico sobre
0 oxigénio restabelece a ligacdo dupla liberando a colina (Figura 8e). Em
seguida a 4gua age como nucledfilo atacando o grupo acila (Figura 8f e 89) e,

novamente, a histidina age primeiro como base removendo um proéton
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(Figura 8h) e depois como &cido doando este préton ao intermediario
(Figura 8i). Finalmente, a carbonila é restabelecida e o residuo de histidina &
liberado quando o par de elétrons sobre o oxigénio forma novamente a ligacao
dupla (Figura 8j e 8k). O residuo de aspartato, aparentemente sem importancia,
interage com o residuo de histidina orientando e ativando o anel para atuar
como acido-base (PATRICK, 2005).

Figura 8 - Mecanismo de hidrélise da acetilcolina. (Adaptado de: PATRICK, 2005).

Além da triade catalitica, o sitio catalitico da AChE é composto pelos
residuos de aminoacidos Glul99, que estabiliza os intermediarios formados na
hidrélise da ACh e Trp84, que é responsavel pela atracdo do substrato e
repulsdo dos produtos de hidrdlise, colina e acetato. Existe outra regido para
modulacdo da enzima que é o sitio periférico anibnico, caracterizado pelo
Trp279, Asp72 e pelos residuos pertencentes a cavidade aromética Tyrl121,
Phe290, Phe330, Phe331 e Tyr334. Estes aminoacidos séo responsaveis pela
orientacao do substrato (BARRIL; OROZCO; LUQUE, 2001).



39

Os inibidores de acetilcolinesterase (IAChE) aprovados pelo FDA para
tratamento da DA sdo a tacrina (11), donepezil (12), rivastigmina (13) e
galantamina (14, Figura 9), porém estes inibidores tém o uso restrito devido
aos efeitos colaterais. Estes farmacos atuam como inibidores reversiveis da
AChE, com excecdo de 13 que é considerado um inibidor pseudo-irreversivel,
ja que apresenta um grupo carbamato que forma um complexo carbamoilado
com o residuo da serina da triade catalitica que é lentamente hidrolisado
(VIEGAS JR. et al., 2004).

A galantamina (14) é um produto natural, isolado de varias espécies da
familia Amaryllidaceae sendo um inibidor da AChE de acédo longa, seletivo,
reversivel e competitivo, além de ser um modulador alostérico dos receptores
nicotinicos. De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, 2005, a
administracdo da galantamina pode estar associada a sérios efeitos
cardiovasculares, o que levou a prescricdo cautelosa deste farmaco (LOPEZ,
2002; JANSSEN-ORTHO, 2005).

Outra substancia natural com potente atividade anticolinesterasica € o
alcaléide (-)-huperzina A (15, Figura 9), isolado da erva chinesa
Huperzia serrata, que € comercializado na China e aprovado pelo FDA como
suplemento alimentar (SHEN; LIU; TANG, 2007; WEN et al., 2008).

O crescente impacto da DA, aliado aos poucos agentes terapéuticos
seguros disponiveis, vém determinando um grande esforco para a descoberta
de novos farmacos inibidores de AChE. Os produtos naturais tém recebido
atencdo especial, j& que inumeros metabolitos secundéarios vegetais e de

microorganismos vem sendo identificados como IAChE.
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Figura 9 - Inibidores da acetilcolinesterase.

Em 2004, Viegas Jr. et al. isolaram o alcal6ide piperidinico (-)-3-O-acetil-
espectalina (16, Figura 10) das flores e frutos de Senna spectabilis, sendo que
o cloridrato correspondente demonstrou atividade inibitéria da AChE
comparavel a galantamina (padréo positivo) com baixa toxicidade (VIEGAS JR.
et al., 2004b; VIEGAS JR. et al., 2005). Uma andlise minuciosa da estrutura
molecular de 16 permitiu a identificacdo de uma subunidade acetilcolina
internalizada no anel piperidinico, que poderia representar o grupo

farmacoforico deste alcaldide (Figura 10).

ch\[ro chTo,,,,,
o \L®/CH3 \\\\O
N\CH modelo estrutural W
AChE &y e
3
(-)-3-O-acetil-espectalina (16)

Figura 10 - Semelhanca estrutural da acetilcolina com a (—)-3-O-acetil-espectalina.

Apesar do grande numero de substadncias com atividade
anticolinesterasica isoladas, poucas tém vencido as etapas de ensaios pré-
clinicos e clinicos. N&o obstante, os produtos naturais continuam sendo uma
fonte potencial de novos compostos bioativos ou modelos para a sintese de
novos candidatos a farmacos mais seletivos e menos toxicos.

Uma ferramenta muito Gtil no planejamento de protétipos inibidores de

acetilcolinesterase € a hibridacdo molecular (HM), que é uma estratégia de
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planejamento racional fundamentada no reconhecimento das subunidades
farmacoforicas nas estruturas moleculares de duas ou mais substancias ativas
conhecidas que sdo fundidas gerando novas arquiteturas moleculares que
mantenham as caracteristicas pré-selecionadas dos modelos originais. Por
outro lado, a eliminacdo das subunidades moleculares nao-farmacoforicas,
torna possivel a diminuicdo das propriedades quimicas e farmacoldgicas
indesejadas e das dificuldades inerentes a sintese organica (VIEGAS JR et al.,
2007).

Dentre as varias abordagens sintéticas descritas na literatura, a sintese
de compostos inspirados na estrutura molecular da tacrina (11) merece
destaque. Muito embora apresente alta toxicidade, 11 vem sendo utilizada
como uma importante referéncia para a sintese e pesquisa farmacolégica de
novos protétipos mais seguros e potentes (MARCO et al., 2004).

Um exemplo relevante de IAChE planejados por HM de um produto
natural [(—)-huperzina A] com a tacrina sao as huprinas (17, Figura 11). Estes
hibridos foram desenhados pela combinacédo da estrutura carbobiciclica de 11
com a subestrutura 4-aminoquinolinica de 15 (Figura 11) (CAMPS et al., 2000;
BARRIL; OROZCO; LUQUE, 2001; MUNOZ-TORRERO, CAMPS, 2006).

Hibridagcado Molecular

’

huprinas (17)

17a: R1yR2eR3=H, R=CH3
17b: R, eR,=H, R; =Cl, R=CH,CH,

tacrina (11)

Figura 11 - Esquema de hibridag&o de 11 com 15.

A primeira huprina sintetizada 17a (Figura 11) € mais potente que a
tacrina (ICsp = 130 nM) e huperzina A (ICso = 74 nM) apresentando um
ICs0 =47 nM. Estudos subsequentes levaram a sintese da huprina X (17b), um
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inibidor reversivel da AChE, que apresenta um alto potencial de inibicdo
(ICs0=1,3 nM) (CAMPS et al, 2000; BARRIL; OROZCO; LUQUE, 2001,
MUNOZ-TORRERO, CAMPS, 2006).

Estudos computacionais indicaram que os anéis heterociclicos da tacrina
e da huperzina A devem ocupar regides proximas ao sitio ativo da AChE e,
consequentemente, o hibrido deve apresentar um aumento significativo na
atividade inibitéria. As interagcbes da AChE de Torpedo californica (TCAChE)
com a huprina X sdo mostradas na Figura 12A, onde as esferas vermelhas
representam os atomos de oxigénio das moléculas de agua e as ligacdes de
hidrogénio sdo as linhas tracejadas (BARRIL; OROZCO; LUQUE, 2001). O
grupo amina da huprina X ocupa uma posi¢cdo similar ao grupo amina da
tacrina e da huperzina A, fazendo uma ligacdo de hidrogénio com uma
molécula de agua que se liga ao residuo de aspartato (D72), j& o nitrogénio do
anel piridinico faz uma ligacéo de hidrogénio com o residuo de histidina (H440)
(BARRIL; OROZCO; LUQUE, 2001).

Figura 12 - (A) Detalhe da estrutura 3D do complexo TcAChE-(-)-huprina X; (B)
sobreposicdo da (—-)-huprina X, tacrina e (-)-huperzina A. (Fonte:
BARRIL; OROZCO; LUQUE, 2001).

A Figura 12B ilustra a sobreposicao da (-)-huprina X (azul), tacrina
(branco) e (-)-huperzina A (vermelho) da maneira que elas se ligam ao sitio
ativo da enzima. Desta andlise observa-se que a unidade 4-aminoquinolinica
da huprina ocupa a mesma posicdo da unidade correspondente da tacrina. O
mesmo ocorre com as respectivas unidades carbobiciclicas da huprina e
huperzina (BARRIL; OROZCO; LUQUE, 2001).
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Recentemente, Ronco et al. (2009) sintetizaram uma série de huprinas
analogas a huprina X, porém nenhuma foi mais potente que o modelo original.
A Figura 13 ilustra as duas huprinas mais ativas da série (17c e 17d) e a
huprina X no sitio ativo da AChE humana (hAChE).

CHs

CHs

Cl
HN

17d

OH

Figura 13 - Huprina X (azul), 17c¢ (amarelo) e 17d (rosa) no sitio ativo da hAChE.
(Adaptado de: RONCO et al., 2009).

Alonso et al. (2005) sintetizaram uma série de hibridos de 11 e 12
desejando obter compostos capazes de interagir simultaneamente no sitio
periférico anidnico e sitio catalitico da AChE. Estas substancias combinam a
unidade acridina de 11 e indanona de 12 conectadas por diferentes
espacadores. Duas das 22 substancias sintetizadas apresentaram poténcia e
seletividade na inibicdo da AChE, com mecanismo de acdo competitivo (18a e
18b, Figura 14). A Figura 15 ilustra estas duas substancias no sitio ativo da
enzima e as linhas tracejadas sdo referentes as ligacbes de hidrogénio.
Estudos de docking molecular deste hibrido confirmaram as interagbes nos

diferentes sitios de ligacdo da enzima.

/N /N Cl
Q
AN AN |CH3 ) o
HN\i\/ls/\/N HN\/\/Nv\/N \
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18a ° 18b 0o

Figura 14 - Hibridos IAChE.
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Figura 15 - Compostos 18a (laranja) e 18b (verde) no sitio ativo da TcAChE. (Fonte:
ALONSO et al., 2005).

Na busca por novos IAChEs, Silva et al. (2006) planejaram trés hibridos
da tacrina e donepezil (19a, 19b e 19c, Figura 16) que foram avaliados por
docking. Todos apresentaram atividade in silico, sendo o composto 19¢ aquele
que interagiu mais com a enzima e sua sobreposicdo com a tacrina e 0
donepezil indica um modo de inibicdo semelhante aos modelos da hibridacao
(Figura 17).

NH,
o N NH o N o N NH,
HoN
/N
=
H4CO 19a HaCO 19b HsCO 19¢

OCHs OCH3 OCH3

Figura 16 - Hibridos planejados para analise de docking.
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Figura 17 - Sobreposicdo das estruturas da tacrina (rosa), donepezil (azul) e 8c
(laranja) no sitio ativo da TcCAChE. (Fonte: SILVA et al., 2006).

Devido a complexidade da Doenca de Alzheimer, varios esforcos vém
sendo realizados nos ultimos anos a fim de estabelecer terapias combinadas
para a manipulacdo de varios neurotransmissores como a noradrenalina,
dopamina, serotonina e glutamato, além da acetilcolina que estdo em baixa
concentracdo nos pacientes com DA. Estes déficits estdo envolvidos nos
declinios neuropsiquiatricos, funcionais e cognitivos caracteristicos dessa
doenca (MUNOZ-TORRERO, CAMPS, 2006).

Alguns estudos apontam que a combinacao de agentes terapéuticos que
agem em diferentes alvos, numa mesma molécula, pode ser mais potente que
os tratamentos separados, possibilitando menores doses e atenuando os
efeitos colaterais (MUNOZ-TORRERO, CAMPS, 2006; LANGE et al., 2010).
Neste contexto, Bachiller et al. (2009) planejaram e sintetizaram 23 hibridos de
11 com a melatonina (20, Figura 18), um neuro-horménio, com potente acao
antioxidante e efeito protetor da deposigéo extracelular do peptideo p-amildide,
que sofre declinio em pacientes com DA.

Os compostos sintetizados apresentaram propriedades colinérgicas e
antioxidantes, inibindo a AChE mais efetivamente que 11 e capturando os
radicais livres melhor que 20, além de inibir a agregacdo do peptideo p-

amiloide. Estes hibridos exibiram baixa toxicidade e sdo capazes de penetrar
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no sistema nervoso central de acordo com testes realizados in vitro
(BACHILLER et al., 2009).

Estudos de docking revelaram que estes hibridos interagem no sitio
catalitico (Ser203 e His447) e sitio periférico anibnico da enzima (Trp86,
Phe295, Phe297, Gly120, Gly121, Ala204, Tyr72 e Trp286). A Figura 18 ilustra
dois hibridos 20a (verde) e 20b (vermelho) no sitio ativo da hAChE
(BACHILLER et al., 2009).

NH
tacrina (11) melatonina (20) OCHjz

Cl N\
=

Cl  HN

i NH
E\ A/EQ
o” N
N
20a:n=5

20b'n=6 OCH;z

Figura 18 - Hibridos de 11 e 20 no sitio ativo da hAChE. (Adaptado de: BACHILLER et
al., 2009).

O docking molecular é amplamente utilizado para compreensdo do modo
de interacdo de determinada substancia que ja foi sintetizada e, muitas vezes,
avaliada in vitro ou in vivo, numa proteina. Existem também varios trabalhos
publicados utilizando esta técnica para 0 screening de varias substancias
depositadas em bibliotecas virtuais ou planejadas a partir de estudos de
relacdo estrutura-atividade. Uma alternativa interessante seria aplicar 0s
estudos de docking para o planejamento de hibridos, visando o
reconhecimento dos sitios de ligacdo/interacdo dos modelos originais e
realizando sobreposi¢des destes modelos, a fim de se obter estruturas com o
maximo de regifes passiveis de interagir com a enzima. No presente trabalho a
ferramenta de docking foi utilizada para avaliacado de derivados de um alcaloide
isolado no NuBBE (16, Figura 10) com potencial para estudos adicionais
visando um prototipo de farmaco inibidor de acetilcolinesterase. Foi
obviamente, um excelente aprendizado para um grupo com tradicdo em

quimica de Produtos Naturais.
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2 OBJETIVOS

v' Realizar estudos de “docking molecular” da (-)-3-O-acetil-espectalina e
alguns analogos racionalmente planejados na estrutura cristalina da
acetilcolinesterase, visando o reconhecimento dos sitios de
ligacdo/interacdo que possibilitam a modelagem molecular de novos
compostos hibridos.

v Selecionar o hibrido que apresente melhor viabilidade sintética e melhor
interacdo com a AChE.

v Realizar analise retrossintética do alvo selecionado.

<

Sintetizar o hibrido selecionado.

v Avaliar os compostos sintetizados quanto a atividade anticolinesterasica.

3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Estudos Computacionais para o planejamento do alvo sintético

Os estudos de docking molecular foram realizados utilizando o programa
FlexX no ambiente grafico do software SYBYL versdo 7.1 na estacdo de
trabalho silicon graphics modelo Onyx 3 VPro e processador MIPS R 14010
FPU no Laboratério de Avaliacdo e Sintese de Substancias Bioativas
(LASSBIo), sob a supervisao e valiosa colaboragao do Prof. Dr. Carlos Alberto
Manssour Fraga da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Este programa inicia o “docking” selecionando um “fragmento base” (FB)
que corresponde a parte mais rigida da molécula, contendo o maior nimero de
grupos funcionais passiveis de realizarem interacbes especificas com o0s
residuos de aminoacidos no sitio receptor. Assim, o FB da molécula é
posicionado no sitio ativo do receptor varias vezes e a cada posicionamento a
energia de interagao associada € calculada. A molécula é entdo “reconstruida”
com a adigéo dos fragmentos de maior liberdade conformacional restantes ao
FB selecionado em varias conformacdes que se encontram armazenadas em
um banco de dados sendo as energias de interacdo recalculadas. Os

fragmentos que contém grupos que podem formar ligacbes de hidrogénio sao
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colocados primeiro, ja que estas ligacdes irdo definir a geometria do ligante
com o sitio receptor (RAREY et al., 1996).

Os principais termos de energia (variacdo da energia livre de ligacéo,

AGiigacao) avaliados pelo programa FlexX, estdo descritos na equagéao abaixo:
AGiigacio = AGmarch + AGipo + AGampig + AGash + AGior

O AGigacao € a energia de ligacdo representada pelo termo Total Score.
AGnaich COrresponde a soma de pontos para interagdes direcionadas entre a
proteina e o ligante, e consiste em contribuicdes de energia individuais, como
interacdes por ligacbes de hidrogénio, interacdes aromaticas, etc. O termo
AGiipo, pOr sua vez, € uma medida dos “contatos” da superficie hidrofobica em
funcdo dos pares de atomos apolares do ligante e da proteina. Adicionalmente,
0 termo AGampig corresponde a mesma medida, porém envolvendo pares em
que um atomo é polar e o outro apolar. O termo AGcsn COrresponde a uma
funcdo de perda energética para as sobreposicdes entre o ligante e a proteina
(interacOes estéricas), que € baseada em valores do raio de Van der Waals.
Finalmente, o termo AG,,; € uma medida do custo entropico do congelamento
dos graus internos de liberdade, implicito em complexos ligante-receptor devido
a fatores limitantes da flexibilidade conformacional do ligante pelo “ambiente”
do sitio ativo (RAREY et al., 1996).

As estruturas tridimensionais da acetilcolinesterase de Torpedo
californica complexadas com a tacrina, donepezil e huperzina A foram retiradas
da base virtual Protein Data Bank, PDB (BERMAN et al., 2000) com os c6digos
1ACJ (HAREL et al., 1993), 1IEVE (KRYGER; SILMAN; SUSSMAN, 1999) e
1VOT (RAVES et al., 1997), respectivamente.

As proteinas foram preparadas pela remo¢do dos heteroatomos e
moléculas de agua e adicdo de todos os atomos de hidrogénio e cargas
AMBER. O sitio ativo da enzima foi definido pelos residuos de aminoacidos
num raio de 12 A a partir do ligante. Os ligantes receberam cargas Gasteiger-
Huckel.

As estruturas dos ligantes foram construidas e tiveram suas energias
minimizadas utilizando o programa PC Spartan Pro 1.0 para Windows

(Wavefunction). ApG6s cada experimento de docking, 30 complexos enzima-
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ligante foram salvos em arquivos com a extensao .mol2 para futuras anélises e

os valores teoricos de energia livre foram calculados.
3.2 Estudos Computacionais dos IAChE descobertos no NuBBE

Os experimentos de docking foram realizados utilizando o programa
FlexE, no ambiente grafico do software SYBYL versdo 7.1 na estacdo de
trabalho silicon graphics modelo Onyx 3 VPro e processador MIPS R 14010
FPU no LASSBio. Neste programa, uma proteina é gerada pela sobreposicao
de vérias estruturas protéicas selecionadas (ensemble). Partes semelhantes
das estruturas sdo fundidas, enquanto partes diferentes sdo tratadas
separadamente, consideradas simultaneamente e combinadas para formar
novas estruturas globais (CLAUBEN et al., 2001).

