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RESUMO

SINTESE E AVALIACAO FARMACOLOGICA DE 7-AMINO-
ESPIRO[CROMENO[4,3-bJQUINOLINA-6,1’-CICLOALCANOS] E
DERIVADOS

Autora: Leticia Barros da Silva

Orientador: Prof. Dr. Helio Gauze Bonacorso

A presente tese descreve a sintese e avaliacdo farmacoldgica de novos analogos
estruturais da tacrina, assim como as reagdes de N-derivatizacdo e de acoplamento C-C e
C-N desses compostos. Assim, uma série de 7-amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-
6,1’-cicloalcanos], onde [cicloalcanos = ciclopentano, ciclohexano, cicloheptano, 2-
metil-, 3-metil-, 4-metil-, e 4-t-butil-ciclohexano] foi sintetizada com rendimentos de 30
— 65 % atraves de uma reacdo de ciclocondensacdo entre 2-amino-benzonitrilas e sete
exemplos de espiro[cromano-2,1'-cicloalcan]-4-onas, utilizando AIClIs como catalisador,
na auséncia de solvente e sob aguecimento térmico convencional. Posteriormente,
visando o estudo da influéncia dos substituintes cloro e bromo na atividade bioldgica
desse sistema, além da possibilidade de insercdo de novos grupos a partir de um composto
bromo substituido em reacGes de acoplamento, estendeu-se essa metodologia para a
obtengéo dos 7-amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-cicloalcanos] halo
substituidos.  Subsequentemente, essas espirocromeno-quinolinas  (tacrinas  hibridas)
foram avaliadas quanto a atividade de AChE e BChE in vitro e foram realizados estudos
complementares de docking molecular. Ambos os resultados para esses novos analogos
da tacrina foram correlacionados com as caracteristicas estruturais desses compostos.
Ainda, essas espirocromeno-quinolinas foram submetidos a testes de citotoxicidade em
células sadias de leucocitos humanos. Em sequéncia, foram realizadas inicialmente
reacbes de  N-derivatizagdo em  7-amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-
cicloalcanos], possibilitando a insercdo do heterociclo pirrol via reacdo de Clauson-Kass,
com rendimentos de 52 — 78 %. Esses novos compostos foram avaliados quanto a
atividade antitumoral e antimicrobiana. Por fim, reacOes de acoplamento C-C e C-N tipo
Sonogashira, Suzuki-Myaura e Buchwald-Hartwig para o exemplar 7-amino-9-bromo-
espiro[cromenol[4,3-b]quinolina-6,1°-ciclohexano] conduziram a produtos de futuro
interesse sob o ponto de vista sintético e bioldgico.

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA MARIA
CURSO DE POS-GRADUACAO EM QUIMICA
TESE DE DOUTORADO EM QUIMICA

SANTA MARIA, FEVEREIRO DE 2017
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ABSTRACT

SYNTHESIS AND PHARMACOLOGICAL EVALUATION OF 7-AMINO-
SPIRO[CHROMENO[4,3-b]QUINOLIN-6,1’-CYCLOALKANES] AND
DERIVATIVES

Author; Leticia Barros da Silva

Advisor: Prof. Dr. Helio Gauze Bonacorso

The present thesis describes the synthesis and pharmacological evaluation of new tacrine
structural analogues, as well as N-derivation reactions and C-C and C-N coupling on these
compounds. By this way, a series of 7-amino-spiro[chromeno[4,3-b]quinolone-6,1’-
cycloalkanes], where [cycloalkanes = cyclopentane, cyclohexane, cycloheptane, 2-
methyl-, 3-methyl-, 4-methyl-, and 4-t-butyl-cyclohexane] were synthesized with yields
of 30 — 65 % through a cyclocondensation between 2-amino-benzonitriles and seven
exemples of spiro[chromano-2,1°-cycloalkan]-4-ones, using AICL as catalyst, in a
solventless conventional thermal heating. Later, aiming at the study of the influence of
chlorine and bromine as substituents in the biologic activity of these systems, and the
possibility of insertion of new groups using one bromine substituted compound in
coupling reactions, this methodology was extended to obtain halo substituted 7-amino-
spiro[chromeno[4.3-b]quinolone-6,1’-cycloalkanes]. Subsequently, theses
spirochromeno-quinolines (tacrine hybrids) where evaluated for they AChE and BChE in
vitro activities as well as complementary molecular docking studies. Both results for these
new tacrine analogues were correlated with their structural characteristics for these
compounds. The spirochromeno-quinolines were also evaluated for they cytotoxicity
using healthy human leukocytes. In the sequence, N-derivation reactions in 7-amino-
spiro[chromenol4,3-b]quinolone-6,1°-cycloalkanes] were made, allowing the insertion of
a pyrrole heterocycles by Clauson-Kass reaction, with yields of 52-78 %. These new
compounds were evaluated for they antitumor and antimicrobial activities. Lastly, the C-
C and C-N coupling reactions employing sonogashira, Suzuki-Myaura and Buchwald-
Hartwig  techniques for the  7-amino-9-bromo-spiro[chromeno[4,3-b]quinolone-
6,1°cyclohexane] furnished products of future interest in a synthetic and biologic points
of view.

FEDERAL UNIVERSITY OF SANTA MARIA
POST-GRADUATE COURSE IN CHEMISTRY
DOCTORAL THESIS IN CHEMISTRY
SANTA MARIA, FEBRUARY, 2017



INTRODUCAO E OBJETIVOS



1. INTRODUCAO

A 9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina ou tacrina (Figura 1) é um farmaco
reconhecido pelo seu elevado potencial de inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE),
sendo indicada para o tratamento da doenca de Alzheimer (DA).! Nos EUA, a tacrina foi
0 primeiro farmaco aprovado pela agéncia Food and Drug Administration (FDA) para o
tratamento dessa doenca, entretanto 0 uso continuo dessa droga é limitado devido aos
seus efeitos colaterais, tais como distlrbios gastrointestinais e hepatotoxicidade.?

Testes clinicos com a tacrina demonstraram que 8 dos 41 pacientes tratados com
esse farmaco apresentaram danos no figado, porém das drogas avaliadas contra a doenca
de Alzheimer a tacrina mostrou ser uma das mais eficientes na inibicdo da enzima
acetilcolinesterase, além de apresentar outras atividades farmacologicas como: bloqueio
do canal de potéssio, inibicdo do processo de recaptacdo de monoamina neuronal e
inibicdo da monoamina oxidase.?:3

Assim, varios hibridos da tacrina e derivados tém sido sintetizados com o objetivo
de aumentar a eficiéncia desse farmaco e diminuir seus efeitos colaterais. Por exemplo,
em 2012, Chen e col. sintetizaram a co-droga tacrina-silibinina (Figura 1) que ndo
apresentou hepatotoxicidade em testes in vivo e in vitro e apresentou maior eficicia na

inibicdo das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase (BChE) que a tacrina.*

N\/\/\/\
o .y o
) "]
N OH N
OH O

Tacrina Co-droga tacrina-silibinina

Figura 1. Estrutura da tacrina e da co-droga tacrina-silibinina.

1 Romero A; Cacabelos, R.; Oset-Gasque, J. M.; Samadi, A.; Marco-Contelles, J. Bioorg. Med. Chem. Lett.
2013, 23, 1916.

2 pisoni, S. D.; Costa, S. J.; Gamba, D.; Petzhold, L. C.; Borges, A. C. A.; Ceschi, A. M.; Lunardi, P,;
Gongalves, S. A. C. Eur. J. Med. Chem. 2010, 45, 526.

3 Shutske, G. M.; Pierrat, F. A.; Kapples, K. J.; Cornfeldt, M. L.; Szewczak, M. R.; Huger, F. P.; Bores, G.
M.; Haroutunian, V.; Davis, K. L. J. Med. Chem. 1989, 32,1805

4 Chen, X.; Zenger, K.; Lupp, A.; Kling, B.; Heilmann, J.; Fleck, C.; Kraus, B.; Decker; M. J. Med. Chem.
2012, 55, 5231.
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A doenca de Alzheimer é um dos maiores problemas de deméncia que se tem
conhecimento.! A DA é uma afeccdo neurodegenerativa, progressiva e irreversivel que
afeta 35 milhGes de pessoas no mundo e estima-se que esse ndmero iré triplicar até 2050,
caso ndo se desenvolvam tratamentos eficazes para essa doenca.®

Estudos recentes demonstram que 0 estresse oxidativo desempenha um papel
fundamental na iniciacio da DA, tornando-se assim um importante alvo para o
tratamento dessa doenca.® Neste contexto, varios antioxidantes foram testados em ensaios
clinicos, porém existe a necessidade do desenvolvimento de um medicamento
multifuncional que além de inibir a AChE tenha também uma acdo antioxidante.® Deste
modo, a associacdo de blocos construtores com funcdo antioxidante em moléculas com
potencial de inibicdo da AChE seria uma importante estratégia para o tratamento da DA.

Por outro lado, espiro-heterociclos pertencem a uma importante classe de
compostos naturais e  sintéticos que possuem propriedades Unicas como a
espiroconjugacdo, efeito anomérico e quiralidade axial, por isso sdo importantes blocos
construtores de diversos compostos de relevancia biolégica e farmacéutica.® Além disso,
apresentam uma ampla variedade de atividades bioldgicas, como atividade antitumoral,
antibidtica, anti-inflamatéria, anti-diabetes e antidepressiva.” Assim, a incidéncia de
espiro-heterociclos na literatura vem crescendo exponencialmente ao longo da Ultima
década.®

Tendo em vista a importancia do desenvolvimento de drogas multifuncionais, é
descrito na literatura que heterociclos derivados de 6H-1-benzopirano[4,3-b]quinolinas
apresentam uma grande variedade de atividades bioldgicas (Figura 2). Mulakayala e col.
sintetizaram  6H-1-benzopirano[4,3-b]quinolin-6-onas como potenciais agentes anti-
cancer.? Esses compostos foram avaliados in vitro contra quatro linhas celulares de cancer
e foram considerados ativos.? Também, 6H-1-benzopirano[4,3-b]quinolonas sédo

reportadas na literatura como agentes estrogénicos.1°

1 Romero A.; Cacabelos, R.; Oset-Gasque, J. M.; Samadi, A.; Marco-Contelles, J. Bioorg. Med. Chem. Lett.
2013, 23, 1916.

5 Thiratmatrakul, S.; Yenjai, C.; Waiwut, P.; Vajragupta, O.; Reubroycharoen, P.; Tohda, M.; Boonyarat,
C. Eur.J. Med. Chem. 2014, 75, 21

6 Chen, N.Y,; Ren, P.L.; Zou, M. M.; Xu, P. Z;; Shao, S. X,; Xu, Y. X,; Li, Z. Chin. Chem. Lett. 2014, 25,
197.

"Pradhan, R.; Patra, M.; Behera, A. K.; Mishra, B. K.; Behera, R. K. Tetrahedron, 2006, 62, 779.

8 Carreira, M. E.; Fessard, C. T. Chem. Rev. 2014, 114, 8257.

9 Mulakayala, N; Rambabu, D.; Raja, M. R.; Chaitanya, M.; Kumar, C. S.; Kalle, A. M.; Krishna, G. R;;
Reddy, C. M.; Basaveswara Rao, M. V.; Pal, M. Bioorg. Med. Chem. 2012, 20, 759.

10V, A. T. US Patent deposited on United States Patent - US 7354927 B2 in agreement to Pottstown, PA
2008.
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-CHO;
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Figura 2. Estrutura dos derivados de 6H-1-benzopirano[4,3-b]quinolinas bioativos.

Dentre as diversas classes de heterociclos multifuncionais, destacam-se 0s pirrois,
aneis contendo quatro atomos de carbono e um atomo de nitrogénio. Os pirrdis séo
encontrados como constituintes basicos em produtos naturais e moléculas biologicamente
ativas, com vasta gama de aplicacbes bioldgicas, tais como atividade antitumoral,
antibacteriana e antiviral, sendo ainda muito utilizados como precursores em sintese
organica.!-17  Sistemas pirrolicos compdem a estrutura de diversas moléculas com
aplicacdes farmacoldgicas de suma importancia, desde controladores de secrecdo gastrica
(Vonoprazan), redutores de colesterol (Atorvastatina), anti-inflamatorios (Tolmetina e
Zomepirac), entre outras (Figura 3).

11 Yates, F. S.; Boulton A. J.; McKillop A. Comprehensive Heterocyclic Chemistry, Pergamon, Oxford.
1984, vol. 2.

12walsh, C. T.; Tsodikova, G.; Howard-Jones, A. R. Nat. Prod. Rep. 2006, 23, 517;

13 Bellina, F., Rossi, R. Tetrahedron 2006, 62, 7213.

148u, T.L; Lee, T.C.; Kakadiya, R. Eur. J.Med. Chem. 2013, 69, 609.

15 Biava, M. Curr. Med. Chem.2002, 9, 1859.

16 Almerico, A. M.; Diana, P.; Barraja, P.; Dattolo, G.; Mingoia, F.; Loi, A. G,; Scintu, F.; Milia, C.; Puddu,
I; La Colla, P. Farmaco 1998, 53, 33.

17pelkey, E. T. Prog. Heterocycl. Chem. 2005, 17, 109;
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Figura 3. PirrGis substituidos presentes na estrutura-base de alguns farmacos.

Considerando 0s aspectos relatados anteriormente, a presente tese tem por
objetivo geral realizar um estudo sobre a sintese, a derivatizacdo e a avaliacdo
farmacoldgica de novos derivados sintéticos, tendo por base a estrutura da tacrina (Figura
4). Estes novos heterociclos apresentam uma porcdo espirocarbociclica contemplando
anéis de 5-7 membros, substituidos ou ndo, halo-substituintes na fracdo quinolinica,

propiciando reacdes de acoplamento C-C e C-N, como também, o grupo amino, que sera

utilizado em

reacOes de N-derivatizacdo heterociclica na obtencdo de pirris.

\.

~

(Alquil-substituintes)

N-Derivatizacéo

( Han-substituintes]—.

|

Reacdes de Acoplamento
C-CeC-N

Figura 4. Objetivo geral sintético resumido desta Tese.
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Visando alcancar as etapas previstas no objetivo geral, esta previsto o

desenvolvimento dos seguintes objetivos especificos:
1. Sintetizar (4) a partir da

espiro[croman-2,1°-cicloalcan]-4-onas  precursoras

metodologia descrita por Kabbe (Esquema 1),181° a qual utiliza reacdes envolvendo 2-

hidroxi-acetofenona (1), cicloalcanonas substituidas (2) e pirrolidina (3) sob
aquecimento.
Esquema 1:
o] o]
SO Y, ©
+ +
or @/&) U 0
n
1 2a-g 3 4a-g
2,4 a b [ d e f g
no1 2 3 2 2 2 2
R H H H 2-Me 3-Me 4-Me 4-tBu

2. Sintetizar 7-amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-cicloalcanos] (9-12) a partir
de espiro[croman-2,1°-cicloalcan]-4-onas (4a-g) em reag0es com 2-amino-benzonitrilas

(5-8) na presenca de catélise acida (Esquema 2).

Esquema 2:
(0]
N2 N .
Y + Acido de Lewis
Z N 0
n
5-8 4a-g
n° 59 6,10 7,11 8,12 4,9-12 a b c d e f g
R H H H 2'-Me 3-Me 4'-Me 4'-t-Bu
n 2 3 2 2 2 2

18 Kabbe, H. J. Angew. Chem. Int. 1982,21, 241.
19 Kabbe, H. J. Synthesis, 1978, 886.
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3. Uma vez que a literatura descreve uma elevada atividade farmacoldgica para tacrina-
dimeros derivados, este objetivo especifico pretende sintetizar os dimeros 13a-e a partir

dos compostos 9a-e em reagBes com di-brometos de alquila (Esquema 3).

Esquema 3.

9a-e 13a-e
13 a b c d e
n 1 2 3 2 2

y 1 1 1 2 3

4. Explorar reacGes de N-derivatizacdo nos compostos 9-12 pretendendo isolar exemplos

de estruturas pirrolil derivadas 14-16 (Esquema 4).

Esquema 4.
OCHj
Hsco” O X
n° 9,14 10,15 11,16 9-16 a b c d
R H H H  4-Me
n 1 2 3 2

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017



5. Realizar reagc6es de acoplamento C-C (tipo Sonogashira e Suzuki-Myaura) e C-N (tipo
Buchwald-Hartwig) no composto 12b, a fim de verificar a aplicabilidade desse composto

na sintese de novas moléculas mais complexas (Esquema 5).

Esquema 5.

6. Realizar as seguintes avaliages biologicas dos compostos (9-16):

e Inibicdo das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase;
e Atividade antitumoral,
e Citotoxicidade em leucdcitos humanos;

e Atividade antimicrobiana;

7. Realizar estudos complementares de Docking molecular.
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2. REVISAO DA LITERATURA

A revisdo da literatura abordara referéncias especificas relacionadas com
a pesquisa desenvolvida. Assim, inicialmente serd descrito trabalhos relacionados com a
sintese de espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-onas (4a-g), espiro-heterociclos e de
derivados bioativos de 6H-1-benzopirano[4,3-b]quinolinas.  Posteriormente,  serdo
abordadas referéncias sobre a tacrina e 0s seus analogos bioativos e também sobre as
principais metodologias para obtencdo da tacrina (Figura 1). Apos, serdo apresentadas

referéncias relativas a classe dos pirrdis.
2.1 Espiro[croman-2,1°-cicloalcan]-4-onas

A sintese de espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-onas foi descrita inicialmente por
Kabbe como uma reacdo multicomponente envolvendo a 2-hidroxi-acetofenona e as
respectivas 1-cicloalquenil-pirrolidinas produzidas in situ a partir de cetonas ciclicas e

pirrolidina (Esquema 6).18. 19

Esquema 6.

o) o)
9 H
N
+ é + < 7 MeOH, 2h
OH )n o

n=1,2,3,4

Tendo em vista que 0s espiro-heterociclos estdo presentes em diversos compostos
naturais bioativos, a sintese de espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-onas é amplamente
descrita na literatura e esses compostos sdo importantes precursores de diversos espiro-
heterociclos reportados na literatura, assim as espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-onas
pertencem a uma importante classe de compostos largamente utilizados na sintese de
novos espiro compostos.?® A Figura 5 mostra alguns espiro-heterociclos formados a

partir de espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-onas.

18 Kabbe, H. J. Angew. Chem. Int. 1982, 21, 241.
19 Kabbe, H. J. Synthesis, 1978, 886.
20Ko, K. S.; Jang, J. H.; Kim, E,; Park, B. S. Chem. Commu. 2006, 2962.
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N—R’
NS
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e Z HO O
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3 N_ S
R Xy SCF,
R2 0 0 z
R1
R'=H, Cl; R?=H, CH;; R®=Cl, Br, F, CH, n=1,2,3; Z=CH, O;

R"=H,Cl; R®=H,CHg R*=Cl,
R' = H, CH;0CH,; R?= CHj, CgH5 Br, F, CHs

Figura 5. Espiro-heterociclos formados a partir de espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-

onas.

Assim, a utilizacdo das espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-onas como precursores

permite a insercdo de uma porcdo espirocarbociclica em novas moléculas, visto que

espiro-heterociclos apresentam propriedades Unicas ainda pouco estudadas e ampla

atividade bioldgica, as quais serdo apresentadas a seguir.5: 21

6 Chen, N.Y,; Ren, P.L.; Zou, M. M.; Xu, P. Z; Shao, S. X,; Xu, Y. X;; Li, Z. Chin. Chem. Lett. 2014, 25,

197.

21 Bonacorso, H. G.; Garcia, F. D.; Belo, C. R.; Tier, A. Z.; Frizzo, C. P.; Martins, M. A. P.; Zanatta, N. J.
Fluorine Chem. 2014, 166, 44.
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2.2 Espiro-heterociclos

Compostos espiro-ciclicos sdo compostos que possuem um carbono comum a dois
anéis. Em 1900, Bayer sintetizou o primeiro composto espiro, descrito como um
hidrocarboneto biciclico. A partir de entdo, o termo espirociclano foi usado para descrever
a familia de tais hidrocarbonetos que possuem em sua estrutura pelo menos dois ciclos
ligados por um carbono em comum. Devido a natureza tetraédrica deste carbono, 0s
planos do anel sdo praticamente perpendiculares um ao outro.?? O carbono central dos
compostos espiro sendo quatenario € um desafio a mais na investigacdo estéreo-seletiva

destas estruturas.

A presenca da estrutura espiro-ciclica € comum em varios produtos naturais como
alcaloides, terpenos e terpenoides. Espiro-compostos representam uma importante classe
de ocorréncia em substancias naturais caracterizadas por pronunciadas propriedades
biolégicas, o que aumenta o interesse nas investigacbes de sintese, caracterizagdo
estrutural e ensaios de bioatividade de espiro-compostos.?® Assim, a sintese e avaliacdo

biolégica de espiro-heterociclos vem crescendo exponencialmente nos Gltimos 50 anos.®

Em 2014, Carreira e col. realizou uma pesquisa sobre o nimero de literaturas que
citava ou utilizava espiro-heterociclos nos Ultimos 50 anos (1964 — 2013).2 Akm de
observarem um crescimento exponencial de espiro-heterociclos na literatura, também foi
observado uma ligacdo direta desses compostos com agentes bioativos.® Ainda, a analise
dos dados mostrou que a maioria das patentes sobre espiro-heterociclos dos Gltimos 10
anos sdo da industria farmacéutica, agroquimica ou de areas relacionadas a doencas, como
oncologia, distirbios metabdlicos e anti-infecciosos.®

Os espiro-heterociclos apresentam uma ampla variedade de atividades bioldgicas,
como os derivados de espiro-oxindol que possuem atividade antitumoral, antibidtica e

antimicrobiana, tais como anti-HIV e antimalarica.”> 24

7 Pradhan, R.; Patra, M.; Behera, A. K.; Mishra, B. K.; Behera, R. K. Tetrahedron, 2006, 62, 779.

8 Carreira, M. E.; Fessard, C. T. Chem. Rev. 2014, 114, 8257.

22 Bayer, A. Ber. Dtsch. Chem. Ges. 1900, 33, 3771.

23 (a) Longeon, A.; Guyot, M.; Vacelet, J. Experentia 1990, 46, 548. (b) Kobayashi, J.; Tsuda, M.; Agemi,
K.; Shigemiri, H.; Ishibashi, M.; Sasaki, T.; Mikami, Y. Tetrahedron 1991, 47, 6617. (c) James, D. M.;
Kunze, H. B.; Faulkner, D. J. J. Nat. Prod. 1991, 54, 1137.

248ingh, S. G; Desta, Y. Z. Chem. Rev. 2012,112, 6104
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Os compostos azo-espiros por serem antagonistas da taquicinina sao utilizados no
tratamento da depressdo, ansiedade, dor e enxaqueca (Figura 6).” Ainda, espiro-
heterociclos derivados de benzopiranos possuem atividade anti-diabetes, pois séo
inibidores da aldose redutase (Figura 6).” Portanto, espiro compostos sdo importantes

blocos construtores para diversas moléculas bioativas.®

(IJH
N
)
F
X
Compostos azo-espiro Benzopiranos
R" = OH, CgHsCO, CN, halo, NH,, etc. X =0, CO

R? = H, alquil, halo, etc.

R3 = H, halo, NH,, etc.

R* = H, halo, NO,, CF5, OCFj, etc.
R® = H, halo, CFj, etc.

R® = H, C4Hs, etc.

R’ eR8= H, halo, alquil, etc.

Figura 6. Estrutura de compostos azo-espiro e de espiro-heterociclos derivados de
benzopiranos.

2.3 Derivados Bioativos de 6H-1-Benzopirano[4,3-b]quinolinas

A sintese dos derivados de cromeno-quinolinas tem se destacado devido a vasta
gama de atividades bioldgicas e farmacoldgica desses compostos como, moduladores
seletivos do receptor de progesterona,2® atividade transcricional,® e moduladores de
glicocorticoides (Figura 7). 27

Além disso, Miri e col. sintetizaram derivados de cromeno-[4,3-b]quinolina e

avaliaram a citotoxicidade desses compostos, 0s quais apresentaram atividade antitumoral

6 Chen, N.Y,; Ren, P.L.; Zou, M. M.; Xu, P.Z; Shao, S. X.; Xu, Y. X;; Li, Z. Chin. Chem. Lett. 2014, 25,
197.

" Pradhan, R.; Patra, M.; Behera, A. K.; Mishra, B. K.; Behera, R. K. Tetrahedron, 2006, 62, 779.

25 7hi, L.; Tegley, C. M.; Pio, B.; Edward, J. P.; Motamedi, M.; Jones, T. D.; Marschke, K. B.; Mais, D. E;
Risek, B.; Schrader, W. T. J. Med. Chem. 2003, 46, 4104.

26 Coghlan, M. J.; Kym, P. R;; Elmore, S. W.; Wang, A. X,; Luly, J. R;; Wilcox, D.; Stashko, M.; Lin, C.
W.; Miner, J.; Tyree, C.; Nakane, M.; Jacobson, P.; Lane, B. C. J. Med. Chem. 2001, 44, 2879.

2T Ku, Y. Y.; Grieme, T.; Raje, P.; Sharma, P.; Morton, H. E.; Rozema, M.; King, A. S. J. Org. Chem. 2003,
68, 3238.
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promissora para as seguintes linhagens de células de cancer: HeLa, K562, LS180 e MCF-
7 (Figura 7). 28 Ainda, esses compostos apresentaram baixa atividade de bloqueio do
canal de célcio, que é um efeito indesejado quando esses compostos sdo utilizados como
agentes antitumorais.

Dentre o0s derivados de cromeno-quinolinas destacam-se o0s 6H-1-
benzopirano[4,3-b]quinolinas, os quais sdo eficientes ligantes P-seletivos receptores de
estrogénio,2® além de apresentarem pronunciada atividade antitumoral contra diversas
linhagens de células de cancer.®-30

Mulakayala e col. sintetizaram 10 compostos derivados de 6H-1-benzopirano[4,3-
b]quinolin-6-onas como potencial agentes anticancer (Figura 2).° Esses compostos foram
avaliados in vitro contra quatro linhas celulares de cancer: leucemia (K562), cancer de
colo do Utero (Colo-205), de mama (MDA-MB 231) e contra 0 neuroblastoma (IMR32).
Os derivados de 6H-1-benzopirano[4,3-b]quinolin-6-onas foram considerados ativos para
todas as linhas testadas, sendo que o valor de ICso variou de 8 a 46 uM.° Ainda, o0s
menores valores de ICso foram obtidos para a linhagem de célula do cancer de mama
(MDA-MB 231).°

Posteriormente, Li e col também avaliaram os derivados de 6H-1-
benzopirano[4,3-b]quinolin-6-onas contra diversas linhas de células de céancer, sendo de
colo do utero (HCT-15, HCT-116, HT-29, LS-180, LS-174, S1 e Lovo), de prostata (PC3
e DU-145) e de mama (MCF-7).30 Esses compostos também foram ativos para todas as
linhas celulares testadas.3°

Contudo, derivados de 6H-1-benzopirano[4,3-b]quinolinas parecem apresentar

pronunciada bioatividada, principalmente como promissores agentes antitumorais

9 Mulakayala, N; Rambabu, D.; Raja, M. R.; Chaitanya, M.; Kumar, C. S.; Kalle, A. M.; Krishna, G. R;
Reddy, C. M.; Basaveswara Rao, M. V.; Pal, M. Bioorg. Med. Chem. 2012, 20, 759.