O FlexE é derivado do FlexX, portanto utiliza todos os conceitos
substanciais como esquema de interagcdes, algoritmos de construcdo e
funcdes. Estes conceitos sdo adaptados ao método do conjunto (CLAUBEN et
al., 2001).

As proteinas e ligantes foram preparados da mesma forma descrita no
item 3.1, porém o sitio ativo foi definido pelos residuos de aminoacidos num
raio de 15 A a partir do ligante da estrutura referéncia (LACJ). O sitio ativo do
conjunto foi definido pela uniédo de todos os ligantes.

Também foram realizados estudos de dindmica molecular. As estruturas
de cada ligante foram submetidas ao programa PRODRG e as geometrias e
topologias iniciais foram obtidas por docking. A manipulacao das estruturas foi
realizada no programa MOLDEN, utilizando o campo de forca GROMOS96 e
todos os célculos de dindmica molecular foram realizados e analisados
utilizando o pacote de simulagdo GROMACS.

Os sistemas AChE livre e AChE complexada com os ligantes foram
simulados por 5 ns cada e os ligantes sozinhos em solugéo foram simulados

por 100 ns, sendo a agua utilizada como solvente.
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3.3 Reagentes, solventes e instrumentagéo

v

SR N N N N N N N NN

NSERNER NN

<X

(\

3-hidroxi-2-hidroximetil-6-metil-piridina, 99%, 10 g, cdédigo Aldrich:
14442-8.

3-bromo-quinolina, 98%, 25 g, codigo Aldrich: 12413-3.
4-bromo-quinolina, 95%, 1 g, codigo Aldrich: 69394-4.
1,2-dibromo-etano, 98%, 250 g, cédigo Aldrich: D4075-2.

acido bromidrico, 48%, 1 L, cédigo Vetec: TC0295.

acido 3-hidroxi-picolinico, 98%, 5 g, codigo Aldrich: 15230-7

anidrido acético, 100%, 1 L, codigo Synth: 00A1096.05.BJ.

benzaldeido, 99,5%, 100 mL, codigo Aldrich: 41809-9.

brometo de benzila, 98%, 100 g, codigo Aldrich: B1790-5.

brometo de benzoila, 97%, 50 g, codigo Aldrich: 13972-6.

carbonato de manganés (MnCO3.XH,0), minimo 44%, 250 g, codigo
Vetec: 1676.

cicloexanona, 99%, 500 mL, cédigo Aldrich: 39824-1.

cloreto de acetila, 99%, 50 g, codigo Aldrich: 23957-7.

cloreto de benzila, 99%, 50 g, codigo Aldrich: 18555-8.

cloreto de n-butil-magnésio, 1,45 M em butil-glicima, 100 mL, codigo
Aldrich: 52992-3.

cloreto de terc-butil-difenil-silano, 98%, 10 g, cddigo Aldrich: 19553-7.
cloreto de tionila, 99%, 100 mL, cédigo Aldrich: 23046-4.

cloridrato de 3-hidroxi-2-hidroximetil-piridina, 85%, 25 g, cédigo Aldrich:
H31530.

complexo borano-tetraidrofurano, 1M em THF, 100 mL, codigo Aldrich:
17619-2.

hidreto de sédio, 95% (seco), 10 g, cédigo Aldrich: 22344-1.

hidrogeno difluoreto de potassio, 99%, 500 g, cédigo Acros: 219235000.
hidrogenossulfato  de tetrabutilaménio, 97%, 25 g, cédigo Aldrich:
15583-7.

hidroxido de potassio, 95%, 1 Kg, cédigo Quemis: QHHO022.

hidroxido de sédio, 97%, 1 Kg, codigo Quemis: QHHO023.

magnésio em granulos (20-230 mesh), 98%, 500 g, cédigo Aldrich:
25412-6.



51

v' 6xido de manganés IV (dioxido de manganés), 99%, 100 mesh, 100g,
cbdigo Acros: AC222581000.

v n-butil-litio, 1,6 M em hexano, 100 mL, codigo Aldrich: 18617-1.

terc-butil-litio, 1,7 M em pentano, 100 mL, cédigo Aldrich: 18619-8.

v’ triisopropil-borato, 97%, 100 mL, cédigo Fluka: 92085

(\

Os solventes utilizados foram de grau PA ou HPLC. Também foram
utilizados solventes grau técnico, purificados em destilador semi-industrial com
coluna de fracionamento (4 m de altura): hexano, acetato de etila, etanol,
metanol, acetona. Para todas as reagbes os solventes foram tratados e
destilados segundo a literatura especifica (PERRIN, 1988)

Para as separacdes cromatograficas em coluna foi utilizada Silica gel
(SiO,) para cromatografia flash (0,035 — 0,070 mm, diametro de poro ca 6 nm)
ACROS Organics. Para cromatografia em camada delgada preparativa foram
utilizadas placas de vidro 20 x 20 cm impregnadas com silica gel 500 microns,
Uniplate™ Analtech.

O método utilizado para o acompanhamento das reacfes foi
cromatografia em camada delgada comparativa, utilizando placas de aluminio

impregnadas com silica gel 60 F254 (Merck).

Para as analises espectroscopicas e espectrométricas foram utilizados
0S seguintes equipamentos:

v' Espectrometro de RMN Varian INOVA 500 (11,7 Tesla), operando em
freqiéncia de 500 MHz para os nucleos de hidrogénio e 125 MHz para o
carbono.

v' Cromatografo a gas acoplado a espectrdmetro de massas da marca
Shimadzu® modelo QP 5050A. Coluna capilar de silica fundida (30 m x 0,25
mm) com fase ligada DB-1MS (0,10 ym de espessura de filme); O
equipamento foi operado nas seguintes condi¢cdes: temperatura do injetor
de 280 °C; temperatura da interface de 300 °C; programacao da coluna com
temperatura inicial de 50 °C, permanecendo por 3 min, sendo acrescidos
6 °C/min até atingir 295 °C, permanecendo por 10 min; tempo total da
andlise: 53 min; gas carreador hélio (1 mL min™); press&o inicial na coluna:

56,0 kPa; taxa de split 1:20 e volume injetado de 1 pL. Para o
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espectrometro de massas (EM), foram utilizadas as seguintes condic¢oes:
energia de impacto: 70 eV; scan speed (velocidade de aquisicdo dos dados)
foi de 769 u.m.a./s; e fragmentos de m/z 40 a 500 Da em full scan, medidos

a intervalos de 0,5 s.
3.4 Reacdes
3.4.1 Oxidagéo da 3-hidroxi-2-hidroximetil-piridina (38)
3.4.1.1 Metodologia proposta por Wang et al. (1990)

O cloridrato da 3-hidroxi-2-hidroximetil-piridina (300 mg, 1,6 mmol) foi
neutralizado com 90 mg (1,6 mmol) de KOH em 15 mL de metanol em banho
de gelo por 1h sendo que o KCI formado foi removido por filtracdo simples. A
fase metandlica foi concentrada no evaporador rotatério fornecendo 190 mg da
base livre (38) que foi suspensa em CHCI; anidro e adicionados trés
equivalentes (420 mg) de dioxido de manganés (MnO;). A mistura foi mantida
em refluxo por 3 h, resfriada, filtrada e o residuo de MnO; lavado trés vezes
com CHCI;. A fase orgéanica foi concentrada em evaporador rotatério. Nenhum
produto foi obtido.

3.4.1.2 Metodologia proposta por Heinert e Martell (1959)

O cloridrato da 3-hidroxi-2-hidroximetil-piridina (38, 300 mg, 1,6 mmol) foi
solubilizado em 25 mL de agua e em seguida 30 mL de CHCI; foi adicionado.
Esta solucéo bifasica foi aquecida a 50 °C sendo em seguida adicionados trés
equivalentes de MnO, (420 mg) e duas gotas de H,SO, concentrado. A mistura
foi mantida sob refluxo e forte agitacédo por 45 min. As fases foram separadas,
sendo a fase aquosa particionada trés vezes com CHCI;. As fases organicas
foram reunidas e o solvente evaporado. Foi obtido um produto puro (solido
amarelo) identificado como a 2-carbaldeido-3-hidroxi-piridina (41) em 45% de
rendimento. Dados de RMN de *H (CDCl;, 500 MHz): & 7,29 (dd, 1H, J = 8,5;
1,5 Hz), 7,36 (dd, 1H, J = 8,5; 4,5 Hz), 8,28 (dd, 1H, J = 4,5; 1,5 Hz), 10,00 (s,
1H), 10,64 (sl, 1H). Dados de RMN de *C (CDCls, 125 MHz): § 125,9 (CH),
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129,9 (CH), 136,8 (C), 142,4 (CH), 156,6 (C), 198,6 (CH). CCD: R 0,65
(CHCls:MeOH 9:1).

3.4.2 Acetilagdo da 2-carbaldeido-3-hidroxi-piridina (41)

Uma solucédo da 2-carbaldeido-3-hidroxi-piridina (180 mg, 1,46 mmol)
em 2 mL de piridina anidra foi preparada sob atmosfera de N, e adicionado
0,10 mL de AcCl (1,46 mmol) ou 0,13 mL de Ac,O (1,46 mmol) previamente
destilados. Apés 2 h de agitagéo (t.a.) foram adicionados 3 mL de 4gua. A fase
aquosa foi extraida trés vezes com 5 mL de AcOEt. As fases organicas foram
reunidas e em seguida particionada com 5 mL de solucdo saturada de NacCl,
seca com MgSO; e filtrada. O solvente foi evaporado e o produto seco em linha
de alto vacuo (BRIARD et al., 2008). Foram obtidas a 2-carbaldeido-3-oxiacetil-
piridina (37, metodologia utilizando Ac,0) e o &cido 3-oxiacetil-picolinico (50,
metodologia utilizando AcCl) em mistura e devido aos baixos rendimentos

brutos (30% e 40%, respectivamente) estes compostos nao foram purificados.

3.4.3 Reacdes de protecdo da hidroxila piridinica da 3-hidroxi-2-
hidroximetil-piridina (38)

3.4.3.1 Grupos protetores acetil e TBDPS

Para a avaliacdo das metodologias foi utilizado o alcool 3-hidroxi-2-
hidroximetil-6-metil-piridina (38a) como modelo, sendo as reacgdes realizadas
sob atmosfera de N,. Nenhuma das reacdes utilizando TBDPSCI foi eficiente

nas condi¢cdes avaliadas nao levando a formacéo de produtos.

v" Metodologia 1

Uma solucéo do alcool (38a, 20 mg, 0,14 mmol) em 1 mL de DMF anidro
foi preparada e adicionados 3,36 mg de NaH (0,14 mmol) sendo a mistura
mantida em agitacdo. Ap6s 10 min foi adicionado um equivalente de anidrido
acético (Ac,0) previamente destilado (0,013 mL) ou cloreto de terc-butil-difenil-
silano (TBDPSCI, 0,04 mL). Depois de 15 min da adicdo de Ac,O ou TBDPSCI
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foi adicionada uma solucéo aquosa saturada e gelada de NH,CI (3 mL). A fase
aguosa foi extraida trés vezes com 5 mL de AcOEt. As fases organicas foram
reunidas e o solvente evaporado (RITTER; ZAROTTI; CARREIRA, 2004). Foi
obtida uma mistura de dois produtos com R; 0,55 e 0,68 utilizando Hex:AcOEt
1:9 como fase mével (FM) identificados como os derivados acetilados 44 e 43,

respectivamente.
v" Metodologia 2

Uma solucéo do alcool (38a, 20 mg, 0,14 mmol) em isopropanol (1 mL)
foi preparada e adicionado um equivalente de NaOH (5,6 mg, 0,14 mmol)
dissolvido no minimo de H,O. Em seguida foi adicionado um equivalente de
Ac,0 destilado (0,013 mL) ou TBDPSCI (0,04 mL). Ap6s 10 min o isopropanol
foi removido em linha de alto vacuo e os produtos foram solubilizados em
AcOEt, secos com MgSOQy, filtrados e o solvente evaporado em evaporador
rotatério (SRIVASTAVA; TANDON; RAY, 1992). Foi obtido o produto 43 (6leo
amarelo) puro em 49% de rendimento. Dados de RMN de *'H (CDCls,
500 MHz): & 1,99 (s, 3H), 2,24 (s, 3H), 2,47 (s, 3H), 5,09 (s, 2H), 7,08 (d, 1H,
J =8,5Hz), 7,27 (d, 1H, J = 8,5 Hz). Dados de RMN de **C (CDCls, 125 MHz):
8 20,6 (2 CH3), 23,6 (CH3), 62,6 (CH,), 123,9 (CH), 130,8 (CH), 143,7 (C),
146,3 (C), 155,7 (C), 168,8 (C), 170,3 (C). CCD: R 0,68 (Hex:AcOEt 1:9).

v' Metodologia 3

A solucéo do alcool (38a, 20 mg, 0,14 mmol) em THF anidro (1 mL)
foram adicionadas quantidades cataliticas de TBAH, um equivalente de NaOH
(5,6 mg, 0,14 mmol) e um equivalente de cloreto de acetila (AcCl) previamente
destilado (0,01 mL) ou TBDPSCI (0,04 mL). Ap6s 1h o meio reacional foi
filtrado e o precipitado lavado com THF. A fase organica foi evaporada em
evaporador rotatério (ILLI, 1979). Foi obtido o produto 44 (sélido amarelo) puro
em 85% de rendimento. Dados de RMN de 'H (CDCls;, 500 MHz): & 2,06
(s, 3H), 2,42 (s, 3H), 5,16 (s, 2H), 7,01 (d, 1H, J = 8,5 Hz), 7,14 (d, 1H,
J = 8,5 Hz). Dados de RMN de *3C (CDCls, 125 MHz): & 20,7 (CHs), 23,2 (CHa),
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64,6 (CHy), 125,6 (CH), 126,7 (CH), 140,1 (C), 150,1 (C), 150,3 (C), 174,2 (C).
CCD: R 0,55 (Hex:AcOEt 1:9).

3.43.2 Reacgdao de prote¢cdo com benzil

O cloridrato da 3-hidroxi-2-hidroximetil-piridina (38, 300 mg, 1,6 mmol) foi
suspenso em 15 mL de EtOH anidro, sendo depois adicionados dois
equivalentes de KOH (179 mg, 3,2 mmol) e um equivalente de brometo de
benzila (BnBr, 0,19 mL, 1,6 mmol). A mistura foi submetida ao refluxo por 24 h,
sendo em seguida diluida com 30 mL de H,O e extraida trés vezes com 20 mL
de AcOEt. A fase organica foi seca com MgSQ,, filtrada e o solvente evaporado
em evaporador rotatério (TAKEDA et al., 2003). O produto foi purificado por CC
utilizando silica como FE e AcOEt:Hex (7:3) como FM levando ao derivado
benzilado 47 (sélido amarelo) em 70% de rendimento. Dados de RMN de 'H
(CDCls, 500 MHz): & 4,75 (s, 2H), 5,05 (s, 2H), 7,10 (m, 2H), 7,29 (m, 3H), 7,33
(m, 2H), 8,10 (dd, 1H, J = 2,0; 4,0 Hz). Dados de RMN de **C (CDCls,
125 MHz): § 60,1 (CHy), 69,9 (CH,), 118,0 (CH), 122,5 (CH), 127,1 (CH), 128,2
(CH), 128,7 (CH), 135,9(C), 139,7 (CH), 148,8 (C), 151,4 (C). CCD: R¢ 0,69
(CHCI3:MeOH 9:1).

3.4.4 Oxidagao da 2-hidroximetil-3-oxibenzil-piridina (47)

3.44.1 Reagao de Swern

Uma solucdo de cloreto de oxalila destilado (0,146 mL, 1,6 mmol) em
CHCl, anidro sob atmosfera de N foi resfriada a —78°C e foi adicionado 0,163
mL de DMSO (2,3 mmol) tratado e destilado sendo a mistura submetida a
agitacdo por 30 min. Em seguida, 170 mg (0,8 mmol) da 2-hidroximetil-3-
oxibenzil-piridina (47) dissolvida em 2 mL de CH,Cl, e 5 gotas de DMSO foi
adicionada a mistura. Depois de 30 min, foram adicionados 0,57 mL (4,2 mmol)
de trietilamina destilada e a mistura foi mantida sob agitagdo por uma hora e
entdo a temperatura foi elevada a 0°C. Foram adicionados 5 mL de solucao
saturada de NH,Cl, as fases foram separadas e a fase aquosa foi particionada

trés vezes com 10 mL de éter etilico. As fases organicas foram reunidas e o
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solvente evaporado (OMURA; SWERN, 1978). O aldeido 48 n&o foi obtido

nesta metodologia.
3.4.4.2 Reacdo com diéxido de manganés

Uma solucdo da 2-hidroximetil-3-oxibenzil-piridina (47, 150 mg,
0,7 mmol) em CHCI; anidro foi preparada sob atmosfera de N, e adicionados
600 mg de MnO,. A mistura foi mantida sob agitacdo e refluxo por 80 min,
filtrada e o solvente evaporado (TAKEDA et al., 2003). Foi obtido um produto
puro (6leo amarelo) identificado como a 2-carbaldeido-3-oxibenzil-piridina (48)
em 75% de rendimento. Dados de RMN de *H (CDCls, 500 MHz): § 5,17 (s,
2H), 7,35 (m, 7H), 8,32 (dd, 1H, J = 4,5; 1,5 Hz), 10,35 (s, 1H). Dados de RMN
de 3C (CDCls, 125 MHz): & 70,6 (CH,), 121,7 (CH), 127,0 (CH), 128,4 (CH),
128,5 (CH), 128,8 (CH), 135,3 (C), 1415 (C), 142,4 (CH), 157,0 (C), 189,9
(CH). CCD: R; 0,71 (CHCl3:MeOH 9:1).

3.4.5 Acetilacdo do &cido 3-hidroxi-picolinico (49)

A uma suspensao do acido 3-hidroxi-picolinico (49, 200 mg) em 10 mL
de CHCIj3 anidro foram adicionados 2 mL de Ac,0 previamente destilado sendo
o sistema mantido sob refluxo por 12 h. Em seguida o solvente foi evaporado e
ao sélido foram adicionados 10 mL de &gua. A agua foi evaporada em
evaporador rotatério e o produto seco em linha de alto vacuo (MOON
et al.,2002). Foi obtido o acido 3-oxiacetil-picolinico (50, solido amarelo) puro
em 95% de rendimento. Dados de RMN de *H (CDCl;, 500 MHz): & 2,39 (s,
3H), 7,58 (dd, 1H, J = 8,0; 1,5 Hz), 7,63 (dd, 1H, J = 8,0; 4,5 Hz), 8,48 (dd, 1H,
J = 4,5; 1,5 Hz). Dados de RMN de **C (CDCls, 125 MHz): § 20,9 (CHs), 129,4
(CH), 133,9 (CH), 138,1 (C), 145,1 (CH), 148,6 (C), 161,3 (C), 169,0 (C). CCD:
R:0,38 (AcOEt:MeOH 9:1).



57

3.4.6 Reducao do &cido 3-oxiacetil-picolinico (50) com BH3. THF

A solucdo do acido acetilado 50 (50 mg, 0,3 mmol), obtido de acordo
com a reacao descrita no item 3.4.5, em 2 mL de THF anidro foi resfriada a —
10 °C sob atmosfera de N,. Em seguida o BH3;.THF (0,4 mL, 0,4 mmol) foi
adicionado e a temperatura elevada a t.a. sendo o sistema mantido sob
agitacéo por 16 h. Posteriormente, foram adicionados 2 mL de H,O a0 °C e a
fase aquosa tratada com 70 mg de carbonato de potassio e extraida trés vezes
com 5 mL de AcOEt. As fases organicas foram reunidas e o solvente
evaporado (YOON et al., 1973; MOON et al., 2002). O produto reduzido 51 n&o
foi obtido.

3.4.7 Acoplamentos com organolitio e organomagnésio

Todas as vidrarias utilizadas nestas reagOes foram secas em estufa a
110 °C por 5 h e mantidas em dessecador conectado a linha de alto vacuo até
0 uso. Os balbes e as barras magnéticas foram flambados sob atmosfera de
N,, sendo as rea¢cbBes também processadas sob atmosfera inerte. Quando
necessario, os produtos brutos foram submetidos a CC utilizando como FE
silica (h = 15 cm, @ = 2 cm). A eluigéo foi realizada em gradiente de Hex:AcOEt
(9:1) até 100% de AcOEt.

3.4.7.1 Reacado com n-butil-litio

Uma solucao da 4-bromo-quinolina (42, 50 mg, 0,24 mmol) em 3 mL de
THF anidro foi resfriada a —78 °C. Em seguida, gotejou-se o n-BuLi (0,27 mL,
0,9 mol/L) e a mistura mantida sob agitagcdo por 20 min. Posteriormente, uma
solucdo do aldeido (48, 0,24 mmol) em THF (1 mL) foi transferida via canula
para a mistura reacional. Apés 2,5 h a temperatura foi elevada a 0 °C e
adicionados 5 mL de solugdo saturada de NH4Cl. A fase aquosa foi
particionada trés vezes com 5 mL AcOEt sendo as fases orgéanicas reunidas e
0 solvente evaporado (LIMA et al., 2002). O produto bruto da reacdo foi
purificado em CC e obteve-se majoritariamente (47% de rendimento) a 2-n-
butil-quinolina (61). Dados de RMN de 'H (CDCls;, 500 MHz): & 0,89 (t, 3H,
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J=175 Hz), 1,37 (sex, 2H, J = 7,5 Hz), 1,72 (m, 2H), 2,90 (t, 2H, J = 8,0 Hz),
7,21 (d, 1H, J = 8,0 Hz), 7,39 (ddd, 1H, J=7,0; 7,0; 1,0 Hz), 7,59 (ddd, 1H,
J=7,0;7,0; 1,0 Hz), 7,68 (dd, 1H, J = 7,0; 1,0 Hz), 7,97 (d; 2H, 8,0 Hz). Dados
de RMN de 3C (CDCls, 125 MHz): & 13,9 (CHs), 22,6 (CHz), 32,1 (CH,), 39,0
(CH,), 121,3 (CH), 125,6 (CH), 126,6 (C), 127,4 (CH), 128,7 (CH), 129,2 (CH),
136,1 (CH), 147,8 (C), 163,0 (C).

3.4.7.2 Reagao com terc-butil-litio

Esta reacéo foi realizada da mesma maneira descrita no item 3.4.7.1,
porém foram utilizados dois equivalentes de t-BuLi (0,28 mL, 1,7 mol/L) (JEN;
CAVA, 1983). Foi obtida uma mistura complexa de produtos que foi analisada
por CG/MS.

3.4.7.3 Reacdo com tributiimagnesato de litio

Uma solucéo (-10°C) de n-BuMgClI (0,45 mL, 1,45 mol/L) em 3 mL de
THF anidro foi preparada sob agitacdo e adicionado o n-BuLi (1,45 mL, 0,9
mol/L). Apos 1 h o sistema foi resfriado a —30 °C e a 3-bromo-quinolina (57,
0,23 mL, 1,7 mmol) adicionada. Em seguida a temperatura foi mantida em —10
°C por 2,5h e o benzaldeido previamente destilado (0,17 mL, 1,7 mmol)
adicionado. Apds 1 h foi adicionado 0,5 mL de agua e a temperatura elevada a
t.a.. O solvente foi evaporado em rota-evaporador e o produto seco em linha de
alto vacuo (DUMOUCHEL et al., 2003). Nenhum produto foi obtido nesta

metodologia.

3.4.7.4 Reacéo de Grignard

O magnésio (30 mg, 1,25 mmol) foi lavado com solucédo aquosa diluida
de HCI (0,1 mol/L), com acetona e depois seco em linha de alto vacuo. Apds
este procedimento adicionou-se 3 mL de THF anidro e o sistema foi submetido
a agitacao e refluxo. A solucéo de 3-bromo-quinolina (57, 0,16 mL, 1,25 mmol),
em 1 mL de THF foi adicionada lentamente. Para catalisar a formacdo do

brometo de 3-quinolinil-magnésio (65) foram adicionadas duas gotas de
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1,2-dibromo-etano. Quando todo magnésio foi consumido, o benzaldeido
previamente destilado (0,13 mL, 1,25 mmol) dissolvido em 0,5 mL de THF foi
gotejado no meio reacional. Apds 2 h foram adicionados 2 mL de agua sendo a
fase aquosa extraida trés vezes com 5 mL de AcOEt, as fases organicas foram
reunidas e o solvente evaporado (SABERI; SHAH; SIMONS, 2005). O produto
bruto da reacéo foi purificado em CC e obteve-se majoritariamente (78% de
rendimento) a quinolina (60). Dados de RMN de *H (CDCls, 500 MHz): & 7,33
(dd, 1H, J =8,5; 4,0 Hz), 7,48 (ddd, 1H, J=38,5; 8,5; 1,5 Hz), 7,65 (ddd, 1H,
J=8,5; 85; 1,5 Hz), 7,75 (dd, 1H, J=8,5; 1,5 Hz), 8,08 (dd, 2H, J =8,5;
1,5 Hz), 8,85 (dd, 1H, J = 4,0; 1,5 Hz).

3.4.7.5 TitulagBes dos organolitios e organomagnésio comerciais

Uma solucdo padrdo de mentol em THF anidro (1 mL, 1 mol/L) foi
preparada num baldo de 10 mL e adicionado uma ponta de espatula de
o-fenantrolina (indicador) sob agitacdo. A solucdo comercial do reagente
(seringa graduada) foi adicionada lentamente até o ponto de viragem (incolor—
violeta para organomagnésio e incolor-vermelho para organolitios). Em
seguida toda solucéo restante na seringa foi adicionada no baldo e a mistura
reacional foi re-titulada com a solucdo padrdo de mentol (WATSON;
EASTHAM, 1967).

3.4.8 Halogenacéao da 2-hidroximetil-3-oxibenzil-piridina (47)

Uma solug¢édo do alcool (47, 100 mg, 0,47 mmol) em 3 mL de
CHCI3; anidro foi preparada e a temperatura reduzida a 0 °C. Em seguida
0,1 mL de SOCI, foi gotejado e o sistema mantido sob agitacdo por3hat.a.. O
excesso de SOCI, e solvente foram evaporados com N, (BONFANTI et al.,
2007). Foi obtido um produto puro (sélido branco) identificado como o cloridrato
da 2-clorometil-3-oxibenzil-piridina (68) em 85% de rendimento. Dados de RMN
de 'H (CDs;0OD, 500 MHz): & 4,97 (s, 2H), 5,45 (s, 2H), 7,38 (m, 1H), 7,43 (m,
2H), 7,52 (m, 2H), 7,96 (dd, 1H, J = 8,5; 5,5 Hz), 8,32 (dd, 1H, J = 8,5; 1,5 Hz),
8,39 (dd, 1H, J = 5,5; 1,5 Hz). Dados de RMN de **C (CDs;OD, 125 MHz):
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§37,3 (CH,), 73,1 (CH,), 128,9 (CH), 129,1 (CH), 129,9 (2 CH), 130,3 (CH),
135,1 (CH), 136,1 (C), 143,0 (C), 156,3 (C). CCD: R; 0,58 (Hex:AcOEt 1:1).

3.4.9 Preparacéao do 3-quinolinil-trifluorborato de potassio (67)

O brometo de 3-quinolinil-magnésio (65, 2,8 mmol) foi preparado como
descrito no item 3.4.7.4 e apos todo magnésio ser consumido, a temperatura foi
reduzida a —15 °C e 0,7 mL de triisopropil-borato (2,8 mmol) solubilizado em
5 mL de THF foi adicionado lentamente. Apos 1 h a temperatura foi elevada a
0 °C e 30 min depois uma solugcéo aquosa saturada de hidrogeno fluoreto de
potassio (KHF2, 733 mg, 9,4 mmol) foi adicionada. Em seguida o solvente foi
evaporado e o sélido obtido foi extraido duas vezes com acetona a t.a. e duas
vezes com acetona quente. As fases organicas foram reunidas e o solvente
evaporado. O sdlido foi re-dissolvido no minimo de acetona quente, a solucdo
foi filtrada e deixada resfriar a temperatura ambiente. Para completar a
precipitacdo foi adicionado 1 mL de éter etilico. Foi obtido um sélido vermelho
em 5% de rendimento por filtracdo a pressado reduzida. (DARSES; MICHAUD;
GENET, 1999).

3.5 Avaliacéo da atividade anticolinesterasica

O ensaio qualitativo por bioautografia (Cromatografia em Camada
Delgada — CCD), consiste no desenvolvimento de uma cromatoplaca com a
substancia em analise, juntamente com um controle positivo (fisostigmina ou
galantamina) inibidor da enzima acetilcolinesterase (AChE) (Figura 19). Apés o
desenvolvimento da cromatografia, a cromatoplaca foi borrifada com a solucao
da enzima (Solugédo A) e incubada em camara umida fechada a 37 °C por
20 minutos. Em seguida borrifada com a solugéo do revelador (Solugéo D). A
coloragédo roxa aparece em aproximadamente 2 minutos. O aparecimento de
halo branco sobre um fundo de coloracdo roxa indica que houve inibicdo da
atividade enzimatica. A Figura 19 ilustra um esquema das reacdes que se
sucedem até o aparecimento da coloracdo na cromatoplaca. A AChE hidroliza
0 acetato de l-naftila levando ao w-naftol que reage com o sal fast blue B

(substituicdo eletrofilica aromatica) formando o corante azdico (roxo). Quando a
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amostra é capaz de inibir a enzima o a-naftol ndo é formado e é possivel

observar um halo branco na

HOSTETTMANN, 2002).

cromatoplaca (MARSTON; KISSLING;

HO

H,CQ

]
N=| N N=N| 5 -
sal Fast Blue B

acetato de 1-naftila - naftol

CH,;COOH

inibidores

H3CO

chi% Q@”

CH3
galantamina
(halo branco)

fisostigmina
(halo branco)

h‘
N
OCH,
H,CO
N

N
*OH
corante azéico

(roxo)

cromatoplaca

Figura 19 - Reacfes quimicas envolvidas no ensaio por bioautografia.

Os resultados foram observados e fotografados em camera fotografica

Epson e os valores de R; calculados para os halos onde houve inibicdo da

enzima.

3.5.1 Preparo das solucbdes

Preparo do tampao: 0,313 g Tris/HCI em 40 mL de H,O deionizada (ajustar

pH ~7,8)

Solucdo A: A enzima acetilcolinesterase (1000 U, Sigma, produto n® C2880) é

previamente dissolvida em 1 mL da solugcéo tampéo Tris/HCI, pH ~ 7,8. Dessa

solucéo, 200 pyL sao diluidos em 30 mL do tampao e adicionado 30 mg de

albumina bovina;

Solucéo B: 12,5 mg de acetato de 1-naftila em 5 mL de etanol,

Solucédo C: 50 mg do sal Fast Blue B em 20 mL de 4gua destilada;

Solucéo D: juntar as solucéo B e C.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Planejamento do alvo sintético através dos estudos de modelagem
molecular

Para os estudos de docking molecular, foi selecionada a estrutura
cristalina da TcAChE, que é muito semelhante a AChE humana (hAChE),
sendo uma das principais diferengas o residuo de aspartato da triade catalitica
para a hAChE que é substituido pelo glutamato na TcAChE. Esta enzima é
composta por 537 aminodacidos e caracterizada por uma cavidade profunda e
estreita que leva até o sitio ativo (BARRIL; OROZCO; LUQUE, 2001; CASTRO;
MARTINEZ, 2001). Existem complexos hAChE-ligantes depositados no PDB
(BERMAN et al., 2000), porém foram observadas deformacdes estruturais em
varias regides da enzima o que levou a escolha da TcAChE.

As diferencas estruturais entre os IAChEs conhecidos ilustram a
diversidade e complexidade das interagOes entre os inibidores e a enzima. Por
este motivo foram analisados diversos complexos TcAChE-ligante, para
observar as deformacdes estruturais que cada um dos inibidores poderia
conferir a enzima. Estas caracteristicas devem ser analisadas, pois a escolha
da enzima é fundamental na criacdo de um modelo de docking confiavel e
reprodutivel.

O complexo TcAChE-rivastigmina foi descartado deste estudo, ja que
este inibidor apresenta um modo de inibicdo pseudo-reversivel, formando uma
ligacdo covalente com a enzima (VIEGAS JR. et al., 2004), que gera uma
deformacéo nesta proteina.

Foi observado que o residuo de fenilalanina (Phe330) pode assumir trés
diferentes conformacdes dependendo da natureza do inibidor e esta diferenca
ndo pode ser ignorada, pois este residuo faz parte da cavidade aromética, que
é fundamental na orientacdo do ligante para atingir o sitio ativo da enzima
(BARRIL; OROZCO; LUQUE, 2001).

As trés possiveis conformacdes da Phe330 estdo descritas na literatura,
sendo o complexo TcAChE-donepezil caracterizado pela conformacéo aberta,
TcAChE-tacrina pela conformacgdo fechada e TcAChE-huperzina A pela

conformacao meio-aberta (XIE et al., 2006).
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Por este motivo foram escolhidas para os estudos de docking as
estruturas cristalinas de AChE complexadas com a tacrina (11), donepezil (12)
e (-)-huperzina A (15), com os codigos PDB 1ACJ, 1EVE e 1VOT,
respectivamente. Num primeiro momento desejava-se selecionar uma destas
trés estruturas protéicas para dar continuidade ao trabalho. Para isto, as
enzimas foram tratadas como descrito na metodologia e foram realizados
experimentos de self-docking e cross-docking nas trés proteinas com os
ligantes 11, 12, 15 e galantamina (14).

O self-docking consiste em atracar o ligante no préprio receptor em que
foi cristalizado e cross-docking em atracar o ligante nas outras proteinas
estudadas (NABUURS; WAGENER; VLIEG, 2007). Em seguida, a estrutura do
ligante obtida por docking é sobreposta com a estrutura original obtida da
enzima em que foi cristalizado. Quanto maior o grau de similaridade obtido
entre as duas estruturas, melhor o modelo de docking. A Tabela 1 ilustra como

foram realizadas as analises de self e cross-docking.

Tabela 1 - Experimentos realizados de self e cross-docking

1ACJ 1EVE 1vVOoT
tacrina self-docking® cross-docking cross-docking
donepezil cross-docking® self-docking cross-docking
(-)-huperzina A cross-docking cross-docking self-docking
galantamina® cross-docking cross-docking cross-docking

% retirada do complexo TcAChE-galantamina com cédigo PDB 1DX6
® auto-docking
¢ docking cruzado

A comparacdo estrutural nestas técnicas € realizada pela medida de
RMSD (Root Mean Squared Deviation). Este valor é obtido pela soma das
distancias entre os atomos correspondentes nas duas estruturas dividida pelo
namero de atomos. A unidade de RMSD ¢ angstrom (A) e quanto mais proximo
o valor obtido de zero, mais similares séo as estruturas e melhor o modelo de
docking analisado (SOTRIFFER; DRAMBURG, 2005).

As sobreposicdes obtidas para o self-docking das trés enzimas foram
satisfatérias, porém as sobreposi¢cdes do cross-docking revelaram diferencas

grandes entre as estruturas dos ligantes. Estes resultados comprovam a
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importancia da conformacéo do residuo de Phe330 no mecanismo de inibicdo
da enzima. Como na técnica de docking o receptor ndo apresenta mobilidade,
optou-se por seguir os estudos computacionais utilizando as trés enzimas
(1ACJ, 1EVE e 1VOT).

Dados da literatura descrevem que a galantamina confere conformacéo
aberta ao residuo de Phe330 (PILGER et al.,, 2001) sendo que a melhor
sobreposicado obtida por cross-docking para este ligante foi para a enzima
1EVE, que também tem a Phe330 na mesma conformacdo. Este resultado
confirma que as estruturas protéicas estdo otimizadas e que a avaliacdo das
variacbes na conformacdo da Phe330 € importante e pode influenciar na
complementaridade das interacdes enzima-ligante. Isto demonstra a relevancia
da analise nas trés enzimas para gerar um modelo de docking mais eficiente e
confiavel a ser utilizado nos estudos com novos ligantes.

A Figura 20 ilustra as trés possiveis conformacfes da Phe 330 sem os
respectivos ligantes. A Figura 21 representa a tacrina, o donepezil e a
(-)-huperzina A no sitio ativo da TcAChE.

Figura 20 - Orientacdes da Phe330 (roxo) no sitio ativo da AChE para 1ACJ (A),
1EVE (B) e 1VOT (C).
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Figura 21 - TcCAChE complexada com tacrina (A), donepezil (B) e (-)-huperzina A.

Com o modelo de docking determinado, os estudos foram direcionados a
avaliacdo do potencial inibitério da (-)-3-O-acetil-espectalina (16, Figura 22) e,
ja pensando na viabilidade sintética dos hibridos moleculares a serem
planejados, optou-se por verificar virtualmente a importancia do tamanho da
cadeia lateral de 16, bem como a necessidade de quiralidade nesta molécula
para a atividade anticolinesterasica. Assim, foram planejados alguns analogos
deste alcaldide variando a estereoquimica dos centros estereogénicos (21 e

22), aromaticidade do anel (23) e tamanho da cadeia lateral (24, Figura 22).