28 Miri, R.; Motamedi, R.; Rezaei, M. R.; Firuzi, O.; Javidnia, A.; Shafiee, A. Arch. Pharm. Chem. Life Sci.
2011, 2, 111.

29 \Vu, A. T.; Campbell, A. N.; Harris, H. A.; Unwalla, R. J.; Manas, E. S.; Mewshaw, R. E. Bioorg. Med.
Chem. Lett. 2007, 17, 4053.

80 Lj, T-L.; Guo, H-F.; Li, F-J.; Sun, Z-G,; Zhang, H-C. Bangladesh. J. Pharmacol. 2015, 10, 660.
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Moduladores seletivos do Atividade Moduladores de Atividade antitumoral
receptor de progesterona transcricional glicocorticoides

Figura 7. Estrutura quimica de derivados de Cromeno-quinolinas.

2.4 Tacrina e Analogos Bioativos

A doenca de Alzheimer € uma afeccdo neurodegenerativa progressiva
clinicamente caracterizada pelo déficit cognitivo e de memoria, a qual esta relacionada
com a degradacdo do sistema colinérgico e alteracbes nos sistemas glutamatérgica e
serotoninérgica.! Essa perda cognitiva e de memodria pode estar associada a diminuicdo
dos niveis do neurotransmissor acetilcolina (ACh), o qual pode ser degradado por dois
tipos de enzimas, a acetilcolinesterase que é responsavel pela finalizagdo dos impulsos
nervosos e a butirilcolinesterase que ainda ndo tem seu papel bem definido na
neurotransmissdo.!: 31

Em 1993, a tacrina foi o primeiro farmaco inibidor da AChE e BChE aprovado
nos EUA pela agéncia Food and Drug Administration (FDA) para o tratamento da DA.
Entretanto, esse farmaco apresentou elevada hepatotoxicidade via elevacdo dos niveis
séricos de alanina aminotransferase, o que limitou o seu uso clinico. 131

Tendo em vista que, a tacrina ¢ considerada um farmaco ‘“ouro” no tratamento da
doenca de Alzheimer, varios andlogos ou derivados da tacrina tem sido sintetizados com
0 objetivo de aumentar a eficiéncia desse farmaco na inibicdo da enzima
acetilcolinesterase e minimizar seus efeitos colaterais.!

Pisoni e col. sintetizaram novas tetrahidroacridinas quirais a partir de cetonas
terpénicas e avaliaram o potencial de inibicdo da enzima acetilcolinesterase desses
compostos.? Dos novos analogos testados, apenas um apresentou maior eficiéncia que a
tacrina na inibicdo da AChE, enquanto que os demais analogos apresentaram valores bem

superiores de ICso (Figura 8).2

1 Romero A; Cacabelos, R.; Oset-Gasque, J. M.; Samadi, A.; Marco-Contelles, J. Bioorg. Med. Chem. Lett.
2013, 23, 1916.

2 Pisoni, S. D.; Costa, S. J.; Gamba, D.; Petzhold, L. C.; Borges, A. C. A.; Ceschi, A. M.; Lunardi, P,;
Gongalves, S. A. C. Eur. J. Med. Chem. 2010, 45, 526.

31 Anand, P.; Singh, B. Arch. Pharm. Res. 2013, 36, 375.
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NH, NH,
LD O
~ ~

N N

Tacrina IC50 = 0,061 uM
IC5o = 0,088 uM

Figura 8. Estrutura quimica da tacrina e da (2R)-9-amino-2-metil-2,3-diidro-1H-
ciclopenta[b]quinolina.

Pang e col. identificaram através de estudos computacionais as diferentes regides
de interacdo da AChE (centro periférico e catalitico) e observaram uma baixa afinidade
da tacrina pelo centro periférico dessa enzima (Figura 9).32 Assim, os autores
sintetizaram dimeros e heterodimeros de tacrina como estratégia para aumentar a
eficiéncia e seletividade do inibidor em relagdo a AChE.®3 Segundo os autores, duas
moléculas de tacrina ligadas por uma cadeia alquilica permitiria a interacdo simultanea

entre o dimero de tacrina e os centros periférico e catalitico da enzima.33

Sitio Periférico

Figura 9. Sitios ativos da enzima acetilcolinesterase.32

32 pang, Y. -P.; Kozikowski, A.P. J. Comput. Aided Mol. Des. 1994, 8, 669
33 pang, Y. -P.; Hong, F.; Quiram, P.; Jelacic, T.; Brimijoijn, S. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1,1997,171.
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Os dimeros de tacrina foram sintetizados através de uma reacdo de substituicdo
nucleofilica entre a tacrina e dibrometos de cadeia longa (7 a 10 carbonos metilénicos) na
presenca de KOH (Esquema 7).33 A avaliacdo bioldgica desses dimeros mostrou um
significativo aumento no potencial de inibicdo da AChE, sendo que o dimero comy = 7

foi 0 que mais inibiu a AChE e mostrou ser 149 vezes mais potente que a tacrina.33

Esquema 7.

H

- H
N\/NHZ—> N\/N

y=7,8,9 10

i = (1) KOH, DMSO, t.a., 2 h; (2) Br(CHy),Br (0,5 equiv.), ta., 12 h

Neste contexto, varios heterodimeros e hibridos da tacrina tem sido sintetizados e
avaliados biologicamente na tentativa de obter um potente farmaco para o tratamento da

doenca de Alzheimer (Figura 10).

! Romero A; Cacabelos, R.; Oset-Gasque, J. M.; Samadi, A.; Marco-Contelles, J. Bioorg. Med. Chem. Lett.

2013, 23, 1916.
33pang, Y. -P.; Hong, F.; Quiram, P.; Jelacic, T.; Brimijoijn, S. J. Chem. Soc., PerkinTrans. 1, 1997,171.
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HN ST SNy HN/\/\/\N
CLO CL0
N7 SN N
Dimero tacrina-cistamina Hibrido tacrina-acido fertlico
(e} 0]
HN SN N HN/\/\HMSH
X 0" ™>"oNo, X
N/ OMe N/
Hibrido tacrina-acido ferulico-6xido nitrico Hibrido mercapto-tacrina

N~ |
(0] S HO
H \
~ H H
HN/\/\/N\H/\)LN/L}\Q Ny N
N ANy
O 7

Y

—

N

Hibrido tacrina-feniltiazol Hibrido tacrina-8-hidréxiquinolina

N\/\/\/\
NH

mf@ 1o

Co-droga tacrina-silibinina

Figura 10. Estrutura do dimero e heterodimeros hibridos da tacrina.

Estudos recentes demostram a importancia do desenvolvimento de uma droga
multifuncional para o tratamento da doenca de Alzheimer. A formacdo de radicais livres
e 0 dano oxidativo celular provocado pela formacdo dessas espécies, por exemplo, parece
desempenhar um papel importante na iniciacdo da DA. Assim a associacdo de uma droga

anti-colinérgica e antioxidante tornou-se um importante alvo para o tratamento da DA.°

Em 2012, Chen e col. sintetizaram e avaliaram biologicamente novos hibridos
tacrina-acido ferdlico-oxido nitrico como tentativa de obter uma droga multifuncional
(Figura 10).3* Esses novos hibridos apresentaram maior potencial de inibicdo da AChE

e BChE que a tacrina. O &cido fertlico € um potente agente antioxidante que age como

5 Thiratmatrakul, S.; Yenjai, C.; Waiwut, P.; Vajragupta, O.; Reubroycharoen, P.; Tohda, M.; Boonyarat,
C. Eur.J. Med. Chem. 2014, 75, 21.
34 Chen, Y.; Sun, J.; Frang, L, Liu, M.; Peng, S.; Liao, H.; Lehmann, J.; Zhang, Y. J. Med. Chem. 2012,

55, 4309.
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uma barreira de membrana celular impedindo a atividade de radicais livres, assim
esperava-se que esses novos hibridos apresentassem atividade antioxidante, porém isso
ndo ocorreu. Alguns dos novos hibridos tacrina-acido ferulico-6xido nitrico apresentaram

atividade vasorelaxante.34

Ainda, outros hibridos da tacrina tem sido sintetizados com o objetivo de obter
uma droga multifuncional, como a co-droga tacrina-silibinina que além de inibir a AChE
e BChE também apresenta atividade hepatoprotetora.* Também, uma nova série de
heterodimeros  tacrina-huprine  foram  sintetizados com o objetivo de inibir
simultaneamente os sitios catalitico e periférico da AChE. Esses compostos apresentaram

atividade anti-colinérgica e anti-amiloidogénicas.3®

2.5 Principais Metodologias para Obtencdo de Hibridos da Tacrina

A tacrina e andlogos estruturais possuem um ndcleo quinolinico que € um sistema
heterociclico baseado na fusdo de um anel benzénico com anel piridinico através da
ligacdo C2-C3 (Figura 11).3¢

Nucleo quinolinico

\ J

Figura 11. Estrutura do nicleo quinolinico.

4 Chen, X.; Zenger, K.; Lupp, A.; Kling, B.; Heilmann, J.; Fleck, C.; Kraus, B.; Decker; M. J. Med. Chem.
2012, 55, 5231.

34 Chen, Y.; Sun, J.; Frang, L; Liu, M.; Peng, S.; Liao, H.; Lehmann, J.; Zhang, Y. J. Med. Chem. 2012,
55, 4309.

35 Galdeano, C.; Viayna E,; Sola, I.; Formosa, X.; Camps, P.; Badia, A.; Victoria Clos, M.; Relat, J.; Ratia,
M.; Bartolini, M.; Mancini, F.; Andrisano, V.; Salmona, M.; Minguillon, C.; Gonzalez-Muiioz, G. C,;
Rodriguez-Franco, M. I.; Bidon-Chanal, A.; Javier Luque, F.; Mufioz-Torrero, D.; J. Med. Chem. 2012, 55,
661.

36 Marco-Contelles, j.; Pérez-Mayoral, E.; Samadi, A.; Carreiras, M. C.; Soriano, E. Chem. Rev. 2009, 109,
2652.
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Existem varias rotas sintéticas bem descritas na literatura para obtencdo de
sistemas quinolinicos, tais quais: sintese de Skraup,®’> 38 Doebner-von Miller,3®
Friedlander,*® Pfitzinger,** Conrad-Limpach,*2 Combes*® e Knorr.44 Essas rotas sintéticas
sd0 bem conhecidas e ainda frequentemente utilizadas para a preparacdo de compostos
de uso farmacéutico, ligantes e materiais funcionais tendo o nucleo quinolina como parte
estrutural fundamental.

A reacdo de Friedlander é o método mais simples para a obtencdo de sistemas
quinolinicos, a qual consiste em uma reacdo entre 2-aminoaldeido ou 2-aminocetona
aromatica com um aldeido ou cetona contendo grupo metileno (Esquema 8).36 Essa
reacdo pode ocorrer na presenca ou na auséncia de catalisador, porém a reacdo sem

catalisador exige temperaturas drasticas (150 — 220 °C).36

Esquema 8.
(0] R2
R acido, base ou 3
Xr” OR? 3 o N X R
R1:—/ . i aquecimento R1—: + 2H,0
NH, 07 R, SN R

Embora as caracteristicas gerais desse tipo de reacdo sejam bem conhecidas, 0s
detalhes mecanisticos ainda ndo estdo totalmente elucidados.®® Existem duas propostas
mecanisticas para a obtencdo de quinolinas a partir da reacdo de Friedlander, a primeira
entre 2-aminoaldeido ou 2-aminocetona aroméatica e um aldeido ou cetona contendo
grupo metileno, envolve a formacdo inicial de um base de Schiff em equilibrio
tautomérico com a enamina, seguida pela reacdo alddlica intramolecular formando a

hidroxi imina que apés sofrer desidratacdo forma a quinolina (Esquema 9).36

36 Marco-Contelles, j.; Pérez-Mayoral, E.; Samadi, A.; Carreiras, M. C.; Soriano, E. Chem. Rev. 2009, 109,
2652.

87 Manske, R. H. F.; Kulka, M. Org. React. 1953, 7, 59.

38 Tokuyama, H.; Sato, M.; Ueda, T.; Fukuyama, T. Heterocycles 2001, 54, 105.

39 Masato, M.; Fujio, T.; Jun-ichi, M. Tetrahedron Lett. 2000, 41, 8523.

40 Cheng, C.-C;; Yan, S.-J. In: The Friedlander Synthesis of Quinolines, Dauben, W. C. (ed), Organic
Reactions, vol. 28, John Wiley & Sons, New York, 1982, 37.

41 Jones, G. In: The Chemistry of Heterocyclic Compounds, Weissberger, A.; Taylor, E. C. (eds), vol. 32,
John Wiley & Sons, Chichester, 1977, 181.

42 Reitsema, R. H. Chem. Rev. 1948, 43, 47.

43 Bergstrom, F. W. Chem. Rev. 1944, 35, 156.

44 Hauser, C. R;; Reynolds, G. A. J. Am. Chem. Soc. 1948, 70, 2402.
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A segunda proposta sugere que ocorre, primeiramente, uma reagdo alddlica intramolecular formando o intermediario hidroxi imina que
apos sofrer desidratacdo forma a quinolina (Esquema 9).36 Embora, hd suporte mecanistico para a segunda proposta, a maioria das evidéncias
favorece a primeira via mecanistica, onde a sintese de Friedlander envolve a formagdo de uma base intermediaria de Schiff.3® No entanto, estudos
indicam que em meio &cido (H2S04, HCI, p-TsOH) ou basico (NaOH) a reacdo alddlica intramolecular é o primeiro passo na reacdo de Friedlander

entre 2-amino-benzaldeidos e aldeidos.3¢

Esquema 9.