AcO.,, AcO.,, AcO.,
[ R
R s R R
W\ /1,, CHj \ CH CHj
HeC™ TN /\Hn/\n/ HaC' N n ° HCY N
(0] H fe) H (0]
16:n=9 2lain=7 2a:n=7
l6a:n=7 21b:n=9 22b:n=9
AcO AcO.
X e o
~ CH3 Y R S
H3C N n H3C ’\Il (:H3
23n=7 © Ho 2

Figura 22 - Substancias inicialmente selecionadas para estudos de docking.
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Os anélogos 16, 21 e 22, que apresentam variacdes de duas unidades
metilénicas no tamanho da cadeia lateral, foram planejadas a partir da
observacdo dos alcaléides homdlogos (-)-cassina e (—)-espectalina que co-
ocorrem em Senna spectabilis (PIVATTO et al., 2005).

Foram realizadas as andlises de docking de todas as estruturas
(Figura 22) nas trés estruturas cristalinas de TcAChE (1ACJ, 1EVE e 1VOT).
Os valores de AGjgaczo para estas substancias, bem como para a tacrina,

(-)-huperzina A, donepezil e galantamina estao apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Valores de AGjigaczo (kJ/mol) para 16 e analogos planejados

1ACJ 1EVE 1VvOT
tacrina -15,140 —14,080 -11,660
(-)-huperzina A -19,850 -11,860 -15,700
donepezil -11,760 -18,980 -14,330
galantamina -16,770 -19,550 -10,050
16 -11,220 - 7,617 - 1,656

16a - 7,242 - 8,572 -3,921

2la - 7,202 —-11,141 —3,159

21b - 5,800 - 9,246 -0,288

22a — 7,247 —10,449 — 4,422

22b -6,291 - 7,904 —-1,497
23 —-10,147 - 21,689 —-10,739

24 —-19,388 —13,983 - 8,319

Os compostos 23 e 24 apresentaram melhores valores para AGjigacao €
por isto foram selecionados como modelos para a hibridagcdo molecular. Cabe
ressaltar que 23 ndo apresenta centros estereogénicos e 24 tem cadeia lateral
pequena, fatores que contribuem a viabilidade sintética. Também era de
interesse selecionar uma substancia estudada no NuBBE para servir como
modelo na hibridacdo molecular, sendo que dentre os metabdlitos avaliados,
16a foi o que apresentou os melhores valores de AGjgacao, além da melhor

geometria no interior da enzima.
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A Figura 23 ilustra os compostos 16a, 23 e 24 no sitio ativo de TcAChE,
relativos aos melhores valores de AGjgacao para cada (1EVE, 1EVE e 1ACJ,

respectivamente).

Figura 23 - Moléculas selecionadas como modelos para hibridacdo molecular (roxo),
24 (A), 23 (B) e 16a (C) no sitio ativo da TCAChE.

As sobreposi¢des dos IAChE classicos com a (-)-3-O-acetil-espectalina
(16) e analogos podem auxiliar no desenho de hibridos moleculares capazes
de interagir em diferentes pontos da enzima.

Inibidores que atuam no sitio catalitico e periférico anibnico mutuamente
sdo muito atrativos, ja que a AChE também esta presente em tecidos que nao
estdo diretamente relacionados aos nervos colinérgicos. Estudos recentes
descrevem que o peptideo B-amildide se liga ao sitio periférico anidénico da
AChE formando um complexo muito estavel, que é capaz de alterar as
propriedades bioquimicas e farmacolégicas da enzima, além de aumentar a
neurotoxicidade das fibrilas B-amildides. Portanto, a modulacdo da enzima
AChE pode melhorar o déficit colinérgico e diminuir a deposi¢ao do peptideo B-
amildide, que representa um alvo promissor no tratamento da Doenca de
Alzheimer (CASTRO; MARTINEZ, 2001).
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Os compostos 16a, 23 e 24 foram sobrepostos com o donepezil, a
(-)-huperzina A, a tacrina e a galantamina para o planejamento racional dos
hibridos a serem avaliados por docking e as melhores sobreposi¢des foram
escolhidas tendo como critério de selegcdo o maior nimero de interagdes do
ligante com a enzima.

As sobreposicdes do donepezil com 16a, 23 e 24 estdo ilustradas na
Figura 24 e a partir delas foram desenhados os hibridos 19, 20 e 21
(Figura 25).

Figura 24 - Sobreposicdes do donepezil (verde) com 24 (A), 16a (B) e 23 (C).

H3C O.,, ”
D o
° o\ M, )J\
HsC N - CHs

O) :
26
H3CO
27a: *R), R=H
27b:*(R), R = ~CH,-Ph
27¢: %(S), R=H
_°

27d:%(S), R = ~CHy-Ph

Figura 25 - Hibridos do donepezil com os compostos 16a, 23 e 24.

A (-)-huperzina A foi sobreposta com as substancias 16a, 23 e 24
(Figura 26) e a partir das sobreposi¢des foram desenhados os hibridos 28 e 29
(Figura 27).
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Figura 26 - Sobreposi¢des da (—)-huperzina A (amarelo) com 24 (A), 16a (B) e 23 (C).

28a:n=1
28b:n=10

Figura 27 - Hibridos da (-)-huperzina A com 16a, 23 e 24.

A sobreposigéo da tacrina (11) com o composto 24 gerou o hibrido 30
(Figura 28).

\

N

30

Figura 28 - Sobreposicdo de 11 (roxo) com 24 e o hibrido desenhado 30.

Foi realizado docking molecular destes hibridos nas trés estruturas de
TcAChE. Os valores de AGjgacso para estes compostos estdo descritos na
Tabela 3.
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Tabela 3 - Valores de AGjigacso (kJ/mol) para os hibridos planejados

1ACJ 1EVE 1vVOoT
tacrina —-15,140 —14,080 -11,660
(-)-huperzina A -19,850 -11,860 -15,700
donepezil -11,760 —18,980 -14,330
galantamina -16,770 —19,550 -10,050
25 7,548 -17,156 -11,153
26 —6,557 -15,721 -12,156
27a -13,883 -15,916 -10,817

27c -12,528 -18,047 -9,554

27b —-7,700 -15,000 -9,233
27d -6,972 -12,102 -10,617
28a -12,790 -16,366 -14,879

28b -11,590 —-14,604 -5,693
29 -17,165 -26,389 -20,661
30 -25,851 —-21,964 —19,696

A maioria dos hibridos apresentou valores de AGjgacao Mais satisfatorios
que os ligantes utilizados como modelo (tacrina, (—)-huperzina A, donepezil e
galantamina), justificando o planejamento racional realizado. As substancias 29
e 30 apresentaram os melhores valores de AGjgaczao NOS sitios ativos de 1EVE e

1ACJ, respectivamente (Figura 29).

Figura 29 - Hibridos (roxo) 29 (A) e 30 (B) no sitio ativo da TcCAChE.
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Analisando a viabilidade sintética destes hibridos, foram construidos

varios analogos (Figura 30). Estes compostos foram submetidos ao docking e

os valores de AGjigacao €Stéo descritos na Tabela 4.

29: H
29a: H
29b: H
2c: H
29d: CHs
29e: CHs
29f: CHs
299: CH3

OO0 w>» 00w >

R, N

30: H H
30a: H Cl
30b: OH H

30c: OH Cl

31:
3la:
31b:
3lc:

Ri R

OH H
OH cl

Figura 30 - Analogos planejados a partir dos hibridos 29 e 30.

Tabela 4 - Valores de AGjigacso (kJ/mol) para os anélogos dos hibridos 29 e 30

1ACJ 1EVE 1vVOT
29 -17,165 —-26,389 -20,661
29a -25,156 -29,239 —-26,110
29b —25,459 -30,710 —25,237
29c —-20,533 -29,177 -13,327
29d -16,131 -29,212 -15,863
29e —21,045 -29,128 -18,978
29f -22,603 —22,277 —21,955
299 -19,991 -31,276 -17,920
30 -25,851 -21,964 -19,696
30a -20,554 -17,711 -17,315
30b -23,691 -22,021 -19,588
30c -17,030 -20,243 -18,433
3la —-28,583 -27,340 -22,132
31b —24,848 -26,254 -19,386
31c —26,500 —-27,690 -21,020
31d -22,187 —26,898 -20,850
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Os anélogos piridinicos 31 gerados a partir de 30 apresentaram
interacfes mais efetivas com a enzima que os analogos piperidinicos, o que
pode ser explicado pelas interacbes m—n que 0s compostos 3la-d podem
realizar com os residuos de aminoacidos da cavidade aromatica. A analise
deste resultado é bastante interessante tendo em conta a viabilidade sintética
destes hibridos, uma vez que a preparacdo dos anélogos 30a-d necessitaria de
sintese enantiosseletiva.

Analisando os dados da Tabela 4 foi possivel observar que os hibridos
299 e 3la apresentaram os melhores valores de AGjgacso Nas enzimas 1EVE e
1ACJ, respectivamente, sendo que o segundo foi selecionado para sintese
devido a sua maior viabilidade (Figura 31). Além disto, o hibrido 31c também
apresentou bom valor de AGjgacao Na enzima 1EVE sendo um intermediario

sintético na preparacéao de 3la.

Figura 31 - Hibrido 31a no sitio ativo da AChE selecionado como alvo sintético.
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4.2 Estudos Computacionais dos IAChE descobertos no NuBBE

4.2.1 Analise do modo de inibicdo dos derivados semi-sintéticos

Os derivados semi-sintéticos 32 e 33 (Figura 32) descobertos no
NuBBE, foram patenteados devido a suas potentes atividades inibidoras da
AChE in vivo, além de baixa toxicidade. Estas substancias despertaram o

interesse de uma indastria farmacéutica e estdo em fase pré-clinica.
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Figura 32 - IAChEs em fase pré-clinica.

Estudos farmacologicos sobre o modo de inibicdo destes alcalbides
indicaram que eles sdo IAChE nao-competitivos (CASTRO et al.,, 2008).
Analisando os resultados computacionais relativos a inibicdo da TcAChE pela
(-)-3-O-acetil-espectalina, foi possivel observar que o modo de inibi¢éo in silico
também era ndo-competitivo. Este fato motivou estudos computacionais mais
elaborados para verificar se 0 modo de inibicdo obtido in silico seria coerente
com os resultados in vivo.

Os experimentos de docking foram realizados utilizando o programa
FlexE, que fornece dados mais sofisticados que o FlexX, ja que confere uma
certa flexibilidade a proteina através do método ensemble (item 3.2).

O FlexE gera uma proteina global considerando todas as caracteristicas
das enzimas selecionadas (1ACJ, 1EVE e 1VOT), ndo sendo necessario
realizar o docking nas trés proteinas separadamente. Como explicado no item
4.1, foi realizado o cross-docking na proteina gerada pelo programa com 0s
IAChESs tacrina, donepezil, (-)-huperzina A e galantamina.

A andlise computacional revelou que nenhum destes derivados foi capaz
de penetrar profundamente no sitio ativo da enzima, o que pode estar
associado a longa cadeia lateral em C-6 (Figura 33). Além disto, estes
compostos ndo interagiram com nenhum dos residuos da triade catalitica

(Ser200, Glu327 e His440), indicando um modo de inibigdo ndo-competitivo.
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O donepezil apresenta uma inibicdo ndo-competitiva e interage com o
residuo de Phe330 através do anel piperidinico, sendo esta uma das principais
caracteristicas no seu modo de inibicdo (KRYGER; SILMAN; SUSSMAN,
1999). Por este motivo, foram analisadas as possiveis interagbes entre 0s
analogos semi-sintéticos e a Phe330. O composto 32 nao interage com este
residuo (Figura 33A), ja a funcéo terc-butil de 33 realiza interagcfes de van der
Waals com a Phe330 (Figura 33B).

A entrada da cavidade, também chamada de sitio periférico anibnico,
estd representada pelos residuos de aminoacidos Tyr70, Tyrl21 e Trp279
(verde na Figura 33A e B e rosa na Figura 33C e D).

Foram observadas ligacdes de hidrogénio entre 32 e o residuo de
Tyrl21 através do atomo de H pertencente ao grupo amino protonado da parte
piperidinica e também através do oxigénio do grupo éster (Figura 33A). A
substancia 33 também apresentou ligagcbes de hidrogénio com Tyrl21,
envolvendo os dois oxigénios do grupo BOC, e com Glu73 através do oxigénio
do grupo carbonila terminal (Figura 33B).

Adicionalmente, estudos de docking com a acetilcolina, agonista da
AChE, confirmaram o mecanismo de inibicdo ndo-competitivo destas duas
substancias, ja que elas interagem em regides diferentes da enzima
(Figura 33C e D) (CASTRO et al., 2008).
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Figura 33 - Resultados in silico para 32 (A) e 33 (B) e comparacdo com a ACh (C e D).

4.2.2 Avaliacéo da inibicdo da AChE pela (-)-3-O-acetil-espectalina e (-)-3-
O-acetil-cassina

O estudo realizado por Pivatto et al.,, 2005, revelou que os alcaldides
piperidinicos de S. spectabilis estdo em mistura de pares homologos
[(-)- cassina (34) e (-)-espectalina (35), Figura 34], portanto a reacao de
acetilacdo desta mistura para a preparacdo do cloridrato da (-)-3-O-acetil-
espectalina (32), na realidade gera uma mistura de 32 e do cloridrato da (-)-3-
O-acetil-cassina (36, Figura 34).

HO.,,, O H3C\”/O.,,///
W in,, ", C H3 (@] o ® ///,,,, CH 3
Hee N Y e N Y
H ©'H

(@] cl (@]
34:n =7, (-)-cassina 36:n =7, cloridrato da (-)-3-O-acetil-cassina
35:n =9, (-)-espectalina 32:n =9, cloridrato da (-)-3-O-acetil-espectalina

Figura 34 - Alcalbides de S. spectabilis e derivados semi-sintéticos.
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Duas unidades metilénicas podem parecer pouco para influenciar na
atividade biolégica, porém o reconhecimento molecular de uma substancia
(micromolécula) pela biomacromolécula (enzima) € dependente da estrutura do
ligante, incluindo o arranjo espacial dos seus grupamentos funcionais, que
devem ser complementares ao sitio de ligagdo. As interagfes entre proteina e
micromolécula apresentam caracteristicas tridimensionais dinamicas, assim, o
volume molecular do ligante, as distancias interatbmicas e o arranjo espacial
entre os grupamentos farmacoféricos sdo fundamentais na inibicdo de uma
enzima (BARREIRO; FRAGA, 2001).

Com base nestes dados e nos resultados preliminares de docking
descritos no item 4.1, que sugerem uma diferenca no potencial de inibicdo da
AChE entre a (-)-3-O-acetil-espectalina e (-)-3-O-acetil-cassina, foram
realizados estudos computacionais mais detalhados para verificar a magnitude

desta diferenca.

4.2.2.1 Estudos de docking molecular para os derivados 32 e 36

As andlises de docking molecular foram realizadas utilizando o programa
FlexE. O melhor valor de AGjgacso para 36 foi —11,602 kJ/mol, sendo que a
analise do complexo enzima-ligante revelou interacfes de van der Waals entre
o anel piperidinico e os anéis aromaticos dos residuos Phe288 e Phe290
(Figura 35A). Além disto, 36 apresentou ligacdes de hidrogénio com o grupo
—NH da Phe288 através do grupo acetila em C-3 do anel piperidinico, com a
Gly118, Gly119 e Ala201, através do oxigénio da carbonila no final da cadeia
lateral e com a Tyrl21 através do atomo de hidrogénio pertencente ao grupo
amina protonada do anel piperidinico (Figura 35A). Este composto ainda realiza
uma ligacdo de hidrogénio com um dos residuos de aminoacidos da triade
catalitica (Ser200) através do oxigénio pertencente ao grupo acetila terminal
(Figura 35A).

O melhor valor de AGjigacao para 32 foi —2,236 kJ/mol, quando comparado
com 0 AGjigacao Obtido para 36, sugere que 32 seja menos potente na inibi¢céo
da AChE que 36. O composto 32 realiza ligacdes de hidrogénio com a Lys341
através do grupo acetila em C-3 do anel piperidinico, com a Pro76 através do
atomo de hidrogénio pertencente ao grupo amina protonada do anel
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piperidinico e com Asn85 através do grupo acetila terminal (Figura 35B). Este
composto apresentou um numero menor de interacbes com a AChE

justificando os maiores valores de AGijigacso-

Figura 35 - Compostos 36 (A) e 32 (B) no sitio ativo da TcAChE.

4.2.2.2 Estudos de Dinamica Molecular

Com os estudos de docking realizados, a dinamica molecular (DM) foi
uma ferramenta utilizada para validacdo dos dados obtidos, bem como na
avaliacdo do comportamento conformacional das moléculas complexadas com
a AChE em solucéo. Os experimentos de DM sé&o importantes para identificar
possiveis alteracbes conformacionais, seja na proteina ou no ligante, e
ligaches/interagbes que podem ser relevantes para a complementaridade da
molécula com a enzima.

Para obter informacdes adicionais considerando a dinamica dos
compostos na inibicdo da AChE, os complexos enzima—32 e enzima—36 foram
submetidos as simulagdes de DM utilizando 4gua como solvente.

Os complexos finais, em relacdo aos obtidos por docking, estédo
representados na Figura 36, sendo os ligantes representados por esferas. A
Figura 36A ilustra o ligante 36 na orientacdo obtida por docking (rosa)
sobreposta com a orientacdo obtida ap6s 5 ns de DM (azul). A Figura 36B
representa 32 na orientacdo obtida por docking (rosa) sobreposta com a
orientacao obtida apds 5 ns de DM (verde). Finalmente, a Figura 36C ilustra as
orientacdes obtidas apds 5 ns de DM para 32 (verde) e 36 (azul).
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Figura 36 - Sobreposi¢cbes dos complexos AChE-32 e AChE—-36.

Ambos o0s compostos apresentaram variacdes nas orientacdes dos
ligantes, indicando que o solvente tem um papel relevante na flexibilidade e
estabilizacdo do complexo. Entretanto, a acomodacdo conformacional nao
parece induzir modificacbes nos elementos da estrutura secundéria da
proteina.

Foram observadas interacées no fundo da cavidade da enzima para 0s
dois compostos envolvendo o residuo de aminoacido Trp84, porém 36
apresentou melhor energia de interagdo com a AChE (7,7 6,5 kJ/mol)
guando comparado com 32 (-1,9+ 2,6 kJ/mol) (Tabela 5). Na regido média da
cavidade tanto 32 quanto 36 interagem com o Trp432, que esta proximo ao
residuo de Phe330 (Tabela 5).



79

Tabela 5 - Energia de interacdo entre os compostos 32, 36 e AChE em kJ/mol

32 36
Tyr70 0.0+0.0 -1.8%£1.5
Asp72 0.0+0.0 -13.7+10.0
GIn74 -3.6x6.4 0.0+0.0
Trp84 -1.9+2.6 —7.7+6.5
Gly118 0.0+0.0 0.0+0.0
Tyrl21 0.0+0.0 -5.0+7.8
Ser122 0.0+0.0 -2.1+4.0
Asp285 -9.448.1 0.0+0.0
Ser286 -2.6+2.5 0.0+0.0
Arg289 -1.6+2.5 0.0+0.0
Tyr334 —-4.015.8 0.0+0.0
Gly335 -2.0£1.8 0.0+0.0
Trp432 -1.3+1.9 -1.4+2.9
AHache -30.9+17.7 -34.0+15.1
AHsolvente: -92.6+16.5 =77.7£15.4

# energia de interac&o entre os compostos descomplexados com o solvente.

No topo da cavidade, 36 faz interagdes com os residuos Tyr70 e Asp72.
Ja no sitio catalitico da enzima, 36 interage com a Tyr121 e Serl22, sendo que
estas interacdes ndo sao observadas para 32, porém este composto interage
com os residuos GIn74, Asp285, Ser286, Arg289, Tyr334 e Gly335 (Tabela 5).

Considerando a grande flexibilidade de 32 e 36, foi realizada a
simulacdo destes compostos na presencga do solvente, sem a proteina, sendo
qgue o grafico de RMSF (Root Mean Square Fluctuation) para os dois ligantes
mede a flutuacdo dos atomos do sistema (Figura 37). Esta € uma propriedade
média de todo o tempo de simulacdo. Analisando este grafico € possivel
observar que a flutuacdo do composto 32 no seu estado complexado (linha
vermelha) diminui quando comparado com seu estado livre em solucéo (linha
preta). Além disto, a flutuacdo no estado complexado de 32 é menor que a
flutuac&o no estado complexado de 36, ja no estado livre em solucéo ocorre 0
inverso. Esta analise revelou que 32 tornou-se mais “organizado” que 36

quando complexado com a enzima, ou seja, o0 custo entrépico foi maior para 32
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gue para 36. Isto significa que a complexacdo e o desencadeamento do efeito

terapéutico pelo composto 32 tende a ser menos favoravel que para 36.

2% H
,‘f'ikN O~ -CHs 2\ A wO<z-CHs
N 7 22 ) H—N;, Se
HaC-2 LI o) HaC2 RN o)
3

Figura 37 - Graficos de RMSF para 32 e 36 nas formas complexadas (vermelho) e
descomplexadas (preto).

A simulacado destes dois diferentes complexos obtidos por docking levou
a obtencéo de energias de interacdo de —34,0 £ 15,1 kJ/mol e -30,9 + 17,7
kJ/mol para os complexos TcAChE-36 e TcAChE-32, respectivamente
(Tabela 5). A diferenca entre as energias de interacfes entre estes dois
compostos e o solvente (descomplexados) e as energias quando complexados
deve ser associada ao custo entalpico relacionado com a inibicdo da AChE por
estes ligantes.

O composto 36 apresentou interacdes mais favoraveis com a enzima
gue com o solvente, ja com 32 ocorreu o inverso. Assim, 36 necessita de um
menor custo entalpico para a complexagdo com a proteina, sendo um inibidor
da AChE mais potente que 32, conclusdo também obtida pelos resultados de

docking.
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4.3 Sintese

O hibrido 31a escolhido como alvo sintético teve como critério de selecéo o
melhor valor de AGigaczo (—28,583 kJ/mol), obtido para as interagbes TcAChE-
3la. Além disto, o hibrido 31c € um dos intermediarios para a preparagédo de
3la (Figura 38) e também apresentou AGiigacao Satisfatorio (—27,690 kJ/mol).
Portanto, ao final da via sintética de 31a seriam obtidos dois hibridos potenciais
IAChE. Analisando a estrutura de 31c é possivel reconhecer dois padrdes
estruturais: uma quinolina substituida na posi¢do 4 e uma piridina di-substituida
nas posicoes 2 e 3. O acoplamento destas subunidades poderia ser realizado
através da reacao entre a 4-litio-quinolina (39), que seria obtida a partir da
4-bromol/cloro-quinolina (40, comerciais), e o aldeido 37. Como 37 nao é
comercial, ele pode ser obtido pela oxidacdo seguida de acetilacdo do alcool 38
(Figura 38).
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Figura 38 - Analise retrossintética do hibrido 31a.

A metodologia sintética proposta inicialmente para a obtencdo de 3la
consiste numa rota sintética convergente (Figura 39). A primeira etapa seria a
obtencdo do aldeido 41 a partir da reacdo de oxidacdo do alcool comercial
3-hidroxi-2-metil-hidroxi-piridina (38) utilizando diéxido de manganés. Em
seguida, a reacao entre 41 e anidrido acético levaria ao produto acetilado 37.

Apds a obtencdo e caracterizacdo de 37, a reacdo entre a
4-bromoquinolina (42, Figura 39) e n-BuLi em THF a —-50 °C sob atmosfera
inerte levaria a 4-litioquinolina (39) correspondente (GILMAN; SODDY, 1958).
Devido a alta reatividade dos organolitios, que reagem com a umidade do ar e
por isto ndo podem ser manipulados e caracterizados, o composto 37 seria

adicionado no mesmo baldo contendo 39 que levaria ao hibrido 31c.
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Finalmente, a reducdo de 31c com borohidreto de sédio em &cido
trifluoroacético a 0 °C levaria a obtencéo do hibrido 31a (Figura 39) (LAGES et
al., 1998).
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Figura 39 - Rota sintética proposta para obtencao do hibrido 31a.

O trabalho sintético foi iniciado pela reacdo entre 38 e o dioxido de
manganés, que é um agente oxidante classico para oxidacdes de alcodis
benzilicos e alilicos a aldeidos ou cetonas. Para isto foi utilizada a metodologia
descrita por Wang et al., 1990, em que os autores sintetizaram exatamente o
aldeido 41. O cloridrato de 38 foi neutralizado com hidréxido de potassio e
foram adicionados trés equivalentes de MnO, ao alcool livre suspenso em
CHCI3. No final da reacdo somente uma pequena quantidade do alcool de
partida foi recuperada (5%), pois a maior parte de 38 ficou adsorvida no MnO,
e 0 aldeido n&o foi formado.

Como o é&lcool 38 ndo é soluvel em CHCI3, optou-se por testar a reacao
em diferentes solventes, j4 que esta oxidacdo se processa por adsorgcdo entre
0 substrato (38) e o reagente (MnO,) através do solvente, que pode influenciar
na taxa de adsorcdo do alcool no MnO; (SMITH, 1994). Assim, a reacao foi
testada em CHCI,, THF, acetona, acetonitrila (ACN), dimetilformamida (DMF) e
piridina, nas mesmas condicfes e, em nenhum dos casos, o aldeido foi obtido.

A ativacdo do MnO, em estufa/mufla é muito importante na sua eficiéncia
oxidante. Porém, o tempo e a temperatura utilizada neste processo podem

variar dependendo da procedéncia do reagente. Além disto, muitas vezes o
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MnO, deve ser utilizado em grande excesso (HARFENIST; BAVLEY; LAZIER,
1954). Portanto, foram testadas inuUmeras reacdes variando o tempo de
ativacdo do MnO, (2h, 6h, 12h, 24h e 48h), quantidade de equivalentes deste
reagente (3, 10, 15 e 20 equivalentes) e todos solventes citados anteriormente.

A partir da analise de cromatografia em camada delgada (CCD) da
reacao utilizando ACN, com 20 equivalentes de MnO, e 24h de ativacao foi
possivel observar uma mancha mais apolar que o material de partida com forte
absor¢cdo em A = 365 nm, indicando a formacgdo do aldeido. A quantidade de
produto bruto obtido nesta oxidacdo foi muito baixa (7% de rendimento) e a
anélise imediata de RMN *H apresentou um sinal caracteristico do H ligado a
carbonila em 10,65 ppm (1H), além dos sinais referentes aos hidrogénios
aromaticos em & 8,28 (1H), 7,30 (1H) e 7,38 (1H) (Espectro 1). Foi observado
ainda um sinal em 1,95 ppm que é referente a ACN utilizada na reacdo. Apos
um dia, a analise de RMN *H foi repetida e a intensidade do sinal referente ao
hidrogénio ligado a carbonila diminuiu consideravelmente (Espectro 2)

indicando a degradacao do aldeido.
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Espectro 1 - Espectro de RMN de 'H do produto obtido na reacéo de oxidacdo com
MnO, (500 MHz, CDCly).
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Espectro 2 - Espectro de RMN de 'H do produto obtido na reacéo de oxidacdo com
MnO, ap6s um dia (500 MHz, CDCls).

Como a quantidade de aldeido obtido foi muito baixa e sua degradacéao,
aparentemente, muito facil, foi necesséario encontrar outra metodologia para
obtencédo do aldeido em melhores rendimentos.

Muitas oxidacdes classicas de é&lcoois a aldeidos ndo poderiam ser
utilizadas para este tipo de substrato, pois levariam ao derivado N-6xido ou
alguns reagentes se complexariam com o nitrogénio piridinico (como dicromato
piridinico, PDC). A melhor metodologia descrita na literatura para oxidagédo de
alcodis piridinicos, realmente séo as reac6es com MnO,.

Algumas metodologias descritas na literatura sintetizam o MnO; e néo
utilizam este reagente comercial (HEINERT; MARTELL, 1959; LOU; XU, 2002),
pois existem relatos que a capacidade oxidante do MnO, depende da sua
preparacdo (HARFENIST; BAVLEY; LAZIER, 1954). Com base nestes dados,
foi realizada a reacdo de oxidacdo com este reagente preparado pelo
aquecimento do MnCO3 a 300 °C por 12h (HEINERT; MARTELL, 1959).

Esta reacdo levou a um produto (so6lido amarelo) mais apolar que o
substrato [Rf 0,65; CHCI3:MeOH (9:1)], com forte absorcédo em A = 365 nm

(Figura 40) e em 45% de rendimento, que € muito proximo aos rendimentos
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descritos na literatura para formacdo da 2-carbaldeido-3-hidroxi-piridina (41)
(HEINERT; MARTELL, 1959).

A andlise do espectro de RMN 'H (Espectros 3 e 4) apresentou um sinal
caracteristico de aldeido em 10,00 ppm (1H) e trés duplos dubletos em & 8,28
(1H, Jes = 4,5 Hz € Jss = 1,5 Hz), em 6 7,36 (1H, Js.s = 4,5 Hz e Js4 = 8,5 Hz) e
em & 7,29 (1H, J45 = 8,5 Hz e J46 = 1,5 HZ) referentes aos hidrogénios 6, 5 e 4,
respectivamente. O sinal em & 10,64 é referente ao hidrogénio da hidroxila.

No espectro de *C e DEPT 90 (Espectros 5 e 6) foi possivel observar
seis sinais: cinco caracteristicos do nucleo piridinico, dos quais dois sé&o
guaternarios e um sinal caracteristico de carbonila de aldeido (5 198,6). As
atribuicdes aos carbonos estdo descritas na Tabela 6 e foram baseadas em
dados da literatura (LOUISE-LERICHE et al., 2010).

Figura 40 - CCD de 38 e produto formado na reacdo de oxidacdo (FE: silica,
FM: Hex:AcOEt (1:9), sob luz UV 365 nm).
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Tabela 6 - Dados de RMN *H e **C de 41 (CDCly)

posicado 312 (mP, J% 8¢ (mP)

2 - 136,38 (C)
3 - 156,6 (C)
4 7.29 (dd, 8,5; 1,5) 129,9 (CH)
5 7.36 (dd, 8,5; 4,5) 125,9 (CH)
6 8,28 (dd, 4,5; 1,5) 142.4 (CH)
7 10,00 (s) 198,6 (CH)
8 10,64 (sl) -

& deslocamentos quimicos em ppm, em relacdo ao TMS como padréo interno
® multiplicidade
¢ constantes de acoplamento em Hz

O aldeido 41 ndo é estavel, pois mesmo armazenado sob atmosfera de
N, e baixas temperaturas, ele resiste por poucos dias. Assim, a proOxima etapa
da rota sintética proposta (Figura 39) deveria ser realizada logo em seguida a
preparacao de 41.

Foram testadas duas metodologias de acetilacdo. A primeira com Ac,0,
aparentemente levou ao produto acetilado, pois o espectro de RMN de 'H
apresentou um singleto em 10,05 ppm e um singleto em 2,40 ppm integrando
para trés hidrogénios (Espectro 7), porém o produto estava em mistura com a
piridina (solvente da reagéo) e o rendimento foi baixo (30%).

A andlise do RMN de 'H da segunda metodologia utilizando AcCl
(Espectro 8) permitiu observar o sinal caracteristico de aldeido somente com
ampliagdo da regido entre 9,8 e 10,8 ppm. O produto principal desta reacéo
possivelmente foi o &cido carboxilico acetilado (acido 3-oxiacetil-picolinico,
sélido amarelo, 40% de rendimento), sendo o sinal em & 7,87 referente ao

hidrogénio da hidroxila.
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Considerando a instabilidade de 41 e os rendimentos das reagdes de
oxidacao e acetilacdo, seria complicado proteger a hidroxila piridinica e depois
realizar a reacdo de acoplamento com a 4-litio-quinolina (Figura 39). Esta
reacdo € delicada e exige uma série de cuidados, como condigfes anidras e
atmosfera de N,, portanto € interessante eliminar quaisquer reacdes
secundarias. Por este motivo, o acoplamento entre a 4-litio-quinolina (39) e o
aldeido 41 seria a alternativa menos viavel, j& que o hidrogénio da hidroxila
diretamente ligada ao nucleo piridinico tem carater acido e os organolitios sao
basicos. Desta forma, seriam necessarios dois equivalentes de 39, um para
captura do préton e outro para reagir com a carbonila do aldeido. Além disto,
esta carbonila se tornaria menos reativa com a formacdo do alcéxido,
diminuindo o rendimento da rea¢do que por hatureza ndo é muito alto.

Uma alternativa seria proteger seletivamente a hidroxila ligada ao grupo
piridinico de 38 e em seguida sintetizar o aldeido. As duas primeiras etapas
desta nova abordagem sintética estdo ilustradas na Figura 41.

OH OR OR
X X 2 X 2
| 1) base | MnO, |
—_— e
= OH 2)leqRX P OH CHCl3 P H
Ry N Ry N Ry N
R; = Hou CH; o
R2 = Ac, Bn ou TBDPS
X =ClouBr

Figura 41 - Protecao seletiva da hidroxila piridinica e oxidagdo com MnO..

A protecdo com acetato (Ac) seria a de maior interesse ja que o hibrido
31la deve conter este grupo, porém considerando que Ac poderia interferir na
reacdo de acoplamento, outros dois grupos protetores foram selecionados: o
tert-butil-difenil-silano (TBDPS) e benzil (Bn), que sao grupos menos labeis.

Dois fatores devem ser considerados nestas reacdes de protecéo, i) a
nucleofilicidade do oxigénio ligado ao grupo metil-piridinico de 38 é maior que
do oxigénio ligado diretamente ao ndcleo piridinico, porém com a adi¢do de
uma base hd a formacdo do alcéxido na posicdo 3 que o torna melhor
nucleofilo; ii) a quantidade de eletréfilo adicionado deve ser equivalente ao
substrato para uma protecao seletiva na posicao 3 do alcool.

Nas reacdes de acetilacdo foi utilizado o alcool 3-hidroxi-2-hidroximetil-6-
metil-piridina (38a, Figura 42) como modelo. Pela anélise por CCD foi possivel
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observar, para a primeira metodologia empregada, a formacdo de dois
produtos mais apolares que o material de partida [Ry 0,15; Hex:AcOEt (1:9)]
sendo que o mais polar [R; 0,55; Hex:AcOEt (1:9)] destes produtos poderia ser
0 protegido seletivamente na posi¢ao 3 (44a) ou no oxigénio ligado ao grupo
metil-piridinico (44), pois a hidroxila livre destes compostos pode interagir com
a silica. O produto mais apolar [R; 0,68; Hex:AcOEt (1:9)] seria o derivado
protegido nas duas hidroxilas (43). A reacao descrita na Metodologia 2 levou a
um produto que, por comparacao com a primeira reagao, poderia ser o produto
di-protegido (43). Finalmente, a reacao descrita na Metodologia 3 formou o

produto mais polar que seria o derivado 44a ou 44 (Figura 42).

OH OAc OAc OH
| N _Metodologia 1 _ | A
Z OH NaH Ac,0, DMF OH Ou > OA
Hee” N Hee” TN
44

Figura 42 - Reacbes de acetilacdo do alcool 38a.

As andlises de RMN 'H e *C confirmaram que o produto da reacéo
(6leo amarelo) descrita na Metodologia 2 correspondia ao derivado inédito di-
substituido (43, Figura 42). No espectro de RMN de *H (Espectros 9 e 10) foi
possivel observar trés singletos em & 1,99, 2,24 e 2,47 referentes as metilas,
um singleto em & 5,09 referente ao metileno e dois dubletos em & 7,08 e 7,27
(J = 8,5 Hz), caracteristicos de hidrogénios orto nas posi¢cdes 4 e 5 do anel
piridinico.

A anélise do espectro de RMN de '3C (Espectros 11 e 12) apresentou
cinco sinais para carbonos quaternarios sendo dois caracteristicos de

carbonilas de éster (& 168,8 e 170,3) e trés do anel piridinico (6 143,7; 146,3 e
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155,7). Ainda foi possivel observar trés sinais correspondentes aos carbonos
metilicos (4 20,60; 20,64 e 23,6), um carbono metilénico (&62,6) e dois
carbonos (CH) caracteristicos do nuacleo piridinico (6123,9 e 130,8). As
atribuicbes dos carbonos estéo descritas na Tabela 7 e foram baseadas nas

correlacdes observadas nos mapas de contorno de gHMQC (Espectros 13-16)
e gHMBC (Espectros 17-21 e Figura 43).
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Tabela 7 - Dados de RMN de 43 (CDCly)

99

posicao 52 gHMQC 842 (m®°, J°) gHMBC
2 146,3 - H-4; H-7
3 143,7 -~ H-4; H-7; H-5
4 130,8 7,27 (d, 8,5) H-5
5 123,9 7,08 (d, 8,5) H-12
6 155,7 - H-12; H-5; H-4
7 62,6 5,09 (s) -
8 170,3 — H-9; H-7
9 20,6 1,99 (s) -
10 168,8 - H-11
11 20,6 2,24 (s) -
12 23,6 2,47 (s) -

# deslocamentos quimicos em ppm, em relagdo ao TMS como padréo interno

® multiplicidade

¢ constantes de acoplamento em Hz

3J

H—— C

2J

H=L>C

Figura 43 - Correlacdes H—C observadas no mapa de contorno gHMBC de 43.