( )

Q R2OH
AN 2 2
e e | (T
N

o RN R4J\
R3 R3

ROH

R2 OH R3 R2 R3
N R4

36 Marco-Contelles, j.; Pérez-Mayoral, E.; Samadi, A.; Carreiras, M. C.; Soriano, E. Chem. Rev. 2009, 109, 2652.
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2.5.1 Reacoes de Ciclocondensacéo entre Aminonitrilas e Ciclocetonas

A reacdo de ciclocondensagdo entre aminonitrilas e cicloalcanonas é um método
direto, sem o isolamento de intermediarios, de obtencdo da tacrina e analogos. Essa reacédo
também ¢é classificada como de Friedlander e ocorre na presenca de um &cido de Lewis
(Esquema 10).36

o) NH,
CN 1. 4cido de Lewis N
©i . 2. NaOH (2M)
-80% _
NH, 75-80% N

Em 2009, Costa e col. avaliaram, através do rendimento, a eficiéncia de 11 acidos

Esquema 10

de Lewis na reacdo de condensacdo entre a antranilonitrila e a cicloexanona (Esquema
10).4> Entre os catalisadores que proporcionaram maior rendimento (85 - 100 %) para
essa reacdo, em tolueno, estdo o cloreto de indio (InCls) e cloreto de aluminio (AICk).4°
Os autores também observaram que essa reacdo ocorre com bons rendimentos (75 — 80
%) na auséncia de solvente, porém na presenca de solventes polares ocorre a formacéo de
uma mistura complexa.*®

Assim, essa metodologia é eficiente na sintese da tacrina e analogos, pois € uma
reacdo direta, 0s reagentes sdo de baixo custo, os rendimentos sdo considerados bons (80
- 100 %) e a reagdo também ocorre sem solvente. Uma das limitacdes dessa metodologia
seria a utilizacdo de temperaturas elevadas (110 °C).

As reacOes de ciclocondensacdo entre aminonitrilas e cicloalcanonas também
podem ocorrer com bons rendimentos empregando radiacdo de micro-ondas. 46. 47
Khalilzadeh e col. realizaram a sintese de diversos derivados da tacrina empregando
radiacdo de micro-ondas (Esquema 11).46 Essa reacdo ocorre sem solvente entre 2-
amino-benzonitrilas e ciclocetonas na presenca de p-TSA em diferentes suportes solidos,

sendo asilica gel o suporte mais eficiente para essa reacdo (Esquema 11).46

45 Costa, J. S.; Pisoni S. D.; Silva, B. C.; Petzhold, L. C.; Russowsky, D; Ceschi, M. A. J. Braz. Chem. Soc.
2009, 20, 1448.

46 Khalilzadeh, M. A.; Hosseini, A.; Tajbakhsh, M. J. Heterocycl. Chem. 2007, 44, 535.

47 Hasaninejad, A.; Zare, A.; Shekouhy, M.; Ameri-Rad, J. Green Chem. 2011, 13, 958.
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Esquema 11
R O NH,
CN p-TSA (1,5 equiv.) R
+ silica, micro-ondas= N
R1 NH2 65-95% R1 N/
2.6 Pirrois

O pirrol é um sistema aza-heterociclico aromatico de formula C4HsN encontrado
como estrutura bésica de produtos naturais e moléculas biologicamente ativas (Figura
12), com uma grande variedade de aplicacBes bioldgicas, tais como atividade antitumoral
contra varias linhagens de células de cancer, como linhagens de leucemia e céancer de

mama,'4 além de apresentarem atividade antibacterianal® e antiviral.1

Pirrol

Figura 12. Estrutura quimica do pirrol.

Existem varias rotas sintéticas para obtencdo de pirr0is, como a reacdo de
Hantzsch, de Knorr, de Paal-Knorr e de Clauson-Kass, entre outras.*® A reacdo de Paal-
Knorr procede através da adicdo de aminas primarias a 1,4-dicetonas em meio 4cido,*8
enquanto no procedimento adotado por Hantzsch, a transformacdo ocorre através da
mistura de B-cetoésteres com o-halocetonas em presenca de aminas primarias ou amdnia
(Esquema 12).48 Ja a reacdo de Knorr ocorre entre a-aminocetonas e B-cetoésteres ou -

dicetonas (Esquema 12).48

148u, T.L; Lee, T.C.; Kakadiya, R. Eur. J.Med. Chem. 2013, 69, 609.

15 Biava, M. Curr. Med. Chem.2002, 9, 1859.

16 Almerico, A. M.; Diana, P.; Barraja, P.; Dattolo, G.; Mingoia, F.; Loi, A. G,; Scintu, F.; Milia, C.; Puddu,
I; La Colla, P. Farmaco 1998, 53, 33.

48 Eicher, T; Hauptmann, S. The Chemistry of Heterocycles. Wiley, 2% ed. Londres. 2003.
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A sintese de pirrdis via Clauson-Kass envolve a reacdo de condensacao entre uma
amina e o0 2,5-dimetdxitetrahidrofurano para formar um pirrol N-substituido e sem

substituintes nas posicoes 2 e 3 do anel (Esquema 12).

Diversos métodos para a sintese Clauson-Kass de pirrdis foram desenvolvidas na
presenca de varios agentes promotores, como &cido acético glacial,*® pentoxido de
fosforo,>° 4cido trifluorometanosulfonico,> montmorilonite  K-10,52 cloreto de ferro
(111)°3 e eterato de Mgl2.>* Ainda, a reacdo de Clauson-Kass pode ser catalisada por cobre
em meio aquoso.®® Portanto, diversas modificacdes na reacdo de Clauson-Kass tem sido
realizadas na tentativa de melhorar a eficiéncia dessa reacdo, tendo em vista que esses

compostos possuem ampla bioatividade.

Esquema 12.
o)
o o Q R OR2
Hantzsch R-NH + Cl —»
2 * R1MOR2 R3J\/ AN
R4 R l}l R
R __________
i B
Paal-Knorr R—-NH, + R1JWR1 — R1/Q\R1
|
o R
R o) COOEt R! COOEt
Knorr \//< + )i — > M
RN\~ R
R? NH, 0~ "R H
I\
cl K R-NH, * /& /
auson-Aass 2 MeO o OMe —_— l}l
R

49 Artico, M.; Silvestri, R.; Massa, S.; Loi, A. G.; Corrias, S.; Piras, G.; Colla, P. L. J. Med. Chem. 1996,
39, 522.

50 Fang, Y.; Leysen, D.; Ottenheijm, H. C. J.; Synth. Commun. 1857, 1995, 25.

51 Abid, M.; Teixeira, L.; Torok, B. Tetrahedron Lett. 2007, 48, 4047.

52 Abid, M.; Landge, S. M.; Torok, B. Org. Prep. Proced. Int. 2006, 38, 495.

53 Azizi, N.; Khajeh-Amiri, A.; Ghafuri, H.; Bolourtchian, M.; Saidi, M. R. Synlett. 2009, 2245.

54 Zhang, X.; Shi, J. Tetrahedron. 2011, 67, 898.

55 Deng, H-J.; Fang, Y-J.; Chen, G-W.; Liu, M-C.; Wu, H-Y.; Chen, J-X. Appl. Organometal. Chem. 2012,
26, 164.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados obtidos apds 48
meses de desenvolvimento do presente estudo. Inicialmente, sera descrita a sintese dos
precursores espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-onas (4a-g).

Em sequéncia, serd demonstrada a sintese, purificacdo, identificacdo e avaliacdo
biolégica de  7-amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-cicloalcanos]  (9-12); as
reacOes de N-derivatizacdo dos compostos 9-12, assim como a purificacdo, identificacdo
e avaliacdo biologica e finalmente, as reacGes de acoplamento C-C e C-N partindo de um
exemplar de 7-amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] bromo

substituido.

3.1 Sintese de Espiro[croman-2,1°-cicloalcan]-4-onas

A sintese de espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-onas (4a-g) foi descrita
inicialmente por Kabbe, porém essa metodologia foi adaptada para a eliminacdo do uso

de solvente (Esquema 13).18:19

Esquema 13
0] (0]
Q H
N
+ + sem solvente, 6 h, 110 °C @
OH @:U;)n — 0
n
1 2a-g 3 4a-g
2,4 a b c d e f g
n 1 2 3 2 2 2 2
R H H H 2-Me 3-Me 4'-Me 4'-tBu

As espiro[croman-2,1°-cicloalcan]-4-onas foram sintetizadas a partir da reacao
entre 2-hidroxi-acetofenona (1), cicloalcanonas (2a-g) e pirrolidina (3), através de

aquecimento sob refluxo por 6 horas a 110 °C na auséncia de solvente.8

18 Kabbe, H. J. Angew. Chem. Int. 1982,21, 241.
19 Kabbe, H. J. Synthesis, 1978, 886.
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Os 0leos formados (4a-g) foram destilados sob pressdo reduzida (1-5 mbar) com
rendimentos de 75 a 85 % (Esquema 13). As espiro[croman-2,1°-cicloalcan]-4-onas (4a-
g) foram identificadas por CG-MS e os dados encontrados estdo de acordo com a
literatura (Anexo ). 1919

Ainda, é importante ressaltar que os compostos 4d-g formam diastereoisbmeros,
0s quais as estruturas se diferenciam na configuracdo da porcdo espirocarbociclica. A
formacdo de diastereoisdbmeros dos compostos 4d-g pode ser constatada através de dados
previamente descritos na literatura, %6 como também, através do espectro de massas (GC-
El) desses compostos, onde observa-se a presenca 2(dois) sinais com 0 mMesmo peso

molecular, porém em tempos de retencdo diferentes (Figura 13 e Anexo I).

O/ Lbers/Letic, .6-2Me, YDATAMS Injection 1 Function 1 (GELPRE-2Me) TIC

3 55

1E+07H

1E+07 "_"‘

1E+07H [

SE06 |

EE+06] H)C

AE+0E 230,3 g/mol

2E+DE

o s Tz 7 a@o wom 2ol 13108 14355 15707 mEEE moME 12442 2427

T T T T T T T T T T T T T T
5 [ 7 ] 9 10 11 12 13 14 15 15 17 15 19 20 21 22 23 24

Retention time {min)

10, IR
IE+0E
2E+0E
2E+06 230200
172000 g
45358
2E+DE
e 157.000
sz PR
SE+05 .10 . R '_f;lﬁ ram 10 100 741D A1 s 151 i o]
i sems 2w - . L1710 e o =2 100 20000 .08% Erm
3 34% +.15% Py e - | IE% +45% | |
Ll . . . el | |

50 &0 70 80 30 100 110 120 130 150 160 170 180 150 200 a0 220 230

Figura 13. Espectro de Massas (GC-EI) de 2’-metil-espiro[croman-2,1’-ciclohexan]-4-
onas (2d).

18 Kabbe, H. J. Angew. Chem. Int. 1982,21, 241.
19 Kabbe, H. J. Synthesis, 1978, 886.
56 Carpenter, R. D.; Fettinger, J. C.; Lam, K. S.; Kurth, M. J. Angew. Chem. Int. Ed. 2008,47, 6407.
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3.2 Sintese de 7-Amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-cicloalcanos]

Os 7-Amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-cicloalcanos] foram  obtidas
através de uma reacdo de ciclocondensacdo entre espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-onas

(4a-g) e aminonitrilas (5-8) na presenca de um &cido de Lewis (Esquema 14).

Esquema 14
o
| A NH2 R A s .
m + Acido de Lewis
Z > eN 0
n
5-8 4a-g
n° 59 610 7,11 8,12 4,912 a b c d e f g
R H H H 2-Me 3-Me 4-Me 4-t-Bu
n 1 2 3 2 2 2 2

Visando determinar as condicfes reacionais ideais para obtencdo dos compostos

9-12, optou-se por estudar a sintese do composto 9b. Com base em procedimentos
experimentais descritos na literatura, foram realizados testes para escolha do solvente
mais adequado para essa reacéo (Tabela 1).24%> Conforme mostrado na Tabela 1, a reacdo
para obtencdo do produto 9b utilizando AICls como catalisador ocorre tanto em tolueno
como na auséncia de solvente. Entretanto, a reacdo sem solvente parece ser mais eficiente
na formacdo do produto 9b (65 %) quando comparada com a reacdo em tolueno (30 %).
Além do solvente, foram testados 4 tipos de catalisadores (AICk, FeCls, InCls,
BF3.OEt2) na sintese do composto 9b (Tabela 1). Dos catalisadores testados na auséncia
de solvente, o AICIz é o mais eficiente na sintese do composto 9b, enquanto que o FeClz
mostrou ser o menos eficiente (reacdes 3 — 6, Tabela 1). A reacdo que utiliza o FeCls
como catalisador levou a formacdo de uma mistura complexa sem o isolamento do

composto 9b, tanto em tolueno como na auséncia de solvente (Tabela 1).

2 Pisoni, S. D.; Costa, S. J.; Gamba, D.; Petzhold, L. C.; Borges, A. C. A.; Ceschi, A. M.; Lunardi, P.;
Gongalves, S. A. C. Eur. J. Med. Chem. 2010, 45, 526.

45 Costa, J. S.; Pisoni S. D,; Silva, B. C.; Petzhold, L. C.; Russowsky, D; Ceschi, M. A. J. Braz. Chem.
Soc. 2009, 20, 1448.
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Tabela 1. CondicOes reacionais testadas para otimizacdo do solvente e catalisador.

o)
NH, 1. catalisador, 24 h
@ . 2.NaOH (2M), 24 h _
CN e} 110 °C
5 4b
Reacaolal Solventel®] Catalisador Rendimentole] (%)
1 Tolueno AICl3 30
2 Tolueno FeCk 0
3 [c] [d] 0
4 [c] AlCk 65
5 [c] FeCl 0
6 [c] InCk 60
7 [c] BFs.OEt 05

[a] Reagentes foram utilizados na relagdo molar 4b5:catalisador = 1:1:1. [b] Quantidade
de solvente = 8 mL. [c] Reacdo na auséncia de solvente. [d] sem catalisador. [e]
Rendimento do produto isolado.

Considerando a importancia da eliminagdo do uso de solvente como um dos
principios da quimica verde e a eficiéncia do AICIz como catalisador, além do baixo custo
do AICkL comparado ao InClz optou-se pela sintese de 7-amino-espiro[cromeno[4,3-
b]quinolina-6,1°-cicloalcanos] na auséncia de solvente e catalise de AICk.