O produto obtido na terceira metodologia (sélido amarelo) corresponde a

um derivado mono-acetilado obtido em 85% rendimento, pois o0 espectro de

RMN de 'H (Espectro 22) apresentou sinais correspondentes a um grupo

metilico em & 2,06 caracteristico do grupo acetato, uma metila ligada ao anel

piridinico em & 2,42, um metileno em & 5,16 e dois hidrogénios aromaticos em

67,01ed7,14.

A andlise do espectro de RMN de **C (Espectros 23) apresentou sinais

para um carbono metilico em & 20,7 referente ao grupo acetato e outro em

6 23,2 ligado ao anel piridinico. Foi possivel observar também um sinal para

carbono metilénico (&64,6), dois carbonos (CH) caracteristicos do nucleo
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piridinico (6125,6 e 126,7) e quatro carbonos quaternarios, sendo um
caracteristico de carbonila de éster (& 174,2) e trés do anel piridinico (5 140,1;
150,1 e 150,3).

Restava confirmar se 0 grupo acetato estava ligado ao oxigénio da
posicdo 3 ou ao oxigénio ligado ao grupo metil-piridinico. Para isto, foi realizado
0 experimento de gHMBC (Espectros 27-29) e foi observado a correlagéo entre
os hidrogénios do CH, metil-piridinico (64 5,16, s) com a carbonila do acetato
(6c 174,2), portanto a protecdo ocorreu no oxigénio ligado ao grupo metil-
piridinico e ndo no oxigénio ligado diretamente ao grupo aromatico como
esperado (44, Figura 41). As atribuicbes dos carbonos estdo descritas na
Tabela 8 e foram baseadas nas correlacdes observadas nos mapas de
contorno de gHMQC (Espectros 24-26) e gHMBC (Espectros 27-29 e
Figura 44).
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Espectro 29 - Mapa de contorno gHMBC de 44 (5 139-180; 500 MHz; CDClIs).

Tabela 8 - Dados de RMN de 44 (CDCly)

posicédo 3c? gHMQC 842 (m®°, J°) gHMBC
2 140,1 - H-4; H-7
3 150,1¢ - H-4: H-7; H-5
4 126,7 7,14 (d, 8,5) -
5 125,6 7,01 (d, 8,5) H-10
6 150,3¢ - H-4; H-5; H-10
7 64,6 5,16 (s) -
8 174,2 - H-7: H-9
9 20,7 2,06 (s) -
10 23,2 2,42 (s) -

& deslocamentos quimicos em ppm, em relacdo ao TMS como padréo interno

® multiplicidade
¢ constantes de acoplamento em Hz
4 podem estar trocados
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Figura 44 - Correlacdes H—C observadas no mapa de contorno gHMBC de 44.

As reacdes de acetilacdo foram repetidas para o alcool 3-hidroxi-2-
hidroximetil-piridina (38) e foram obtidos dois produtos: o derivado di-acetilado
[Rf 0,51; Hex:AcOEt (1:9)], 6leo amarelo, 45, Figura 45), ja descrito por Stempel
e Buzzi (1949) e o derivado mono-acetilado na hidroxila metil-piridinica
(Rf 0,44; Hex:AcOEt 1:9, solido amarelo, 46, Figura 45), inédito na literatura.

o\‘/CH3
(iio/ (ﬁji
= o CH = e} CH
N \H/ 3 N \"/ 3
5 S 46 o

Figura 45 - Derivados acetilados de 38.

O espectro de RMN de *H para 45 (Espectro 30) apresentou trés duplos
dubletos em & 8,42 (1H, Jes =5 Hz e Jeu = 1,5 H2), 6 7,42 (1H, J45 =8,5 Hz e
Jas = 15 Hz) e 6 7,25 (1H, Js4 = 85 Hz e Js6 = 5 Hz) referentes aos
hidrogénios 6, 4 e 5, respectivamente. Também foi observado um singleto em
85,15 (2H) referente aos hidrogénios metilénicos e dois singletos
caracteristicos dos hidrogénios metilicos em & 2,27 (3H, H-11) e & 2,02 (3H,
H-9).



106

Fules Beguenter aZpal e
solvenis CRCTS
Temp. 30.0C ¢ 383.1 - O. CHs
DESvR-508  “mulLigs" = Y
Babin. dalay 0904 nec i 4
:.-:"'1.7"‘4':“"' - 3 O
. time 4, i =
widin 2208 HE ] 5 A
16 FapeL L bnag "
BEADEYL WD, AWD.4023ELE W2 ‘ 9
FT siEs 83338 = 7 -0~ _~CHs
Tetal tims L min, T8 see 6 N~ 2 T
[e]
2= H Iz
5% b L]
|
I
8.4 P4 7.3 ppa ‘
‘ f
[ 1 B N i
] ] 7 ] 5 4 3 2 1 =0 ppm
T 1.H - T
.- PR T EC ]

Espectro 30 - Espectro de RMN de *H de 45 (500 MHz, CDCl).

A andlise dos espectros de RMN de 'H (Espectros 31 e 32) e *C
(Espectro 33) para 46 foi muito semelhante aquela realizada para 44. As
principais diferencas sdo as multiplicidades dos hidrogénios 4 e 5 (dd) e o
surgimento do sinal em & 8,13 referente ao H-6. As atribuicbes dos carbonos
estdo descritas na Tabela 9 e foram baseadas nas correla¢cdes observadas no

mapa de contorno gHMBC (Espectros 34 e 35 e Figura 46).
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Espectro 34 - Mapa de contorno gHMBC de 46 (500 MHz; CDClIs).
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Espectro 35 - Mapa de contorno gHMBC de 46 (5 124-155; 500 MHz; CDClIs).

Tabela 9 - Dados de RMN de 46 (CDCly)

pOSiCa0 5 gHMQC 842 (m®°, J°) gHMBC
2 141,8 - H-4; H-7
3 152,7 - H-4; H-5; H-7
4 126,1¢ 7,22 (dd; 8,5; 1,5) H-6
5 126,0¢ 7,17 (dd; 8,5; 4,5) H-6
6 142,0 8,13 (dd; 4,5; 1,5) H-4; H-5
7 65,0 5,20 (s) -
8 174,4 - H-7; H-9
9 21,0 2,08 (s) -

% deslocamentos quimicos em ppm, em relagcdo ao TMS como padréo interno

® multiplicidade

¢ constantes de acoplamento em Hz
4 podem estar trocados
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Figura 46 - Correlacdes H—C observadas no mapa de contorno gHMBC de 46.

As reacbes com TBDPSCI nao foram eficientes nas condi¢des avaliadas,
pois em nenhum dos casos o produto mono ou di-protegido foi formado, ja a
reacdo de protecdo com BnBr (Figura 47) levou a um soélido amarelo claro
[Rf 0,69; CHCI3:MeOH (9:1)] em 70% de rendimento.

OH O\/O
X KOH, BnBr X

|

@z OH EtOH, refluxo - OH
No N

H CI

38 47

Figura 47 - Formacéao do derivado benzilado 47.

O produto obtido corresponde a um derivado mono-protegido (47,
Figura 47), pois foi possivel observar no espectro de RMN de *H (Espectro 36)
dois sinais em & 5,05 e 4,75 referentes a hidrogénios metilénicos, além de um
duplo dubleto integrando para um hidrogénio em & 8,10 referente ao H-6 e trés
multipletos integrando para sete hidrogénios em & 7,10; 7,29 e 7,33.

A andlise do espectro de RMN de *C (Espectro 37) apresentou dois
sinais para carbonos metilénicos em & 60,1 e 69,9 e nove sinais caracteristicos
de aromaticos, sendo dois deles caracteristicos do nucleo piridinico (& 148,8 e
151,4) e dois de maior intensidade (& 127,1 e 128,7) que correspondem aos
carbonos equivalentes 2’-6’ e 3’-5’. As atribuicfes dos carbonos estédo descritas
na Tabela 10 e foram baseadas nas correlacbes observadas nos mapas de
contorno de gHMQC (Espectros 38 e 39) e gHMBC (Espectros 40-42 e
Figura 48). A correlagdo entre os hidrogénios metilénicos do grupo protetor
com C-3 confirma que a prote¢cdo ocorreu no oxigénio ligado diretamente ao

nacleo piridinico (Figura 48).



Palna Saquancer sdpul
Salvent: COO13

Toms. 3.0 € ; $08.1 K
INTVA-EEE cmaliiess

Ealan. delay 0. 004 f8c
Fules 45,8 degraes

N Bima 4B
Wigth 3008 HE
U TRpeLlLioes
ERAEY

i, AN STEEENE mHE
DATA PROCESSING
T ilFe B3338
sl time 1 min, 1§ &8l

H
-
5
-
| =
=
-
-
]
"
]
Ta
I-I-
- =
=T H L |
e | ‘ I
I
R [
1
- __.-tlu___ . R - I _ _
. ? ] ] 4 2 z 1 ¥ ppm
:I. ..i:I o .1..'I:I T II

asz 148

Espectro 36 - Espectro de RMN de *H de 47 (500 MHz, CDCl).

Pulie Baguantal sipal
Bobwssn) CBI1E

Tamp. 198 C ¢ B30 K
unars Ieid-87

IRER-SE  “mabL18Y"

Balam. dnlay .97 aee
Fulns ih, 8 dagraen

iy, Bime §.843 Bas

widin TNEIT.8 =E

J48 rapatitioes

SRALRVE  £13, LIS SAIATIE Wer
BECOWRLE MY, AFD. iN33E3 Wz
Fower 50 88

cost Eramea Iy on
wht, TF- 16 moaataied

Lim
T wize #3354
Fotal oime 59 mis, S5 wec

£
H
4]
4]
- - &
EZ
SEE
|| = e~z I
z : :
= i H
] | =
2
=3 =
- -
s z

e e Lan 168 140 1z e L L1 L1 e PpR

Espectro 37 - Espectro de RMN de **C de 47 (125 MHz, CDCl5).

111



Fulin $l|ulr\¢-l s

III' . I '.' r LLL B
nwrs = T
Puiren 404 lul11|l'|-

l-!1lr l|1 1 Ilf L33
:.T“‘

I :1 n.-.u CH
L
:I " I.!I- l": Bmreqd
NN EZRBAIE MR
Hml C:J BRI ET L T
Pabr Al
e @aring stasiniiion

i ization §.063 Gt

" Bafa FRbciidLw
Gawki bl 281 bon B, 883 wEc

FT alEn PSR w TREH

Tatal Rima BN min, 3% 444

F2
(ppaj

L A

18
11
12

13

an L]

F1 {ppa)

Espectro 38 - Mapa de contorno gHMQC de 47 (500 MHz; CDCly).

Falie Basance gamac

Solvast: £BE13
Tasg. 3.8 E s 3003
Siary  1-i4-a0

SR -\_|||.n

e T
A AeG

Ky ﬂl -lrl.lllil -
n:wqg 1N 13N, MEAEEIN mep

g |n| Stamtt L bon
of §_during
AR -1

=5
BATR Plzlu
BBED Lag

priin
e
Gamis apedlenifon .80 vt |
FT nice Dbl x ERE | \
Total nisa 18 min, 58 Gec — | | k

147 148 138 136 134 132 138 128 126 124 122 120 118 118
F1 (ppm)

Espectro 39 - Mapa de contorno gHMQC de 47 (& 116—-142; 500 MHz; CDCl,).

112



113

Pulse Sequence: gNRRC
Solvent: COC1Y

Tesp. 3.0 C / M).1 K
User:  1e14-07
INEVA-S88  “aulities”

Ratan. delay 1000 sec
Ace. thee §.136 tec

Widih PSR & W2
20 Wiats v 8 w2
8 rapeting
128 Incremants
BVE M1, NN ATRAENE Wy
sata processing
Siae sait 8. 008 nec
1 saTA o
Sine bell 9,002 sec \
IT nire 1048 w T048 l
Total time 21 win, 28 $e¢
1
r2
(ppm)

1

2

3

o

— 5 —
6
— 7 - -
- L= -

9

104

11

124

220 200 180 160 140 120 180 1] 50 ' 20
F1 (ppm)

Espectro 40 - Mapa de contorno gHMBC de 47 (500 MHz; CDClIy).
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Espectro 41 - Mapa de contorno gHMBC de 47 (& 119-155; 500 MHz; CDClIy).
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Espectro 42 - Mapa de contorno gHMBC de 47 (& 65—75; 500 MHz; CDCIy).

Tabela 10 - Dados de RMN de 47 (CDCl5)

posicéo 5c? gHMQC 812 (m°, J°) gHMBC
2 1488 - H-7
3 151,4 — H-7, H-8
4 122,5¢ 7,10 (m) H-6
5 118,0¢ 7,10 (m) H-6
6 139,7 8,10 (dd, 2, 4) -
7 60,1 4,75 (s) -
8 69,9 5,05 () H-2’, H-6’
1 135,9 - H-8, H-2’, H-6’
2ef 127,1 7,33 (m) H-8
3eb 128,7 7,29 (m) H-2’, H-6’
4 128,2 7,29 (m) H-2’, H-6’

% deslocamentos quimicos em ppm, em relagcdo ao TMS como padréo interno

® multiplicidade

¢ constantes de acoplamento em Hz
4 podem estar trocados
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Figura 48 - Correlacdes H—C observadas no mapa de contorno gHMBC de 47.

Apoés a obtencdo de 47, foram realizadas duas reagbes de oxidagéo
(Figuras 49 e 50) esperando-se obter melhores rendimentos para o aldeido
formado (48) do que aquele obtido para o aldeido 41. A primeira foi a reacéo de
Swern (Figura 49), que € uma metodologia mais delicada que as rea¢des com
MnO,, porém geralmente é eficiente nas oxidacdes de alcodis primarios a
aldeidos. O cloreto de oxalla reage com o DMSO levando ao sal
clorossulfénico que € o agente oxidante e instavel acima de —60 °C. Em
seguida o alcool é adicionado e, finalmente, a adi¢cdo da trietilamina facilita a
decomposicdo do sal alcoxissulfonico (Figura 49, KURTI; CZAKO, 2005). Um
dos indicios da formacao do aldeido é o odor caracteristico do dimetilsulfeto
formado como subproduto, porém o aldeido nao foi formado. A segunda reacéo
realizada foi com MnO; (Figura 50) que levou a um 6leo amarelo ligeiramente
mais apolar que o material de partida [Rf = 0,71; CHCI3:MeOH (9:1)] em 75%

de rendimento.

o] 0 ? /C';s
cl Cl HC  CH, CH

cloreto de oxalila DMSO sal clorossulfénico \/@

N (0]
78°c | |

Yz OH
N
47

| AN O\/@ s | AN O\/@

+ SO EtzN
H3C CHy =———— ®
N/ H 78 °C N/ O\?/CH3
CH,

48 dimetilsulfeto

sal alcoxissulfénico

Figura 49 - Reacdo de Swern para o alcool 47.



| MnO, CHCl; |
B ——

= OH refluxo = H
N N

47 48 (o]

Figura 50 - Oxidac¢éao do alcool 47 com MnO..
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A andlise de RMN de *H e *3C confirmou a obtenc&o de 48 (Figura 50),

pois este produto apresentou um sinal caracteristico de hidrogénio ligado a

carbonila em & 10,35 (Espectro 43) e um sinal caracteristico de carbonila de

aldeido em & 189,9 (Espectro 44 e 45). As atribuicbes foram baseadas em

dados da literatura (Tabela 11, TAKEDA et al., 2003).
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Espectro 43 - Espectro de RMN de *H de 48 (500 MHz, CDCly).
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Tabela 11 - Dados de RMN *H e **C de 48 (CDCl,)

posi¢ao 5 (m®, J°) 5c2 (mP)
2 — 141,5 (C)
3 - 157,0 (C)
4 7,35 (m) 121,7 (CH)
5 7,35 (m) 128,5° (CH)
6 8,32 (dd, 4,5; 1,5) 142,4 (CH)
7 10,35 (s) 189,9 (CH)
8 5,17 (s) 70,6 (CH,)
r — 135,3 (C)
2 eb 7,35 (m) 127,0 (CH)
3e5 7,35 (m) 128,8 (CH)
& 7,35 (m) 128,4% (CH)

% deslocamentos quimicos em ppm, em relacdo ao TMS como padréo interno
® multiplicidade

¢ constantes de acoplamento em Hz

4 podem estar trocados

A diferenca entre os rendimentos de 41 e 48 (45% e 70%,
respectivamente) pode ser atribuida a hidroxila livre de 41, que deve interagir
com o MnO,, adsorvendo 41 no agente oxidante e, consequentemente, diminui
o rendimento da reacdo. Ja no caso do alcool protegido seletivamente (47), o
MnO; interage somente com a hidroxila ligada ao grupo metil-piridinico levando
ao aldeido desejado (48) em melhores rendimentos.

Os resultados obtidos nas reacoes de protecéo seletiva com Ac e Bn séo
aparentemente contraditérios. Em ambos o0s casos ocorre um ataque
nucleofilico do oxigénio ao carbono eletrofilico de um halogeneto ou cloreto de
acido e, mesmo o segundo sendo mais reativo que o primeiro, se esperaria que
a hidroxila protegida fosse a mesma, ja que o alcéxido formado na posicao 3 do
anel piridinico € mais nucleofilico que a hidroxila 2-metil-piridinica. No entanto,
na reacdo com AcCl a protecdo ocorreu no oxigénio metil-piridinico. Assim,
uma proposta apresentada para este fato fundamenta-se numa reagdo na
hidroxila piridinica seguida de uma migracdo do grupo protetor para a hidroxila
metil-piridinica. Esta migracdo ocorre pela proximidade desta hidroxila com a

carbonila do acetato, o que proporciona um ataque nucleofilico deste alcool
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metilico e a tranferéncia do grupo protetor, formando o produto 44 ou 46
(Figura 51).

Figura 51 - Rearranjo proposto para obtencédo dos produtos 44 e 46.

Para validar esta proposta foram realizadas 10 reagbes (Tabela 12)
sendo testados os reagentes BnCl e AcBr, para avaliar a reatividade dos
halogenetos (cloreto ou brometo), ja que a metodologia para obtencédo de 46
(Metodologia 3, Figura 42) utilizava AcCl e para obtencédo de 47 (Figura 47)
utilizava BnBr. A reducdo na temperatura em 6 e 8 para —15 °C teve como
objetivo tentar identificar o produto de acetilacdo protegido no oxigénio ligado
diretamente a piridina. Finalmente, foram avaliadas duas reacdes de
benzilacdo utilizando a metodologia que levou ao produto di-acetilado
(Metodologia 2, Figura 42) para verificar se o produto di-benzilado também
seria formado.