Posteriormente, estudou-se a variagdo do tempo reacional para as condigOes
estabelecidas anteriormente (Tabela 2).

Tabela 2. CondigOes reacionais testadas para otimizacdo do tempo reacional.

o
@ENH2 1. catalisador, 24 h
+ 2. NaOH (2M), 24 h
CN e} 110 °C
5 4b
Reacdolal Tempo reacional (h) Rendimentol®! (%)
1 4 [b]
2 8 30
3 32 55
4 48 65

[a] Reagentes foram utilizados na relacdo molar 4b5:catalisador = 1:1:1.[b] isolamento
do intermediario da reacdo. [c] Rendimento do produto isolado.
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Tendo em vista a reducdo do tempo reacional para formacdo do composto 9b,
foram testados os tempos de 4, 8 e 32 horas para essa reacdo (Tabela 2). No tempo
reacional de 4 horas ndo foi observada a formacdo do composto 9b, enquanto que em 8
horas reacionais ocorreu a formagdo do composto 9b com baixo rendimento (30 %). No
tempo reacional de 32 horas obteve-se o composto 9b com 55 % de rendimento. Assim,
0 tempo reacional de 48 horas é a melhor condicdo para sintese de 7-amino-
espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-cicloalcanos] (Tabela 2).

Considerando que o AICIs reage com a umidade do ar formando HCIl e Al2Os3,
estudou-se a sintese do composto 9b em atmosfera de argdnio, porém ndo foi observado

um aumento no rendimento da reacdo (Tabela 3).

Tabela 3. Otimizacdo do meio reacional.

o)
NH; 1. catalisador, 24 h
©i + 2. NaOH (2M), 24 h
CN 0 110 °C
5 4b
Reacaolal Meio reacional Rendimentold (%)
1 0] 60
2 [c] 65

[a] Reagentes foram utilizados na relacdo molar 4b:5:catalisador = 1:1:1.[b] atmosfera
inerte (Argdnio). [c] na auséncia de atmosfera inerte [d] Rendimento do produto isolado.

Ainda, foram realizados testes empregando radiacdo de micro-ondas para
obtencdo do composto 9b nas mesmas condices que 0 sob aquecimento térmico
convencional, porém nos tempos de 1, 1,5 e 2 minutos, os resultados obtidos ndo foram
satisfatorios (15 — 30 %).

Assim, ap06s a otimizacdo das condicBes reacionais para obtencdo de 7-amino-
espiro[cromeno([4,3-b]quinolina-6,1°-ciclohexanos] (9b), estas foram utilizadas para a
sintese da série de compostos 9a-g (Esquema 14). Posteriormente, visando o estudo da
influéncia dos substituintes cloro nas posicdes 9 ou 10, e do bromo na atividade biologica
deste sistema, além da possibilidade de inser¢do de novos grupos na posicdo 9 do
composto bromo substituido (12b) em reacbes de acoplamento, estendeu-se a
metodologia usada na obtencdo de 9a-g para a sintese dos compostos 10-12 (Esquema

14). A seguir, sera apresentado e discutido a purificacdo dos compostos 9-12.
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Os compostos 9-12, depois de serem isolados do meio reacional com cloroférmio

foram purificados por

recristalizacdo em alcool etilico e apresentaram-se como

compostos solidos e estaveis ao ar.
Ap6s, foram caracterizados por RMN de 1H, 13C {{H}, HMQC, HMBC, COSY
espectrometria no infravermelho, difracdo de raios-X, ponto de fusdo, massa de alta

resolucdo e andlise elementar. As Tabelas 4 e 5 mostram o rendimento, ponto de fusdo,

massa de alta resolucdo e analise elementar dos compostos 9-12.

Tabela 4. Propriedades fisicas e rendimentos dos compostos 9a-g.

0
NH,
R 1. AICl3, sem solvente, 24 h
@ + Q 2. Naok (2M), 24 h
n
5 4a-g
Comp. n R Rend. Foérmula/ Ponto de  HRMS Analise
(%)lal Massa Fuséo (g/mol) Elementar (%)
Molecular (°C) Calc. Cal./Experim.
(g/mol) Exp.[0] C H N
9a 1 H 60 C20H1sN20  118-119 . 79,44 6,00 9,26
302,37
79,39 5,78 9,13
9 2 H 65 C21H20N20  156-157 317,1654 .
316,40 317,1672
9c 3 H 55 C22H22N20  153-154 . 79,97 6,71 8,48
33042 79,90 6,64 8,42
9d 2 2’-Me 30 C22H22N20  195-197 . 79,97 6,71 8,48
330,42
79,39 6,37 8,29
%e 2 3’-Me 35 C22H22N20  161-163 . 79,97 6,71 8,48
330,42
79,89 6,83 8,33
of 2 4-Me 60 C22H22N20  176-177 . 79,97 6,71 8,48
330,42
79,68 6,73 8,32
99 2 4-t-Bu 60 C2sH2sN20  229-231 L 80,61 7,58 7,52
72
372,50 80,19 7,82 7,09

[a] Rendimento do produto recristalizado. [b] analise de

realizada considerando [M + H]*.
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Dos compostos 9a-g mostrados na Tabela 4, 0 ndo substituido 9b (X = H) com n
= 2, foi 0 que apresentou maior rendimento (65%), provavelmente devido a estabilidade
da composicdo do carbono espiro [6,6], o qual é formado por dois ciclos de seis membros.

Ainda, os compostos 9d e 9e tiveram o0s menores rendimentos (30 e 35 %,
respectivamente). Uma provavel explicacdo para esses baixos rendimentos seria que a 2-
amino-benzonitrila reage somente com um dos diastereoisomeros dos compostos 4d e 4e,
0s quais se formam quase que na mesma propor¢do. A sintese dos compostos 9d e 9e €
diastereosseletiva.

A sintese diastereosseletiva dos compostos 9d-g foi comprovada pelas analises de
RMN de H, 13C {{H}, HMQC, HMBC e COSY onde ndo foi observada duplicacdo de
sinais e, portanto confirmada a obten¢do de um Unico diastereoisdbmero para cada caso. A
identificacdo espectroscopica dos compostos 9-12 sera discutida a seguir.

Dos analogos da tacrina 10-12 substituidos com bromo na posicdo 9 e cloro nas
posicdes 9 ou 10, o composto cloro substituido 11b (X = CI) foi o que apresentou maior
rendimento (56 %, Tabelas 5). De modo geral, esses rendimentos foram semelhantes aos

do compostos 9a-g.
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Tabela 5. Propriedades fisicas e rendimentos dos compostos 10-12.

V2 1. AIC, Ivente, 24 h
x@i * @ 2. NaosHs(‘;T/l;c;Zehne
CN o | 110°C
5 4a-g
Comp. X n Rend. Foérmula/ Ponto de  HRMS Analise
(%)lal Massa Fusédo (g/mol) Elementar (%)
Molecular (°C) Calc. Cal./Experim.
(g/mol) Exp.[t] C H N
10a 9-Cl 1 45 CzH17CIN2O 114-116 . 67,70 5,4 7,89[c]
336,81 67,76 547 7,78
10b  9-CI 2 55  C21H19CIN20 214-215 . 71,89 5,46 7,98
4
3%0.8 71,73 5,48 7,84
10c 9-CI 3 42  C22H21CIN2O 212-214 - 72,42 5,80 7,68
364,87

72,10 5,52 7,59

11la  10-CI 1 50  Cz0Hi17CIN20 141-142 337,1102
336,81 337,1095

11b  10-CI 2 56  C21H19CIN2O 201-204 71,89 5,46 7,98
350,84 72,16 5,61 7,70

11c  10-Cl 3 45 CxHaCIN:O 176-177 365,1415
364,87 365,1404

12b 9-Br 2 52  CoiHi9BrN20  204-205 63,81 4,84 7,09
395,29 63,74 4,76 7,05

[a] Rendimento do produto recristalizado. [b] andlise de massas de alta resolugdo
realizada considerando [M + H]*. [c] C20H17CIN20.H20

3.4 ldentificacdo Espectroscépica dos Compostos 9-12
3.4.1 Identificacdo por RMN 1H e 13C

Os compostos 9-12 foram identificados por 'H e 13C {IH}, sendo os espectros
registrados em CDCk (9a-g) e em DMSO-ds (10-12), utilizando TMS como referéncia

interna.
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A atribuicdo dos sinais dos compostos 9-12 foi realizada com base na literatura e
através da andlise dos espectros de RMN bidimensional HSQC, HMBC e COSY.

Os dados espectroscopicos, assim como a atribuicdo dos sinais de RMN de
hidrogénio e carbono para 0s compostos 9-12 utilizara o composto 9d como modelo, o
qual teve seus espectros de RMN 1H e 13C registrados em CDClz utilizando TMS como
referéncia interna (Figura 14 e 15).

Assim, a partir do espectro de RMN 'H a 400,13 MHz para o 7-amino-2’-metil-
espiro[cromenol[4,3-b]quinolina-6,1°-ciclohexano] (9d), apresentado na Figura 14,
observa-se: um duplo dupleto em 8,41 ppm com constantes de acoplamento de 8 e 2 Hz
correspondente ao hidrogénio 1 (H-1); um duplo dupleto em 7,99 ppm com constantes de
acoplamento de 8 e 0,7 Hz referente ao H-11; um dupleto em 7,68 ppm com constante de
acoplamento de 8 Hz correspondente ao H-8; um duplo duplo dupleto em 7,66 ppm com
constantes de acoplamento de 8, 7 e 1 Hz ao H-10; um multipleto em 7,35 — 7,39 ppm
correspondente ao H-9; um multipleto em 7,28 -7,32 ppm referente ao H-3; um triplo
dupleto em 7,05 ppm com constantes de acoplamento de 8 e 1 Hz correspondente ao H-
2; um duplo dupleto em 6,95 ppm com constantes de acoplamento de 8 e 1 Hz referente
ao H-4; um simpleto em 4,83 ppm referente aos hidrogénios do grupo amino; multipletos
na regido de 251 a 1,45 ppm correspondentes aos hidrogénios da porcao
espirocarbociclica (H-62 a H-66) e um dupleto em 1,02 com constante de acoplamento
de 7 Hz referente aos hidrogénios da metila ligada ao C-6’4 (Figura 14).

Além dos sinais de RMN *H, o espectro de RMN 3C {*H} a 100,61 MHz para o
7-amino-2’-metil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-ciclohexano]  (9d), em CDCls,
apresentado na Figura 15, mostra os seguintes sinais: 154,5 (C-4a); 149,2 (C-12a); 147,5
(C-11a); 143,9 (C-7); 131,1 (C-3); 129,8 (C-11); 129,1 (C-10); 125,9 (C-1); 124,7 (C-9);
123,2 (C-12b); 121,4 (C-2); 119,7 (C-8); 119,2 (C-7a); 117,1 (C-4); 112,8 (C-6a); 82,4
(C-6) (Figura 15). Os sinais em 39,1; 33,6; 29,9; 26,2; 21,3 ppm referem-se aos carbonos
da porcao espirocarbociclica e o sinal em 16,8 ppm refere-se ao carbono da metila ligado

ao carbono metilico C-6’4 (Figura 15).
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Figura 14. Espectro de RMN H a 400,13 MHz, 7-Amino-2’-metil-es
b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (9d), em CDCls.
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Figura 15. Espectro de RMN 13C {'H} a 100,61 MHz, 7-Amino-2’-metil-

espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (9d), em CDCl.
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E importante ressaltar que tanto no espectro de RMN H quanto no de 13C {{H}
dos compostos 9d-g ndo ha qualquer indicio da presenca de uma mistura de 2(dois)

diastereoisd meros.

A atribuicdo dos deslocamentos quimicos para o composto 9d foi realizada com
auxilio de RMN bidimensional HMQC, HMBC e COSY (Figuras 16-18,
respectivamente). Os sinais de H e 13C referentes a porcéo espirocarbociclica ndo foram
atribuidos, pois os hidrogénios ligados aos carbonos 6’2 a 6’6 do anel espiro sdo
diastereotopicos. Assim, esses hidrogénios formam multipletos na regido de alta

frequéncia do espectro de RMN *H dificultando a atribuicdo precisa dos seus sinais.

Na Figura 16 esta representado o espectro de RMN bidimensional HMQC do
composto 9d. Os sinais de *H foram atribuidos conforme a descricdo da literatura e os
carbonos hidrogenados foram atribuidos a partir do espectro de HMQC.4°

1 11 310 93 2

[ N TN T

F1 [ppm]

4 SN E— 1 1
N

85— <

2 | ‘f —

T S T S
8.0 85 8.0 75 7.0 F2 [ppm]

Figura 16. Espectro de RMN bidimensional HMQC a 600 MHz de 7-amino-2’-metil-
espiro[cromenol[4,3-b]quinolina-6,1°-ciclohexano] (9d), em CDCk com ampliagdo na
regido dos carbonos aromaticos.

45 Costa,J. S.; Pisoni S. D.; Silva, B. C.; Petzhold, L. C.; Russowsky, D; Ceschi, M. A. J. Braz. Chem.
Soc. 2009, 20, 1448.
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Os carbonos ndo hidrogenados foram atribuidos a partir do espectro de RMN
HMBC do composto 9d (Figura 17). Os acoplamentos entre os hidrogénios do grupo
amino e os carbonos C-6a e C-7a foram determinantes para a atribuicdo desses carbonos

e dos demais carbonos ndo hidrogenados (Figura 17).

1 11 810 93 14

R I

F1 [ppm]

T
BO

e
T T T T
120

b

10
11

1la

i

T r T T T T I T T T T T T T T T T T T I T T T T I T =
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Figura 17. Espectro de RMN bidimensional HMBC a 600 MHz de 7-amino-2’-metil-
espiro[cromenol[4,3-b]quinolina-6,1°-ciclohexano] (9d), em CDCk com ampliagdo na
regido dos carbonos aromaticos.

A fim de confirmar a correta atribuicdo dos sinais de RMN H foi realizado um
espectro RMN COSY (Figura 18).
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Figura 18. Espectro de RMN bidimensional COSY a 400 MHz de 7-amino-2’-metil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (9d), em

CDClz com ampliagdo na regido dos carbonos aromaticos.
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3.4.2 ldentificacdo por espectroscopia no infravermelho (IR)

O composto 9d também foi caracterizado por espectroscopia no infravermelho
(Figura 19).

No espectro IR do composto 9d, o qual foi feito na forma solida em pastilhas de
KBr, observou-se as seguintes bandas: em 3523 e 3393 cm? bandas referentes a
deformacdo axial do grupo NHz; em 2930 e 2856 cm! bandas referentes a deformagdo
axial do C-H da porcédo espirocarbociclica; em 1628 cm! banda atribuida a deformacéo
angular simétrica no plano do NH (Figura 19). A regido entre 1628-400 cmr! apresentou

varias bandas proximas dificultando a sua atribuicdo.
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Figura 19. Espectro no Infravermelho na forma sélida em pastilhas de KBr de 7-Amino-
2’-metil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (9d).

3.4.3 Difracdo de raios-X

Considerando que os compostos 9-12 sdo solidos, a difracdo de raios-X em
monocristal foi outra técnica utilizada na caracterizacdo estrutural dessa série. A Figura

20 mostra, como exemplo, 0 ORTEP para o composto 9f. No Anexo IV estdo os ORTEPs
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e 0s dados cristalograficos para os compostos 9a, 9b, 9f, 10a, 12b, alem da investigacao
estrutural e supramolecular desses compostos.

A investigacdo estrutural dos compostos 9a, 9f, 10a, 12b mostra que o anel
benzénico da quinolina é plano, o qual apresentou desvio do plano do r.m.s. de 0,0039;
0,0065; 0,0046 e 0,0157 A nos compostos 9a, 9f, 10a e 12b, respectivamente. Ainda, 0
anel da piridina € menos plano que o benzénico, com desvios do plano do r.m.s. de 0,0364,
0,0433, 0,0320 e 0,0457 A (9a, 9f, 10a e 12b, respectivamente). O angulo de torcdo C (8)
-C (7TA) -C (11A) -N (12) para os compostos 9a, 9f, 10a e 12b, é -179,0 (2), 176,4 (3), -
179,6 (4) e -173.9 (2) ° mostrando que 0s anéis benzeno e piridina estdo no mesmo plano.

Alem disso, a investigagdo estrutural mostra que a porgdo espirocarbociclica é
formada por um cicloalcano, sendo um ciclopentano na conformacdo tipo envelope nos
compostos 9a e 10a, e um ciclohexano em forma de cadeira nos compostos 9f e 12b. O
composto 9f apresenta uma metila na posicdo equatorial do ciclohexano da porcgédo

espirocarbociclica (Figura 20).
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Figura 20. ORTEP de 7-Amino-4’-metil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-
ciclohexano] (9f) (CCDC995079).
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3.5 Elucidacédo da estereoquimica dos compostos 9d-g

Conforme mostrado anteriormente, os compostos 4d-g se apresentaram como um
par de diastereoisomeros para cada caso, 0s quais se diferenciam pela configuracdo da
porgéo espirocarbociclica.

Entretanto, ao contrario dos precursores espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-onas
(4d-g), os 7-amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-cicloalcanos] (9d-g) derivados
das reacbes de 4d-g com a 2-amino-benzonitrila, ndo formaram misturas de
diastereoisbmeros como esperado. 1sso pode ser evidenciado através das analises de RMN
de 1H, 13C {*H}, HMQC e HMBC mostradas anteriormente (Figuras 14-18). Portanto,
sugere-se que a sintese dos compostos 9d-g foi diastereosseletiva.

A Figura 21 mostra uma andlise mais detalhada para as 4(quatro) possiveis
estruturas dos isdOmeros esperados nos compostos 9d-g, as quais serdo representados

usando como modelo o composto 9f.

Figura 21. Representacdo das possiveis estruturas dos isdbmeros do composto 7-Amino-
4’-metil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (9f).
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Das estruturas indicadas na Figura 21, as que possuem a porgéo
espirocarbociclica na configuracdo representada por | e Il parecem ser menos estaveis,
devido ao efeito estérico entre a porgdo espirocarbociclica e o grupo amina, 0 que
dificultaria sua formacdo. Além disso, estudos mostram que as conformagdes que tem
substituintes na posicdo axial sdo menos estaveis dos que as que possuem substituintes
na posicdo equatorial. Assim, a estrutura 111 parece ser a provavel estrutura do Unico
diastereoisdbmero  formado para 7-amino-4’-metil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-
ciclohexano] (9f), a qual foi confirmada pela analise do ORTEP gerado pela difracdo de

raios-X (Figura 20).
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O mecanismo proposto, com base na literatura,*® para a sintese dos compostos 9-12 sugere inicialmente, uma adicdo nucleofilica do grupo

amino de 5-8 sobre o grupo carbonilico de 4a-g formando uma imina que por sua vez, esta em equilibrio com uma enamina.

ativada sofre uma adicdo intramolecular da enamina e essa apds hidrdlise alcalina da origem aos compostos 9-12.

Esquema 15

Em seguida, a nitrila

AL

/—\O

|

NH,
o = + 9@ AL AL
= - —
n
5-8 da-g

n=1,2,3;X=H,9-Cl, 10-Cl, 9-Br; R = H, 2'-Me, 3'-Me, 4'-Me, 4'-t-Bu; AL = Acido de Lewis

45 Costa, J. S.; Pisoni S. D.; Silva, B. C.; Petzhold, L. C.; Russowsky, D; Ceschi, M. A. J. Braz. Chem. Soc. 2009, 20, 1448.
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3.7 Avaliacdo Bioldgica dos Compostos 9-12

Os compostos 9-12 foram avaliados quanto a atividade anti-colinérgica, citotdxica

e foram realizados estudos complementares de docking molecular.

3.7.1 Avaliacéo da atividade inibitéria das enzimas AChE, BChE e estudo de docking

molecular dos compostos 9-12

Visando a avaliagdo biologica dos compostos 9-12 foram realizados ensaios in
vitro para determinacdo da atividade inibitoria desses compostos sobre as enzimas
acetilcolinesterase e butirilcolinesterase  purificadas e isoladas de Electrophorus
electricus e Equus ferus, respectivamente (Tabela 6).

A avaliacdo da atividade inibitdria dos compostos 9-12 seguiram o método de
Ellmam e foram descritos através dos valores de 1Cso. Esses ensaios foram realizados no
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular — UFSM com a colaboragdo do Prof.
Dr. Jodo B. T. da Rocha.

De acordo com os valores de ICso descritos na Tabela 6, os compostos 9-12
apresentaram atividade inibitoria da enzima AChE inferior a tacrina, porém semelhante a
galantamina, sendo que os compostos 9a e l1la foram 0s que apresentaram maior
potencial de inibicdo entre os novos hibridos da tacrina.

De modo geral, os compostos com X = H (9a-g) apresentaram maior atividade
inibitéria da enzima AChE do que os compostos substituidos com X = 9-Cl, 10-Cl e 9-Br
(10-12) e dentre os substituidos os que possuem o substituinte cloro na posicdo 10 séo 0s
que mais inibem a enzima AChE in vitro. Diversos estudos sobre o efeito da insercédo de
um halogénio no anel benzénico da tacrina e andlogos demonstram que a presenca de um
atomo de cloro na posicdo que equivale a 10 dos compostos 9-12 deveria aumentar
consideravelmente o potencial de inibicdo da AChE, o que ndo foi observado para os 7-
amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-cicloalcanos].3-%8

Poréem, quando comparamos o potencial inibitério dos compostos 10a-c (X = 9-
Cl) e 11a-c (X = 10-ClI), observamos que os compostos 11a-c, em geral, apresentam maior

atividade anti-AChE que os 10a-c. Esse dado esta em conformidade com a literatura. 358

3 Shutske, G. M.; Pierrat, F. A.; Kapples, K. J.; Cornfeldt, M. L.; Szewczak, M. R.; Huger, F. P.; Bores, G.
M.; Haroutunian, V.; Davis, K. L. J. Med. Chem. 1989, 32,1805.
58 proctor, R. G.; Harvey, L. A. Curr. Med. Chem. 2000, 7, 295.
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Tabela 6. Atividade inibitoria dos compostos 9-12 sobre as enzimas acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase.

ICsol@l para ICs0l® para
Composto n R X AChE BChE
(uM) (uM)

%9a 1 H H 3,60+ 1,20 2,15+1,4

9b 2 H H 431+1,32 555+1,2

9c 3 H H 8,28 + 3,32 6,32+1,2
9d 2 2’-Me H >25,0 >25,0

%e 2 3’-Me H 5,38 + 1,53 333+1,2

of 2 4’-Me H 8,01+1,26 16,04 £ 1,2
99 2 4’-t-Bu H >25.0 >25,0
10a 1 H 9-ClI 23,7+ 4,30 >25,0
10b 2 H 9-ClI 23,1+3,41 >25,0
10c 3 H 9-ClI >25 >25,0

1la 1 H 10-ClI 3,69+0,51 9,93+ 1,54
11b 2 H 10-ClI 14,3 + 3,65 >25,0
1llc 3 H 10-CI 27,4+ 2,84 >25,0

12b 2 H 9-Br >25,0 790+1,3

Tacrina - - - 0,254 + 0,008 0,0547 + 0,022
Galantamina - - - 3,12+0,16 15,8 + 3,60

[AIAChE de Electrophorus electricus; ICso, a concentracdo do inibidor que inibe 50% da
AChE (média + DP). [PIBChE de Equus ferus; ICso, concentracdo do inibidor que inibe
50% de BChE (média + DP).

Além disso, observou-se que a atividade inibitoria desses compostos diminui com
0 aumento da porcéo espirocarbociclica. Esses resultados estdo de acordo com o estudo
de docking molecular, o qual descreve que quanto maior a porcdo espirocarbiciclica
desses compostos maior 0 efeito estérico entre essa porcdo e os residuos de Tyrl30 e
Gly118 dos subsitio anibnico e oxyanion hole, respectivamente da AChE (Figura 22).
Uma possivel explicacdo para esse resultado, seria que o aumento do efeito estérico
diminui a capacidade de interacdo desses compostos com a enzima, diminuindo também
a capacidade inibitéria. Ainda, o estudo de docking molecular mostra que o composto 9a

interage com a enzima acetilcolinesterase nas mesmas regioes que a tacrina (Figura 23).
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O estudo completo de docking molecular com os tipos de interacbes com a enzima e

valores de energia livre de ligacdo (AG) dos compostos 9a-c estd no Anexo V.

ﬁf‘

Gly118
Tyr130

Figura 22. Sobreposicdo dos compostos 9a, 9b e 9c. As esferas verdes sdo 0s centroides
de cada anel espiro e as linhas verdes suas respectivamente distancias. Os valores das
distancias podem ser vistos na Tabela 7.

Tabela 7. Comparacdo da distancia (em A) entre os carbonos inferiores do anel espiro e
os hidrogénios polares dos residuos Tyr130 e Gly118. *A partir do centroide de anel.

Residuos Composto

%9a 9b 9c
Tyr130 4,29 3,89 3,30
Gly118 3,32 2,91 2,67
Tyrl30* 5,44 5,10 4,80
Gly118* 4,04 4,04 3,99

Figura 23. Resultado do docking para o composto 9a (em amarelo) que interage nas
mesmas regides da enzima AChE que a tacrina (em azul). A triade catalitica (Ser200,
Glu327 e His440) estdo mostradas em rosa.
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Por outro lado, Valenti e col.>® sintetizaram uma série de analogos da tacrina e
avaliaram o potencial de inibicdo da AChE e BChE. Dentre os compostos avaliados, a 7-
amino-6H-cromano[4,3-b]quinolina foi a que apresentou maior valor de ICso para AChE
(245 = 7,4 uM). Como o potencial de inibicdo da AChE, em geral, diminui com o tamanho
da molécula foi realizado um novo estudo de docking molecular comparativo entre 0s
compostos 3a e 7-amino-6H-cromano[4,3-b]quinolina (Figura 24), o qual sugere que
esses compostos apesar de interagirem na mesma regido da enzima, apresentam
conformac@es distintas, sendo assim, apresentam diferentes afinidades para com a AChE.

O estudo completo de docking molecular encontra-se no Anexo V.

7-amino-6H-cromano(4,3-b]quinolina
IC50 =245+ 7,4 uM ICs = 3,60 + 1,2 uM

J

Figura 24. Estrutura quimica dos compostos 7-amino-6H-cromano[4,3-b]quinolina e 9a.

A avalicdo biologica dos compostos 9a-g sobre a inibicdo da enzima BChE seguiu
0 mesmo padrdo da AChE (Tabela 6). O composto 9a foi 0 que apresentou maior
potencial de inibicdo da enzima BChE e também, a atividade anti-BChE dos compostos
9a-g parece ser inversamente proporcional ao tamanho da porcdo espirocarbociclica
(Tabela 6).

3.7.2 Avaliacdo da citotoxicidade em células de leucdcitos humanos

Tendo em vista, que a tacrina apresenta uma severa hepatotoxicidade via elevagao
dos niveis séricos de alanina aminotransferase, o que limitou o seu uso clinico, 0s
compostos 9a-g foram avaliados quanto a citotoxicidade em células de leucocitos
humanos. Esses ensaios foram realizados no Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular — UFSM com a colaboracdo do Prof. Dr. Jodo B. T. da Rocha.