Nenhuma das reacdes levou ao produto acetilado na hidroxila ligada a
piridina, ao derivado di-benzilado ou ao produto protegido com benzil na
hidroxila ligada ao grupo metil-piridinico, o que justifica a proposta de migracéo
do grupo acetato. Foi observado que as reagbes com BnBr apresentaram
melhores rendimentos, sendo a metodologia ilustrada na figura 47 a mais

eficaz. As reagbes com AcBr levaram ao produto 46 em menores rendimentos.
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Tabela 12 - Reac8es de protecdo com benzil e acetato

B oai Produto
Reacao Reagente Metodologia Temperatura (rendimento)
1 BnCl 3.4.3.2 refluxo 47 (50%)
2 AcCl 3.4.3.2 refluxo 46 (25%)
3 AcBr 3.4.3.2 refluxo 46 (14%)
3431 x :
nao reagiu
4 BnCl (metodologia 3) ta. g
3431
47 (25%
5 BnBr (metodologia 3) ta. (25%)
3431
—15° 46 (55%
6 AcCl (metodologia 3) 15°C (55%)
3431
46 (37%
7 AcBr (metodologia 3) ta. (37%)
3.4.3.1 ~ ,
—15° nao reagiu
8 AcBr (metodologia 3) 15°C g
3431 ~ ,
: nao reagiu
° BnCl (metodologia 2) ta. g
10 BnBr 343.1 t.a. 47 (17%)

(metodologia 2)

Outra alternativa para verificar este rearranjo seria proteger a hidroxila
ligada ao nucleo piridinico do &cido 3-hidroxi-picolinico e em seguida reduzir
seletivamente o acido carboxilico a alcool (Figura 52). Desta maneira, se 46

fosse formado a migracdo seria comprovada.

OH OAc OAc
X X X
Ac,0 BH5.THF ‘
= OH  CHCIg = OH  THF P OH
N N N
49 o 50 o 51

Figura 52 - Proposta para formacéo de 51.

A reacao de acetilacdo de 49 (Figura 52) levou ao produto 50 [solido
amarelo, Rf = 0,38; AcOEt:MeOH (9:1)] em 95% de rendimento. A andlise do
espectro de RMN de 'H (Espectro 46) apresentou trés duplos dubletos em
58,48 (1H, Jo5 = 4,5 Hz € Js.s = 1,5 Hz), 7,63 (1H, Js4 = 8 Hz € Js6 = 4,5 Hz)
e d 7,58 (1H, J45 = 8 Hz e J46 = 1,5 Hz) referentes aos hidrogénios 6, 5 e 4,
respectivamente. Além destes sinais foi observado um singleto em & 2,39
referente aos hidrogénios metilicos. O espectro de RMN de *3C (Espectros 47 e

48) apresentou cinco sinais caracteristicos do ndcleo piridinico em & 129,4
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(C-5), 133,9 (C-4), 138,1 (C-2), 145,1 (C-6) e 148,6 (C-3); dois sinais referentes
aos carbonos carbonilicos C-7 (§161,3) e C-8 (169,00 e um sinal

caracteristico do carbono metilico em & 20,9 (C-9).
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Espectro 46 - Espectro de RMN de *H de 50 (500 MHz, CDCls).
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Espectro 47 - Espectro de RMN de **C de 50 (125 MHz, CDCl5).
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A reacdo de reducdo seletiva do &cido carboxilico ndo foi eficaz, pois
guando utilizado um equivalente em mol do BH3:THF nenhum produto foi
formado e quando adicionados dois equivalentes deste reagente, somente o
alcool 38 foi obtido. Isto pode ser explicado pelos grupos funcionais presentes
em 50 (acido carboxilico, éster e amina), jA que quando se deseja reduzir um
acido carboxilico na presenca de ésteres, somente um equivalente de BH3: THF
deve ser utilizado e quando se tem um aminoacido deve ser utilizado trés
equivalentes do redutor (YOON et al., 1973).

Para finalizar o estudo da proposta de migracao, foi realizada a reacéo
de protecéo com benzoil (Bz), pois este grupo apresenta uma carbonila como o
grupo Ac e um anel benzénico como Bn. Foi utilizada a mesma metodologia
empregada para formacdo de 47 que levou a formacdo de dois produtos
(Figura 53) com R; muito préximos [0,68 e 0,70; Hex:AcOEt (1:9)]. A purificacao
por CC forneceu duas fra¢des, uma delas referente ao composto com menor Ry

e outra com a mistura dos dois produtos.

OH OH
| A KOH, BzBr | N o
_ = +
®_- OH EtOH,refluxo = O o
H ) N 53
Cl
38 52 o) | _ oH

Figura 53 - Reacao de benzoila¢do do alcool 38.

A andlise dos espectros de RMN de 'H e *C (Espectros 49-52) do
produto puro (52, Figura 53) foi semelhante aquela realizada para 47 sendo a
principal diferenca o sinal em & 169,4 (Espectros 51 e 52) referente ao carbono
carbonilico do grupo Bz. As atribuicbes dos carbonos foram baseadas nas
correlacbes observadas no mapa de contorno gHMBC (Tabela 13,
Espectros 53-55 e Figura 54). Foi observada a correlagcdo entre os hidrogénios
metilénicos (& 5,45; H-7) com a carbonila (& 169,4; C-8) do grupo protetor
(Figura 54) indicando a protecdo na hidroxila do alcool primério, sugerindo a

migracdo do grupo Bz como proposto para o Ac (Figura 51).
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Espectro 51 - Espectro de RMN de **C de 52 (125 MHz, CDCls).
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Espectro 52 - Ampliacdo do espectro de RMN de *C de 52 (8 125-170, 125 MHz,
CDCly).
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Espectro 53 - Mapa de contorno gHMBC de 52 (500 MHz; CDClIs).
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Espectro 54 - Mapa de contorno gHMBC de 52 (& 130-175; 500 MHz; CDCIs).
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Espectro 55 - Mapa de contorno gHMBC de 52 (& 120-170; 500 MHz; CDCIy).

Tabela 13 - Dados de RMN de 52 (CDCl5)

pOSiCa0 5t gHMQC 812 (m°, J°) gHMBC

2 141,6¢ - H-4, H-7

3 152,7 - H-7, H-5’

4 126,1¢ 7,25 (dd; 1,5; 8,5) H-6

5 125,9¢ 7,18 (dd; 4,5; 8,5) H-6

6 141,8° 8,15 (dd; 1,5; 4,5) H-4

7 65,3 5,45 (s) -

8 169,4 - H-7, H-2", H-6’

1 128,7 - H-3’, H-5’
2'e6 128,5 8,03 (m) H-3’, H-5'
3eb 130,1 7,37 (m) H-4', H-2’, H-6’

4 133,9 7,52 (m) H-2’, H-6’

% deslocamentos quimicos em ppm, em relacdo ao TMS como padréo interno

® multiplicidade

¢ constantes de acoplamento em Hz

4 podem estar trocados
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S

3
H=">C

2J

H—=C

Figura 54 - Correla¢cdes H-C observadas no mapa de contorno gHMBC de 52.

O espectro de RMN de *H da mistura (Espectros 56 e 57) revelou que 52
era o produto majoritario, sendo os sinais em & 8,5 (1H) e & 5,47 (2H)
(Espectro 57) referentes ao composto minoritario 53 (Figura 53). A comparacao
entre as integrais dos sinais em & 5,44 e 5,47, referentes aos hidrogénios
metilénicos (H-7) de 52 e 53, respectivamente, permitiu estimar que a
proporcao entre eles era 6,5:1.

Foi realizada a separagcédo dos compostos 52 e 53 por cromatografia em
camada delgada preparativa utilizando Hex:AcOEt (1:9) como FM. A extracao
foi feita utilizando AcOEt. As fracbes foram secas e novamente avaliadas por
CCD comparativa, onde foi possivel observar que as duas fracoes, referentes
as duas bandas cromatograficas purificadas, apresentavam o mesmo Rf (0,68).
Foram realizadas as analises por RMN onde foi possivel confirmar que as duas
fracOes tratavam-se do produto 52, sugerindo a migragdo do grupo benzoilico.
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Espectro 56 - Espectro de RMN de 'H da mistura dos dois derivados benzoilados
(500 MHz, CDCly).
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Espectro 57 - Espectro de RMN de 'H da mistura dos dois derivados benzoilados
(8 5,4-8,6; integrais comparativas, 500 MHz, CDCls).
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Com o estudo das migra¢cBes dos grupos Ac e Bz concluido, a proxima
etapa do trabalho consistiu na reacdo de acoplamento entre a 4-litio-quinolina
(39) e o aldeido protegido na hidroxila piridinica 48. O intermediario 54 obtido
nesta reagcdo seria submetido a reducdo com NaBH, e CF;COOH que poderia
levar direto ao composto 56 ou ao derivado 55. Neste segundo caso, a
desprotecdo da hidroxila poderia ser realizada com Pd/C 10% fornecendo o
composto 56. Finalmente, uma reacdo de acetilacdo levaria ao hibrido 31a
(Figura 55).

__2KOH _ __Mno, <Buli/THF
BnBr EtOH CHCI3 refluxo 78 C
refluxo

78°C \
AcO. HO. BnO Bl
= " =

X Ac,0
CHCl;, refluxo

PdIC 10%, H,
MeOH, refluxo

NeBH,, cF,coon  HO X
-
CH,C,

31a 56 55 54

Figura 55 - Nova abordagem sintética.

A etapa chave na obtencdo do hibrido 3la seria a reacdo de
acoplamento do nucleo quinolinico com o piridinico e para isto a troca Br-Li
deveria ser efetiva. Para avaliar esta reacdo foram utilizados como modelo a
3-bromo-quinolina e o benzaldeido.

Foram realizadas rea¢cdes com n-BuLi e t-BuLi a —78 °C (Figura 56,
LIMA et al., 2002) e a =50 °C (Figura 56, GILMAN; SODDY, 1959) e todas

levaram a uma complexa mistura.

OH
B DnoutBuli AN
—_ >
_ 2) benzaldeido _
N 50 °C ou -78 °C N
57 58

Figura 56 - Reacdo de acoplamento da 3-bromo-quinolina com benzaldeido.
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O composto majoritario obtido apos purificagdo por CC do produto da
reacdo com n-BuLi a —50 °C foi identificado atraveés das analises dos espectros
de RMN de 'H e *C e DEPT (Espectros 58-63, Tabela 14) como a 2-n-butil-
quinolina (61, Figura 57). A formacao deste produto indica que a troca Br-Li foi
efetuada e como os organolitios podem atuar como bases fortes, a 3-litio-
quinolina (59) formaria a quinolina (60) pela captura de um proton do meio
reacional. Em seguida o ataque nucleofilico do n-BuLi ao C-2 de 60 leva ao
derivado 61 (Figura 57) (GIAM; STOUT, 1969; CRAWFORTH; METH-COHN;
RUSSELL, 1973).

B B
\ r \ Li \ \
n-BuLi n-BuLi
e — e
0 P = = CHs
N N N N
57 59 60 61

Figura 57 - Proposta para a formacao do produto 61.
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Espectro 58 - Espectro de RMN de 'H de 61 (500 MHz, CDCls).
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Espectro 59 - Ampliacéo do espectro de RMN de *H de 61 (3 0-2,1; 500 MHz, CDCls).
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Espectro 61 - Espectro de RMN de **C de 61 (125 MHz, CDCls).
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Espectro 62 - Espectro de RMN de DEPT 135 de 61 (125 MHz, CDCIy).
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Pulse Sequente: MEPFT W
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Espectro 63 - Espectro de RMN de DEPT 90 de 61 (125 MHz, CDCly).

Tabela 14 - Dados de RMN *H e *C de 61 (CDCly)

posicdo | 842 calculado® 312 (m°®, 3% 8¢ calculado®  &c? (M°)
2 - - 160,0 163,0 (C)
3 7,25 7,21 (d; 8,0) 121,5 121,3 (CH)
4 7,93 7,97 (d; 8,0) 136,9 136,1 (CH)
5 7,63 7,68 (dd; 7,0; 1,0) 127,3 127,4 (CH)
6 7,37 7,39 (ddd; 7,0; 125,5 125,6 (CH)
7,0; 1,0)
7 7,50 7,59 (ddd; 7,0; 130,2 129,2 (CH)
7,0; 1,0)
7,95 7,97 (dd; 7,0; 1,0) 129,2 128,7 (CH)
9 - - 146,3 147,8 (C)
10 - - 126,9 126,6 (C)
11 2,76 2,90 (t; 8,0) 38,5 39,0 (CH,)
12 1,66 1,72 (m) 31,4 32,1 (CH,)
13 1,42 1,37 (sex; 7,5) 21,5 22,6 (CH,)
14 1,00 0,89 (t; 7,5) 14,0 13,9 (CHa)

% deslocamentos quimicos em ppm, em relacdo ao TMS como padréo interno
® valores calculados pelo programa MestReNova

“ multiplicidade

4 constantes de acoplamento em Hz
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Devido a complexidade dos produtos obtidos nas reagbes com
organolitios, optou-se por avaliar estes compostos por CG/EM. A analise do
cromatograma de ions totais do produto ndo purificado da rea¢cdo com t-BulLi
(=78 °C) permitiu observar cinco bandas principais com tempos de retencdo
10,65; 16,08; 16,34; 21,56 e 35,51 min (Figura 58), cujos espectros de massas
(Espectros 64, 65, 66, 67 e 68) sugerem que sejam os produtos 60, 57, 61a ou
61b; 62 e 63 (Figura 59), respectivamente.

30

150043 3
2503 _
103 -

Ta0e3 - 'y

503

Figura 58 - Cromatograma de ions totais do produto da reacdo com t-BuLi (-78 °C).

mmmm

Figura 59 - Produtos identificados na rea¢do com t-BuLi (-78 °C).
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Espectro 64 - EM da banda com tr 10,65 min.
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Espectro 65 - EM da banda com tr 16,08 min.
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Espectro 66 - EM da banda com tr 16,34 min.
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Espectro 67 - EM da banda com tr 21,56 min.
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- EM da banda com tr 35,51 min.
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A analise por CG/EM do produto da reacéo entre 57 e n-BuLi (=78 °C) foi
muito semelhante a reacdo com t-BuLi na mesma temperatura, porém nao foi
possivel detectar os produtos 60 e 63. A reacdo com t-BuLi a =50 °C levou
somente ao produto 61a ou 61b.

Com base nestes resultados, a reacdo de acoplamento com organolitios
foi descartada, pois apresenta baixa seletividade quimica e em nenhuma das
condicdes o produto desejado foi detectado.

Outra alternativa seria a formacao do tri-quinolil-magnesato de litio (64) a
partir do tributilmagnesato de litio (Figura 60), que apresenta menor basicidade
que os organolitios e poderia promover a troca Br-M com maior eficacia, além
desta reacdo exigir condicbes mais brandas como temperatura a —-15 °C
(DUMOUCHEL et al., 2003; WAKEFIELD, 1995). A adi¢do do benzaldeido in

situ levaria ao produto acoplado 58 (Figura 60).

,\1 X

- . OH
L
Br Mg
Oij/ BugMgLi @ SN benzaldeido Q N O
- | D
Z G >
N N 7 N
57 64 58

Figura 60 - Formacdo do tri-quinolil-magnesato de litio.

Esta reacdo também foi realizada com o aldeido 48, porém, como na
reacdo com benzaldeido, o produto acoplado néo foi formado. O cromatograma
de ions totais da reacdo com 48 (Figura 61) apresentou duas bandas com
tempos de retengao de 15,89 e 23,63 min. Os respectivos espectros de massas
(Espectros 69 e 70) indicam que a troca Br-M ndo ocorreu e que 0S picos

observados sdo referentes a 57 e 48.
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Figura 61 - Cromatograma de ions totais do produto da reacdo entre 57 e 48.
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Espectro 70 - EM da banda com tr 23,63 min.

Como as reagbes com t-BuLi, n-BuLi e n-BuMgCl (utilizado para

formacao do nBuzMgLi) ndo foram eficazes, uma opcéo seria reagir a 3-bromo-

quinolina (57) com magnésio metélico para formacéo do reagente de Grignard

(65, Figura 62, SABERI; SHAH; SIMONS, 2005; WAKEFIELD, 1995)

adicionar in situ o eletrofilo (benzaldeido ou 48, Figura 62).

e
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OH
Br MgBr
S Mg®, THF N benzaldeido N
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57 65 \/@ 58
o
X

OH

Figura 62 - Reac¢des de Grignard para obtencao de 58 e 66.

A formacado do reagente de Grignard € um processo exotérmico, porém
o inicio da reacdo pode ser lento devido a camada de 6xido de magnésio
formado na superficie do metal. Para remover esta camada, o magnésio deve
ser tratado com solucéo diluida de acido cloridrico e a reacdo pode ser iniciada
com o auxilio de ultrassom, elevacao da temperatura, forte agitacdo e adicédo
catalitica de 1,2-dibromo-etano que reage com o metal formando gas eteno e
brometo de magnésio que nao interferem na reacao de Grignard (WAKEFIELD,
1995).

Esta metodologia foi eficiente para a troca Br-M, pois pela anélise do
espectro de RMN de 'H (Espectros 71 e 72) do produto majoritario obtido na
reacao entre 57 e benzaldeido foi possivel caracteriza-lo como a quinolina (60,
Tabela 15), poréem o produto acoplado nédo foi formado. Uma possivel
explicacdo para este fato seria a temperatura do meio reacional (65 °C,
Figura 62). Nesta condicdo o0 reagente de Grignard pode atuar
preferencialmente como base capturando um proton do meio reacional ao invés

de atuar como nucledfilo atacando a carbonila do aldeido (WAKEFIELD, 1995).
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Espectro 71 - Espectro de RMN de *H de 60 (500 MHz, CDCl).

Pulte Sequence: sdpul
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Espectro 72 - Ampliagdo do espectro de RMN de 'H de 60 (& 7,3-8,9; 500 MHz,

CDCls).
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Tabela 15 - Dados de RMN *H de 60 (CDCly)

posicao 542 calculado® 812 (m°®, 3%
2 8,62 8,85 (dd; 4,0: 1,5)
3 7.28 7,33 (dd: 8,5: 4,0)
4 8,02 8,08 (dd: 8,5: 1,5)
5 7.69 7,75 (dd: 8,5: 1,5)
6 7,42 7,48 (ddd; 8,5: 8,5; 1,5)
7 7,56 7,65 (ddd; 8,5; 8,5; 1,5)
8 8,00 8,08 (dd: 8,5: 1,5)

& deslocamentos quimicos em ppm, em relacdo ao TMS como padréo interno
® valores calculados pelo programa MestReNova

“ multiplicidade

4 constantes de acoplamento em Hz

Foram testadas duas reagdes utilizando a mesma metodologia para a
formacdo do brometo de 3-quinolil-magnésio (65, Figura 62) e apds todo
magnésio metalico ser consumido a temperatura foi reduzida a —15 °C e o
aldeido (48 ou benzaldeido) adicionado. Novamente o produto majoritario foi
60.