As avalicbes in vitro da citotocixidade de 7-amino-espiro[cromeno[4,3-

b]quinolina-6,1°-cicloalcanos] em  leucécitos  humanos  foram  realizadas em

59 Valenti, P.; Rampa, A.; Bisi, A.; Andrisano, V.; Cavrini, V.; Fin, L.; Buriani, A.; Giusti, P. J. Bioorg.
Med. Chem. Lett. 1997, 7, 2599

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017



47

conformidade com os métodos descritos anteriormente na literatura.6%.61 O sangue
venoso heparinizado foi obtido a partir de doadores voluntarios saudaveis do Hospital da
Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria, RS, Brasil (idade 25-52
anos). O protocolo utilizado nesse estudo foi aprovado pelo Comité de Etica da UFSM
(n. 089.0.243.000-07).

De acordo com os resultados obtidos para esses ensaios, a incubacdo dos
leucdcitos humanos com NaNs + H202 causou uma diminuicdo significativa da
viabilidade celular (p < 0,01), enquanto que a incubagdo com 0S COmMpOStos 7-amino-
espiro[cromenol4,3-b]quinolina-6,1°-cicloalcanos] nas concentracdes de 100 ¢ 200 uM
ndo modificaram a viabilidade celular (Tabela 8). A percentagem de células intactas apds
incubacdo com os compostos 9a-g variou de 89,60 + 2,67 a 96,81 + 0,29 % indicando
que 7-amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-cicloalcanos] nao apresentam
citotoxicidade para esse tipo de célula. Entretanto, quando incubadas com o controle
positivo (NaNs + H202), a percentagem de células intactas diminuiu para 69,30 £ 1,26 %.
Portanto, esses novos hibridos sintéticos da tacrina ndo apresentam citotoxicidade em

leucécitos humanos nas concentragcdes de 100 e 200 uM.

Tabela 8. Efeito dos compostos 9a-g na viabilidade de leucocitos humanos in vitro.

Concentracao Compostos / viabilidade celular (% de células intactas)(@!

%9a 9b 9c 9d %e of 99

100 pM 94,87 9557 96,81 96,69 96,40 9506+ 9521+
+0,69 +023 +029 +1,02 +004 021 029

200 M 9522 9579 96,81 96,18 9557 9493+ 89,60+
+1,03 +057 +029 +059 +048 015 267

DMSO (0,5%) 96,52 + 0,18

NaN3z+ H202 69,30 +1,26!"!

[alOs resultados foram expressos como média + SEM (n = 3) realizados em duplicata.
blutilizou-se H202 (0,6 mM) + NaN3 como controlo positivo.

60 Bueno, D. C.; Meinerz, D. F.; Allebrandt, J.; Waczuk, E. P.; Santos, D. B.; Mariano, D. O. C.; Rocha, J.
B. T.; Bio Med Research International 2013, 1.

61 Waczuk, E. P.; Kamdem, J. P.; Abolaji, A. O.; Meinerz, D. F.; Bueno, D. C.; Gonzaga, T. K. S. N,;
Dorow, T. S. C.; Boligon, A. A; Athayde, M. L.; Rocha, J. B. T.; Avila, D. S. Toxicol. Res., 2015, 4, 739.
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3.7.3 Avaliacéo da atividade antitumoral contra o Glioblastoma dos compostos 9a-g

Considerando que diversos dados da literatura® 30 indicam que os heterociclos
derivados de 6H-1-benzopirano[4,3-b]Jquinolinas apresentam atividade antitumoral,
foram realizadas avaliagbes antitumorais dos compostos 9a-g contra linhagens de células
resistentes ao glioblastoma (SF295-R) e ndo resistente (SF295). Conforme os resultados
obtidos, os compostos avaliados induziram a citotoxicidade em células de SF295 e
SF295-R com CCso de aproximadamente 25 e 40 uM, respectivamente. Esses valores de
CCso foram inferiores ao do farmaco temozolomida indicando que esses compostos

apresentam maior atividade e seletividade que a temozolomida para esse tipo de célula.

Esse estudo faz parte da dissertacdo de mestrado da aluna Fernanda Nunes
orientada pela Prof2 Dr.2 Tania Beatriz Creczynski Pasa — Universidade Federal de Santa
Catarina, 0 qual foi um importante resultado para a continuidade desse trabalho. O resumo
desse estudo encontra-se no Anexo VI e até o presente momento foi publicado no XVIII
Congress of the Brazilian Society for Cell Biology - Sdo Paulo, Brazil, July 13th to 16th,
2016.

3.8 Reacbes de derivatizacdo dos compostos 9-12

A fim de estudar a reatividade e potencializar a bioatividade dos compostos 9-12

foram realizadas diversas reacdes de derivatizacdo desses compostos.
3.8.1 Sintese de dimeros dos compostos 9a-e

Tendo em vista que a formacdo de dimeros da tacrina aumentam
consideravelmente a atividade anti-AChE>3% 33 tentou-se sintetizar dimeros dos
compostos 9a-e (Esquema 3). A metodologia utilizada para sintese desses novos dimeros
foi baseada na literatura® e as reaces foram monitoradas por cromatografia em camada
delgada (CCD). Os resultados obtidos estdo na Tabela 9, os quais mostram que a reacao
ndo ocorre sob varias condicdes reacionais. Assim, ndo foi possivel obter uma

metodologia para a sintese de dimeros dos compostos 9a-e.

9 Mulakayala, N; Rambabu, D.; Raja, M. R.; Chaitanya, M.; Kumar, C. S.; Kalle, A. M.; Krishna, G. R;;
Reddy, C. M.; Basaveswara Rao, M. V,; Pal, M. Bioorg. Med. Chem. 2012, 20, 759.

80 Li, T-L.; Guo, H-F.; Li, F-J.; Sun, Z-G.; Zhang, H-C. Bangladesh. J. Pharmacol. 2015, 10, 660.

32 pang, Y. -P.; Kozikowski, A.P. J. Comput. Aided Mol. Des. 1994, 8, 669

33 pang, Y. -P.; Hong, F.; Quiram, P.; Jelacic, T.; Brimijoijn, S. J. Chem. Soc., Perkin Trans. 1,1997,171.
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Tabela 9. CondicBes reacionais testadas para sintese do composto 13a.

Solvente, Br(CH,)sBr
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Reacdol? Base Solvente T(CC) Tempo (h) Rendimentol® (%)
1 KOH DMSO 25 14 0
2 KOH Acetona 60 14 0
3 NaOH DMSO 25 14 0
4 NaOH DMSO 25 24 0
5 NaOH THF 66 14 0
6 NaOH Acetona 60 24 0

[l Testes utilizando 0,25 mmol de 1,8-dibromooctano, 0,5 mmol de 9a, 1 mmol de base e
5 mL de solvente, conversdo acompanhada por CCD. [PIRendimento do produto isolado.

3.8.2 Sintese de 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1’-cicloalcanos]

(14-16)

Tendo em vista, potencializar a atividade antitumoral dos compostos 9-11 optou-

se por fazer ainsercdo de um pirrol nessas moléculas.

As 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1’-cicloalcanos] foram

obtidas através de uma reacdo de Clauson-kass em acido acético glacial (Esquema 16).

Esquema 16.

n° 914 10,15 11,16
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Visando determinar as condi¢Oes reacionais ideais para obtencdo dos compostos
14-16, optou-se por estudar a sintese do composto 14a. Com base em procedimentos
experimentais descritos na literatura, foram realizados testes onde foram variados o

volume de acido acético e o tempo reacional (Tabela 10)

Tabela 10. Otimizacdo de condicBes reacionais para a sintese de 7-(1H-pirrol-1-
iespiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1’-ciclopentano].

Entradalal Volumel?!' (mL) Tempo Rendimentolc! (%)
1 5 6 40-50
2 5 24 52
3 2,5 24 50-60
4 3,5 24 70
5 3,5 48 78

[alTestes utilizando 0,5 mmol de 9a e 1 mmol de 2,5-dimetoxitetrahidrofurano; Conversao
acompanhada por CCD. [M\Volume de CH3COOH (mL). [‘IRendimento do produto
isolado.

Conforme mostra a Tabela 10, a variacdo do volume de &cido acético glacial
altera o rendimento da reacdo, sendo o volume de 3,5 mL o ideal para a reacdo de
formacdo do composto 14a.

Além do volume de solvente, modificou-se o tempo reacional onde obteve-se um
rendimento de 78 %, considerado satisfatorio para esse sistema impedido, em 48 horas.

Assim, ap0s otimizacdo das condicOes reacionais para obtencdo do composto 7-
(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno  [4,3-b]  quinolina-6,1’-ciclopentano]  (14a) foram
sintetizados os compostos 14a-d. Posteriormente, visando aumentar o escopo reacional e
potencializar a possivel atividade antitumoral desses compostos com a insercdo do atomo
de cloro nas posicdes 9 e 10, sintetizou-se 0s compostos 15-16.

A sequir, serd apresentado e discutido a purificacdo dos compostos 9-12.

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017
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3.8.3 Purificagdo das 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1°-
cicloalcanos]

Os compostos 14-16, depois de serem isolados do meio reacional com acetato de
etila foram purificados por cromatografica em coluna de silica gel e eluidos em
hexano/acetato de etila (99:1). Esses compostos apresentaram-se como sélidos estaveis
ao ar.

Apos, foram caracterizados por RMN de 'H, 13C {*H}, difracdo de raios-X, ponto
de fusdo, massa de alta resolucdo e analise elementar. A Tabelas 11 mostra o rendimento,

ponto de fusdo, massa de alta resolugdo e andlise elementar dos compostos 14-16.

Tabela 11. Propriedades fisicas e rendimentos dos compostos 14-16.[

I\

A o R

14-16

. Analise
Rend. Formula/Massa Pontg de Elementar (%)
Comp. n R X b Molecular fusdo .
(%)Lb! o oC Cal./Experim.
(g/mol) (°C) c H N
C,,H,,N,O 146-147 81,69 5,72 7,95
l4a 1 H H 8 (352.42) 81,16 5,92 7,71
C,;H,,N,O 180-182 81,94 6,05 7,64
14b 2 H H 5 (366,45) 81,79 6,13 7,53
C,,H,,N,O 149-150 82,07 6,36 7,36
ldc 3 H H 53 (380.48) 81,96 6,49 7,13
, C,H,,N,O 176-177 82,07 6,36 7,36
14d 2 4-Me H 56 (380.48) 81.80 6.60 7.15
C,,H,CIN,O 150-152 74,51 4,95 7,24
C,H,,CIN,O 165-167 74,90 5,28 6,99
C,(H,,CIN,O 171-173 75,25 5,88 6,49
C,,H,CIN,O 171-173 74,51 495 7,24
C,H,,CIN,O  223-225 74,90 5,28 6,99
16b 2 H 10-ClI 62 (400.90) 74.88 5.46 6.77
C,H,;,CIN,O 189-190 75,25 5,88 6,49

[l = 2,5-dimetoxitetrahidrofurano, CHsCOOH, 90 °C, 48 h. [PIRendimento do produto
isolado.
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O rendimento dos compostos 14-16 variaram de 52 — 78%, sendo dentre esses, 0
composto 14a foi 0o que apresentou maior rendimento (Tabela 11). De modo geral, os
rendimentos diminuem com o aumento da porc¢do espirocarbociclica, isso sugere que essa

porcao dificulta a formacdo do pirrol através do efeito estérico.

3.8.3 Identificacdo espectroscopica dos compostos 14-16

Os 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1°-cicloalcanos] (14-16)
foram identificadas por H e 13C {'H}, os espectros foram registrados em CDCl3
utilizando TMS como referéncia interna.

A atribuicdo dos sinais dos compostos 14-16 foi realizada com base na literatura
e através da andlise dos dados espectroscopicos dos precursores 9-11.

Os dados espectroscopicos, assim como a atribuicdo dos sinais de RMN de
hidrogénio e carbono dos compostos 14-16 sera representada pelo composto 14b, sendo
que os espectros de RMN tH e 13C foram registrados em CDCls utilizando TMS como
referéncia interna (Figuras 25 e 26, respectivamente).

Assim, de acordo com o espectro de RMN H a 400,13 MHz de 7-(1H-pirrol-1-
ilespiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1°-ciclohexano] (14b) observa-se: um dupleto em
8,50 ppm com constante de acoplamento de 8 Hz referente ao hidrogénio 1; um dupleto
em 8,12 Hz com constante de acoplamento de 8 Hz correspondente ao H-11; um tripleto
em 7,66 com constante de acoplamento de 7 Hz referente ao H-10; um multipleto entre
7,35 e 7,41 correspondente ao H-3 e H-9, respectivamente; um tripleto em 7,15 com
constante de acoplamento de 7 Hz referente a0 H-2; um dupleto em 7,04 com constante
de acoplamento de 8 Hz correspondente ao H-4; um dupleto em 6,92 com constante de
acoplamento de 8 Hz referente ao H-8; um multipleto em 6,79 - 6,81 correspondente aos
hidrogénios 72 e 72’ do pirrol; um multipleto em 6,41 - 6,44 referente aos hidrogénios 73
e 73’ do pirrol; multipletos na regido de 1,05 a 2,12 correspondentes aos hidrogénios da
por¢do espirocarbociclica (H-6’2 a H-66) (Figura 25).

Akm dos sinais de RMN 'H, o composto 14b apresenta os seguintes sinais de
RMN 13C {iH} a &:154,6 (C-4a); 150,2 (C-12a); 147,8 (C-11a); 140,9 (C-7); 132,1 (C-
3); 131,0 (C-6a); 130,2 (C-10); 129,1 (C-11); 127,8 (C-7a); 127,4 (C-9); 126,2 (C-1);
124,2 (C-72 e C-72’); 124,0 (C-12b); 123,5 (C-8); 122,3 (C-2); 117,8 (C-4); 109,6 (C-73
e C-73"); 80,4 (C-6). Os sinais em 33,6; 24,8; 21,8 ppm correspondem aos carbonos da
porcao espirocarbociclica (Figura 26).
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Figura 25. Espectro de RMN H a 400 MHz de 7-(1H-pirrol-1-il)-espiro[cromeno [4,3-
b] quinolina-6,1’-ciclohexano] (14b), registrados em CDCls.
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Figura 26. Espectro de RMN 13C {!H} a 100, 61 MHz de 7-(1H-pirrol-1-il)-
espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1°-ciclohexano] (14b), registrados em CDCls.
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A atribuicdo dos deslocamentos quimicos para o composto 14b foi realizada com
o0 auxilio de RMN 2D HMQC e HMBC (Figuras 27 e 28, respectivamente).