A reagdo com 48 (150 mg, 0,7 mmol) e 2 equivalentes de 57, sob refluxo
por 6h foi analisada por CCD [Hex:AcOEt (1:1)] e apresentou uma substancia
mais polar (Rr 0,38) que a 3-bromo-quinolina (R 0,60) e quinolina (R¢ 0,48) com
forte absorcdo em i = 365 nm, porém com Rf muito proximo aquele observado
para 48 (Rs 0,36). A partir da purificacdo por CC foram obtidas 25 fracoes,
sendo a fracdo 6-8 (F6-8, 12 mg) submetida & analise de RMN de 'H e DEPT
135 (Espectros 73 e 74).

A anélise do espectro de RMN de *H confirma que F6-8 estava em
mistura, porém foi possivel observar um singleto caracteristico de hidrogénio
carbindlico ligado a dois sistemas aromaticos (DUMOUCHEL et al., 2003) em
86,07 (Stesrico 6,16). A andlise por DEPT 135 também indicou a formacédo do
produto acoplado 66 (Figura 61), devido ao carbono hidroxi-metinico em & 69,0
(Bresrico 68,3).
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Espectro 73 - Espectro de RMN de *H de F6—-8 (500 MHz, CDCl5).
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Espectro 74 - Espectro de RMN de DEPT 135 de F6-8 (125 MHz, CDCly).
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A fracdo F6-8 foi submetida a CCD preparativa utilizando
Hex:CHCl3:MeOH (1,5:8,0:0,5) como FM. Foram observadas trés bandas
cromatograficas sob luz UV 254 nm com R; muito proximos (0,64; 0,69; 0,73),
sendo que a substancia com R; 0,69 (F6-8b) foi a Unica que apresentou
absorcao sob luz UV 365 nm. A extracéo foi realizada utilizando AcOEt e em
seguida MeOH e foram obtidos 3 mg de F6-8b.

O espectro de RMN de 'H de F6-8b (Espectro 75) indicou sinais
correspondentes ao possivel produto acoplado 66 (Figura 62), obviamente
analisado em mistura, indicando a complexidade desta fracdo que, devido a
pouca massa, foi submetida a analise por CG/EM para interpretacdo deste
resultado.

Palie Bequenta: szpul
Solwants CHEL
Tomp, 8.8 C
INDWA=50E  =mu

Toang

]
¢ 3010 K
T

Relan. dalay 0.904 aec
Fasi

1.194
LL k]

| ‘La.,hudL _,L._J“JL_,A.J_._,M“L L

13 12 11 ] 3 ] 7 § 5 4 3 H 1 - ppm

Espectro 75 - Espectro de RMN de *H de F6-8b (500 MHz, CDCls).

O cromatograma de ions totais de F6—8b possibilitou observar uma
banda pouco intensa com tempo de retencdo 40,28 min (Figura 63), cujo
espectro de massas (Espectro 76) sugere que seja o produto 66. No EM foi
possivel observar o ion molecular (m/z 342), o ion m/z 91 que é o pico base

sendo atribuido ao ion tropilio, os ions m/z 77, 65, 51 e 39 caracteristicos da
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fragmentacdo do ion tropilio e o ion m/z 128 atribuido ao ion quinolinio
(Figura 64). A presenca desses ions indica que 0s nudcleos quinolinico e

piridinico (que contém o grupo benzilico) fazem parte de um mesmo sistema.

gy =4
4065
gy =4
iy o
e | w
r———— l:_
] .
I e s AT B S e
Figura 63 - Cromatograma de ions totais de F6—8b.
15000 91
12500-f
1oooo-f
7500-3 43
128 255 26
5000’: 4 198 21| e 283 27
2500; o T o 14 -
] 156 227 34
K '1‘ ;‘,11‘,11,1{, Al “uh R R I S 3 T W P 1 ,JIJL, | LL |
50 75 100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 350

Espectro 76 - EM da banda com tr 40,28 min.
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Figura 64 - Mapa de fragmentacao de 66.
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Adicionalmente, foram realizados experimentos de gHSQC e gHMBC
com a fracdo F6—-8b sendo possivel observar que o hidrogénio em & 6,15 esta
ligado ao carbono C-11 (66, Figura 62) em & 69,4 (Espectro 77) e os mapas de
contorno gHSQC nos modos positivo e negativo (Espectros 78 e 79) permitiram
atribuir a multiplicidade deste carbono (CH). A analise do mapa de contorno

gHMBC (Espectro 80) permitiu observar a correlacdo entre o hidrogénio em
& 8,02, possivelmente referente ao H-2 do ndcleo quinolinico com o carbono
em & 69,4. Estes dados aliados aos resultados de CG/EM indicam a formagéo

do produto 66 mesmo que em baixo rendimento.

B0 79 P 7 YR S 74 PR 7T 7L MM 69 &B 67 GE
F1 [ppa)

Espectro 77 - Mapa de contorno gHSQC de F6—8b (& 66—80; 500 MHz; CDCly).
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500 MHz; CDCls).
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Espectro 80 - Mapa de contorno gHMBC de F6-8b (& 65—74; 500 MHz; CDCls).

Como as rea¢fes de acoplamento com organolitios e organomagnésio
nao foram eficientes, uma alternativa seria testar uma reagdo de acoplamento
cruzado catalisada por metal de transi¢do, que corresponde a um dos métodos
mais eficientes para a construcdo de ligacbes carbono-carbono. Este tipo de
reacdo, entre um composto organometélico R'-M e um halogeneto R?*-X
catalisada por um metal de transicao (Cu, Ni, Fe ou Pd), origina um composto
organico R'-R?% Os compostos de paladio sdo os catalisadores mais
comumente empregados (TEIXEIRA; BARBOSA; PILO-VELOSO, 2007).

Neste contexto, o acoplamento de Suzuki-Miyaura € uma das opcoes
mais promissoras, pois apresenta alta estereo- e regiosseletividade, além de
exigir condicbes experimentais amenas (DOUCET, 2008; MOLANDER; ELIA,
2006). Neste tipo de reacdo sao utilizados compostos organoborados,
geralmente sais de organotrifluorboratos que séo estaveis a t.a. e oxigénio ao
contrario dos acidos e ésteres borbnicos (STEFANI; CELLA; VIEIRA, 2007).

A abordagem sintética para obtencdo do hibrido 31a utilizando a
metodologia de Suzuki-Miyaura consiste na formagdo do 4-quinolinil-

trifluorborato de potassio (67) e do cloreto 68. A reacdo entre estes dois
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compostos catalisada por PdCl, (dppf) poderia formar o intermediario 55 que

apos uma hidrogenacéo seguida de acetilacdo levaria a 31a (Figura 65).

BF;K
1) Mg®/THF
2BOPITHE S0Cl_ | N
KHlesoI sat. aq. CHCI3 HO =
N

47
\ PdCl; (dppf)

CsCO;, THF

AcO BnO

A\

/

1) Pd/C 10%
2) Ac,0

X

>
N N

31a 55

Figura 65 - Acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura.

A halogenacéo de 47 utilizando SOCI, (Figura 65) levou a um sélido
branco com Rf 0,58 [Hex:AcOEt (1:1)] em 85% de rendimento. A analise dos
espectros de RMN de 'H, ®C e DEPT (Espectros 81-84) deste composto
confirmou a obtencédo do cloridrato de 68. As atribuicbes dos carbonos foram
realizadas baseadas no mapa de contorno gHMBC (Tabela 16, Espectros
85—88 e Figura 66) e foram muito semelhantes aquelas realizadas para 47. Os
sinais correspondentes aos hidrogénios e carbonos 4 e 5 foram deslocados
devido a formacdo do cloridrato. O sinal em & 37,3 (Espectro 82) quando
comparado ao sinal correspondente em 47 (& 60,1) confirma a halogenagao em
C-7.



Pulue Sageance: wipsl 6'

FRATY

4979
1]

T
ans

S50

ppa

Espectro 81 - Espectro de RMN de *H de 68 (500 MHz, CD;0OD).

Palis Sagsance ) slps
Solveed: cdled

Tsg. DO 6 £ ¢ L.
war|  1-gd
ImTA-IE e bTEES 5

Ealwe, dniey 8,000 veg 6 &

Falid 850 degrei

hcy. Gima L 84D dee

Wista FEddd.3 mr

Faia4 rapatinisem 4

GRBIRWE 13, K%, AEFIEFR mmg \3

MCOUPLE Wi, 489, 1330780 mag 5 '
i ol 1

o]
CJ
w
RN
BB

e LA
LIt ]
LN ]

b RS

i
Py

Tatai vies 81 r, % mis, 3§ wec N

sam.aad
19%
(1Ll

-l
57.5%1

-
o N
AL

(S LA ]

LLE R

20 188 160 40 1z imm an [1] 4n 20 L]

PP

Espectro 82 - Espectro de RMN de **C de 68 (125 MHz, CD;0D).

149



150

Pelun Sagmencar alpul

Sokwamiy cdded
Temp, 0.6 C ¢ WO K
waers 1 3

~pi-d
IRDR-BE el UTEE

alas. dalay 00T G

Fulns 418 dagress

gy, bims §.843 e

WIdIn BLIEN.0 EE 5

TLNEE Fapart 1 bens

SRMRVE €18, LIS MARITTN WHE y &

SECRLRLE  Wp, A0H.FRTPET mRp 6

Foeds B0 8B

cortl o iy an

ki TE- 0w inted 4

“tine beraadsnieg 1.8 HE 3 O s 3
ra beoaden . )

PT nigs 45nae ¢ 5 X 1

Aoiad yiss 81 se, 0 min, §§ asc | 2

FEER T

I s

- L0, i

. awd

138, 14

ELN ]

FETIE TR
138

AN ELY

Espectro 83 - Ampliacdo do espectro de RMN de **C de 68 (8 129-157, 125 MHz,

CD;0D).

- -
S s
3.2
s=z2
e n"
31272
TN
2
:
l o
2
Se.e
e
s-52
§2%
Ched
I

130,04

R
P
1
T
wan

AN
7.

200 180 160 149 120 10 a0 60 @0 20 0

ppm

Espectro 84 - Espectro de DEPT 135 de 68 (125 MHz, CD;0D).



151

Fuliih Sbgednisi gHERC
foiventl cddod

Taeg. M0 5 7 M3 0L
War  1TiE-AT
Iwreh=300 “sultids-

Eala. delay L8600 ane
Aoy, Gims & LB wac

L
Total tima & Br

Fz
(peg)
1
]
3
+
— o
Lp
7
= ] - -
—  a - _=
LR

zza 2o iga 168 140 1xe 100 an
F1 [(ppm)

Espectro 85 - Mapa de contorno gHMBC de 68 (500 MHz; CD;0D).
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Espectro 86 - Mapa de contorno gHMBC de 68 (& 124-160; 500 MHz; CD5;0D).
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Espectro 87 - Mapa de contorno gHMBC de 68 (5 70—76; 500 MHz; CD5;OD).
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Espectro 88 - Mapa de contorno gHMBC de 68 (5 125-160; 500 MHz; CD5;0D).



Tabela 16 - Dados de RMN de 68 (CD3;0D)
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pOSicao 52 (mP) gHMQC 852 (m®, J%) gHMBC

2 143,0 (C) - H-4, H-7

3 156,3 (C) - H-4, H-7, H-8

4 130,3 (CH) 8,32 (dd, 8,5; 1,5) H-6

5 1299 (CH) 7,96 (dd, 8,5; 5.5) H-6

6 1351 (CH) 8,39 (dd, 5,5, 1,5) H-4

7 37,3 (CHy) 4,97 (s) -

8 73,1 (CHy) 5,45 (s) H-2', H-6'

1 136,1 (C) - H-8, H-3", H-5'
2'ef 128,9 (CH) 7,52 (m) H-8, H-4
3e5 129,9 (CH) 7,43 (m) H-2", H-6'

4 129,1 (CH) 7,38 (m) H-2', H-3", H-5, H-6'

# deslocamentos quimicos em ppm, em relagdo ao TMS como padréo interno

® multiplicidade

¢ constantes de acoplamento em Hz

Figura 66 - Correlacdes H—C observadas no mapa de contorno gHMBC de 68.

A reacgdo para a preparacdo do 3-quinolinil-trifluorborato de potassio

(Figura 65) a partir de 57 levou a um solido avermelhado em baixo rendimento

(5%) que contrasta com o rendimento obtido por Molander; Canturk e Kennedy

(2008) de 84% para este sal. Uma explicagdo para este fato seria a

instabilidade dos ésteres borbnicos (intermediario na formacdo do sal

trifluorborato) acima de —60 °C (LI et al., 2002) e como esta etapa da reacéao foi

realizada a —15 °C, o rendimento foi baixo.

Devido a baixa quantidade obtida deste sal ndo foi possivel realizar o

acoplamento entre 67 e 68 (Figura 65), porém esta metodologia merece
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estudos adicionais para formagcdo dos derivados boronicos a temperaturas
mais baixas (—78 °C) e gerar o sal 67 em melhores rendimentos, sendo que a
reacao de Suzuki-Miyaura seria uma alternativa promissora para obtencéo do
hibrido 31a, uma vez que o reagente 68, necessario para esta reacdo, foi

obtido em bom rendimento (85%).
4.4 Avaliagao da atividade anticolinesterasica

Os derivados piridinicos (43-48, 50 e 52) e a fragdo F6-8
(possivelmente contendo 66, Figura 67) foram submetidos ao ensaio qualitativo
por bioautografia, utilizando como padrao positivo a fisostigmina (P, Figura 68)
e Hex:AcOEt (1:1) como FM. Foram aplicados 50 ug de cada amostra e
0,05 ug do padrdo. Os valores de R; foram calculados para os halos onde
houve inibicdo da AChE (Tabela 17).

OYCHs \/@
| AN 0] | AN OH @O
- O _CHj = O _CHj P
R N \”/ R N \H/ N R
44:R=CH; ©

43:R=CH; © :R=CHs 47: R = CH,OH
45:R=H 46:R=H 48: R =CHO
o CHs

Y OH
. .0 m
(T . (1. |
[n;iH/H N N Z

o) o)

50 52 66

Figura 67 - Substancias avaliadas no ensaio anticolinesterasico.

Todos os compostos apresentaram inibicdo da AChE sendo o aldeido 48
aguele que apresentou o melhor perfil inibitério neste screening (Figura 68). A
fracdo F6-8 teve uma inibicdo satisfatoria e considerando que 66 € um dos
possiveis constituintes desta fracdo, este derivado poderia ser o responsavel
pela atividade. Estes resultados validam todo o planejamento realizado, tendo
em conta que o foco deste trabalho era a busca por novos inibidores de

acetilcolinesterase.
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Figura 68 - Ensaio anticolinesterasico.

Tabela 17 - Valores de R¢para os halos de inibicdo da AChE

Amostras Ry
44 0,27
43 0,43
46 0,18
45 0,34
48 0,31
47 0,45
50 Base
52 0,46
66 0,24/0,14

padréo base
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5 CONCLUSOES

Os estudos computacionais permitiram a criacdo de dois modelos de
docking para a acetilcolinesterase, um utilizando o programa FlexX e outro o
Flexe. O primeiro foi utilizado no planejamento de 24 hibridos que
apresentaram valores de AGjgacso Mais satisfatorios que os inibidores de
acetilcolinesterase comerciais e os derivados de (—)-3-O-acetil-espectalina (32),
um alcalbide piperidinico de S. spectabilis em estudos de fase pré-clinica,
constituindo-se o primeiro protétipo de metabdlitos secundarios do NuBBE. O
segundo foi empregado nos estudos do modo de interacdo de 32 que
corroboraram os dados obtidos in vivo, onde foi proposto um modo de inibicdo
nao-competitivo (CASTRO et al., 2008) evidenciando a necessidade de maior
investimento neste estudo, dado a importancia deste mecanismo de acéo para
inibidores de acetilcolinesterase. Além disto, o segundo modelo utilizando o
programa FlexE e estudos de dinamica molecular foram utilizados para prever
uma possivel diferenca da atividade entre 32 e (-)-3-O-acetil-cassina (36) em
fase pré-clinica e o resultado sugere diferencas no modo de interacdo destes
alcaldides, sendo 36 potencialmente mais ativo que 32.

O hibrido planejado por docking (31la) que apresentou melhores
interagbes com a enzima e maior viabilidade sintética foi selecionado como
segundo obijetivo deste projeto e, por analise retrossintética, foram escolhidas a
3-hidroxi-2-hidrometil-piridina (38) e a 4-bromoquinolina (42) como materiais de
partida de uma rota sintética convergente para obtencédo de 31la.

A rota sintética planejada inicialmente foi bastante modificada devido as
dificuldades inerentes ao desenvolvimento da sintese organica num laboratorio
tradicionalmente dedicado a fitoquimica. As primeiras etapas da rota —
formacao do aldeido 41 e acetilacdo subsequente (Figura 38) — devido ao baixo
rendimento foram alteradas. Na nova abordagem sintética a obtencdo do
derivado benzoilico 52 nos levou a propor um rearranjo para explicar a
migragao dos grupos Ac e Bz no modelo aplicado (Figura 50), ainda sem dados
na literatura.

Vérias metodologias de acoplamento dos nucleos piridinico (38) e
quinolinico (42) foram avaliadas, porém o intermediario acoplado (66) s6 pode

ser detectado por CG/MS na reacéao utilizando o reagente de Grignard brometo
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de 3-quinolinil-magnésio. Devido ao baixo rendimento de 66, ndo foi possivel
isola-lo da mistura reacional e, portanto, sua identidade, provando a viabilidade
sintética do método, néo foi possivel até o presente momento.

Uma alternativa metodologica para a obtencdo de 3la seria o0
acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura. Este método é considerado um dos
mais eficientes para a construcdo de ligacdes carbono-carbono descritos na
literatura. A obtencdo de um dos reagentes (68) para este tipo de acoplamento
(Figura 64) teve sucesso. No entanto, o sal 67 necessario para finalizar a
sintese proposta foi obtido, porém com rendimentos baixos, o que inviabilizou a
conclusao do procedimento. Concluindo, apos varias analises sobre a obtencao
de 67, acredita-se que a temperatura utilizada nao foi ideal, levando em conta a
instabilidade do intermediario a ser formado antes do sal. Esta etapa final do
projeto estd no momento sendo concluida.

A parte de docking molecular foi muito Gtil para a selecdo do composto
(31a) escolhido para a sintese, pois mesmo ainda em fase de obtencao, nove
intermediarios  sintetizados foram avaliados quanto a atividade
anticolinesterasica e todos foram ativos sendo 48 o derivado que apresentou
melhor inibicdo no ensaio enzimatico. Concluimos que 0s objetivos principais
deste trabalho foram alcancados, jA& que uma das finalidades da quimica

medicinal é a obtencao de substancias bioativas.
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