Os sinais de RMN !H foram atribuidos com base em dados da literatura*® e
também através das atribuicbes dos sinais dos precursores 9-12 descritos anteriormente.
Assim, foi possivel atribuir os sinais de RMN 13C {{H} com o auxiio do RMN 2D
HMQC, o qual correlaciona os atomos de carbono e hidrogénio que participam da mesma
ligacdo quimica (Figura 27). A fim de verificar a correta atribuicdo dos sinais de RMN
1H e 13C {iH} foi realizado um RMN 2D HMBC do composto 14b, o qual confirmou as
atribuicbes feitas anteriormente (Figura 28).
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Figura 27. Espectro de RMN bidimensional HMQC a 400 MHz de 7-(1H-pirrol-1-
ilespiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1’-ciclohexano] (14b), em CDClz com ampliacdo
na regido dos carbonos aromaticos.

45 Costa,J. S.; Pisoni S. D.; Silva, B. C.; Petzhold, L. C.; Russowsky, D; Ceschi, M. A. J. Braz. Chem. oc.
2009, 20, 1448.
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Figura 28. Espectro de RMN bidimensional HMBC a 400 MHz de 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1’-ciclohexano] (14b),

em CDClz com ampliagdo na regido dos carbonos aromaticos.

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017



56

3.8.4 Difragdo de raios-X

Complementando a caracterizagdo dos compostos 14-16, realizou-se a
determinacdo estrutural por difragdo de raios-X em monocristal da 7-(1H-pirrol-1-il)-
espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-cicloheptano] (14c). O ORTEP desse composto

esta na Figura 29 e os dados cristalograficos estdo no Anexo IV dessa tese.

) Dt
f‘ p A< C12a
\‘ r—l C11a (c12b
J c10 & N12

Figura 29. ORTEP de  7-(1H-pirrol-1-il)-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-
cicloheptano] (14c) (CCDC 1487058).
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3.8.5 Mecanismo geral para sintese dos compostos 14-16

O esquema 17 mostra 0 mecanismo proposto com base na literatura®* para formacgdo das 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-
6,1’-cicloalcanos].

Esquema 17.

n=1,2,3;X=H,9-Cl, 10-Cl; R = H, 4'-Me;

54 Zhang, X.; Shi, J. Tetrahedron. 2011, 67, 898.
Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017
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3.8.6 Avaliacéo bioldgica dos compostos 14-16

Os compostos 14-16 foram avaliados quanto a atividade antimicrobiana e
antitumoral. Os testes antimicrobianos foram realizados no Departamento de
Microbiologia e Parasitologia — UFSM com a colaboracdo do Prof. Dr. Sydney Hartz
Alves, enquanto que 0s ensaios antitumorais foram realizados no Departamento de

Ciéncias Farmacéuticas — UFSC em parceria com a Prof.2 Dr.2 Tania Beatriz C. Pasa.

3.8.6.1 Atividade antimicrobiana in vitro

A atividade antimicrobiana do composto 14b foi avaliada contra bactérias
(Staphylococcus aureus ATCC 29213, Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas
aeruginosa ATCC 27853), fungos (Candida albicans ATCC 24433, Candida
dubliniensis ATCC 646, Aspergillus fumigatus ATCC 204305, Aspergillus flavus) e alga
(Prototheca zopfii).

O composto 14b ndo apresentou atividade antibacteriana nas concentragdes de
1600; 800; 400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125 pg/mL, sendo que a concentracdo
inibitéria minima  (CIM) desse composto para todos o0s tipos de bactérias testadas foi
maior que 1600 pg/mL.

Ainda, 0 mesmo composto também ndo apresentou atividade antifingica nas
concentragdes de 800; 400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,56 pg/mL,
apresentando CIM > 800 pg/mL para todos os tipos de fungos testados e também para a
alga.

O estudo completo da atividade antimicrobiana do composto 14b esta no Anexo
VII.

3.8.6.2 Atividade antitumoral dos compostos 14-16

Os compostos 14-16 foram submetidos a avaliagdo citotoxica na linhagem tumoral
(SF295, glioblastoma) e ndo tumoral (HUVEC, endotélio de veias do corddo umbilical).
Conforme mostra a tabela 12, onde estdo representados os valores de CCso (concentracéo
citotoxica para 50% das células) dos compostos testados, somente o composto 14a

apresentou atividade antitumoral contra o glioblastoma, entretanto esse composto
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também apresentou citotoxicidade para a linhagem ndo tumoral (HUVEC). Contudo,
outras linhagens celulares tumorais deveriam ser testadas para uma avaliacdo completa,
visto que essas moléculas podem ser seletiva para alguma linhagem especifica.

O estudo completo sobre a avaliacdo antitumoral desses compostos esta no Anexo
VIII.

Tabela 12. Citotoxicidade dos compostos 14-16 na linhagem tumoral (SF295) e ndo
tumoral (HUVEC).

Compostos CCso (UM) [
SF295 HUVEC

Controle >100 >100
14a 39 28
14b >100 >100
14c >100 >100
14d >100 >100
15a >100 >100
15b >100 >100
15¢ >100 >100
16a >100 >100
16b >100 >100
16¢c >100 >100

(210 valor de CCso foi calculado através do programa GraphPad Prism (n = 3).

3.9 Reacdes de acoplamento C-C e C-N

A fim de mostrar as possiveis aplicabilidades para a sintese de moléculas mais
complexas a partir de exemplar, foram realizadas reac6es de acoplamento C-C e C-N dos
tipos Sonogashira, Suzuki-Myaura e Buchwald-Hartwig para o composto 7-amino-
espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] bromo substituido (12b).

As reacOes representadas no Esquema 18 mostram que foi possivel realizar
reacOes de acoplamento C-C e C-N do tipo Sonogashira e Buchwald-Hartwig envolvendo
0 composto 12b e reagentes apropriados. Os compostos 17b e 18b foram obtidos com
rendimentos de 67 e 80 %, respectivamente. Ainda, ndo foi possivel obter o composto

19b pela metodologia mostrada no Esquema 18.

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017
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Esquema 18. Reagentes e condicBes: (a) Etinibenzeno (0,64 mmol), Pd(OAc). (2
mol%), PPhs (6 mol%), Cul (2 mol%), TEA (0,6 mL), DMF, 60 °C, 16 h; (b) morfolina
(0,75mmol), Pd(OAc)2 (2 mol%), XPhos (4 mol%), NaOtBu (0,5 mmol), tolueno, 100 °C,
24h; (c) Acido fenilborénico (0,75 mmol), Pd(OAC)2 (2 mol%), XPhos (4 mol%e), TEA
(0,75 mL), tolueno, 100 °C, 16 h.

(b)l 80 %

o™ NH2
LN o

P®
e

18b

Os compostos 17b e 18b foram identificadas por RMN 1H e 13C {1H}, os espectros
foram registrados em CDCls utilizando TMS como referéncia interna (Figuras 30-33).

O composto 17b obteve 0 mesmo padrdo de sinais de RMN 'H que o composto
9b (X = H, n = 2), porém com o surgimento de 3(trés) multipletos, o primeiro em 7,89 -
7,95 ppm (2H) referente ao H-11 e a um dos hidrogénios da fenila, o segundo em 7,56 -
7,59 (2H) correspondente ao H-10 e a outro hidrogénio da fenila. Por fim, um multipleto
em 7,30 - 7,38 (4H) referente ao H-3 e a trés hidrogénios da fenila (Figura 30). O mesmo
ocorreu com os sinais de RMN 13C {1H}, entretanto com o surgimento de 2(dois) sinais
na regido dos aromaticos referentes a fenila (6 131,8; 128,6 ppm) e dois sinais em 90,2 e
89,9 ppm correspondentes aos carbonos na tripla ligacdo (Figura 31).

O composto 18b também obteve 0 mesmo padrdo de sinais de RMN H que o
composto 9b (X = H, n = 2), onde foi observado o surgimento de dois multipletos em
3,89 - 3,91 ppm (4H) referentes aos hidrogénios 93 ¢ 93° e em 3,23 - 3,26 ppm
correspondente aos hidrogénios 92 e 92° (Figura 32). No espectro de RMN 3C {*H}
observou-se o surgimento de dois picos, um em 67,0 ppm (C-93 e C-93°) ¢ 0 outro em
50,1 ppm (C-92 e C-92’) referentes ao substituinte morfolino (Figura 33).

Contudo, o0 composto 7-amino-9-bromo-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-
ciclohexano] (12b) pode ser utilizado como precursor em reagdes de acoplamento C-C e
C-N.

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017
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Figura 30. Espectro de RMN 'H a 400 MHz de 7-Amino-9-feniletinil-
espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-ciclopentano] (17b), registrados em CDCls.
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Figura 31. Espectro de RMN 13C {!H} a 100, 61 MHz de 7-Amino-9-feniletinil-
espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclopentano] (17b), registrados em CDCls.
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Figura 32. Espectro de RMN 'H a 400 MHz de 7-Amino-9-morfolino-

espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclopentano] (18b), registrados em CDCls.
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Figura 33. Espectro de RMN 3C {'H} a 100, 61 MHz de 7-Amino-9-morfolino-

espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclopentano] (18b), registrados em CDCls.
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4. CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com 0s objetivos propostos para a realizacdo desse trabalho, pode-se

concluir que:

i)

ii)

Vi)

vii)

viii)

Desenvolveu-se uma rota sintética simples, eficiente e de baixo custo para
a obtencdo de uma série de 7-amino-espiro[cromeno([4,3-b]quinolina-6,1°-
cicloalcanos], com rendimentos rendimentos de 30 — 65 %; moléculas

baseadas na Tacrina, porém com estruturas quimicas mais complexas;

Comprovou-se uma diastereosseletividade nas reacfes para obtencdo de 7-
amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-cicloalcanos] quando a

porcao espirocarobociclica € alquil substituida (9d-g);

Com base no estudo de docking molecular (Anexo V) para 0s compostos
9a, 9b, 9c e nos ensaios in vitro de inibicdo da AChE para 0s compostos
9a-g, verificou-se que o potencial de inibicdo da enzima acetilcolinesterase
diminui com o aumento do tamanho do ciclo da porcéo espirocarbociclica,
provavelmente devido ao efeito estérico do anel carbociclico nas

interacdes com os residuos de Tyr130 e Gly118 da enzima;

Considerando-se 0s compostos das séries 9-12, o 7-amino-
espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclopentano]  (9a) apresentou 0

menor valor de ICso para inibicdo das enzimas AChE e BChE;

A presenga de um atomo de cloro ou bromo nas posicdes 9 e 10 dos

compostos 10-12, ndo aumentou o potencial anti-AChE desses compostos;

Nao foi possivel desenvolver uma metodologia para a sintese de dimeros
derivados dos compostos 7-amino-espiro[cromeno([4,3-b]quinolina-6,1°-

cicloalcanos] (9a-e);

Rendimentos satisfatorios (52 — 78 %) foram obtidos para a reacdo de
insercdo de um pirrol nos compostos 9-11 via reacdo de Clauson-Kass,
porém esses novos compostos apresentaram atividade antitumoral contra

0 glioblastoma inferior aos seus precursores 9-11;

O  composto 7-amino-9-bromo-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-

ciclohexano] (12b) pode ser utilizado como precursor em reagfes de

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017
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acoplamento C-C e C-N dos tipos Sonogashira e Buchwald-Hartwig,
demonstrando uma futura aplicabilidade sintética para a construcdo de
estruturas quimicas mais complexas e de possivel interesse na area

farmacologica.

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017
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5. SUGESTOES DE CONTINUIDADE DESSE TRABALHO

Ampliar o escopo das aplicacbes dos compostos 9-12, atraves de reacdes de diazotacdo e halogenacéo.

Esquema 17

n=1,2,3; R=H, 2'-Me, 3'-Me, 4'-Me, 4'-t-Bu;

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017
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6. MATERIAL E METODOS

6.1 Reagentes e Solventes Utilizados

Os reagentes e solventes utilizados para a sintese dos compostos em estudo

apresentam qualidade técnica ou p.a., e/ou foram purificados segundo procedimentos

usuais de laboratério.®2 Os reagentes e solventes utilizados estdo descritos a seguir:

6.1.1 Reagentes

Ciclocetonas (Sigma-Aldrich);

Pirrolidina (Sigma-Aldrich);

2-hidroxi-acetofenona (Sigma-Aldrich);

2-amino-benzonitrila (Sigma-Aldrich);
5-cloro-2-amino-benzonitrila (Sigma-Aldrich);
4-cloro-2-amino-benzonitrila (Acros);
5-bromo-2-amino-benzonitrila (Sigma-Aldrich);
5-nitro-2-amino-benzonitrila (Sigma-Aldrich);

Cloreto de indio (Sigma-Aldrich);

Cloreto de aluminio (Sigma-Aldrich);

Cloreto de ferro (I1I) (Sigma-Aldrich);

Eter dietilico de trifluoreto de boro (Sigma-Aldrich);

Sulfato de sodio anidro P.A (Vetec);

Carbonato de sodio anidro P.A (Vetec);

Hidréxido de sodio P.A (Vetec);

Acetiltiocolina (Sigma-Aldrich);

Enzima AChE purificada (isolada de Electrophorus electricus, Sigma-Aldrich);
Enzima BChE purificada (isolada de Equus ferus, Sigma-Aldrich);
2,5-dimetdxitetrahidrofurano (Sigma-Aldrich);

1,8-dibromooctano (Sigma-Aldrich);

62 perrin, D. D.; Armarego, L. F. Purification of Laboratory Chemicals, 3 Ed., Pergamon Press: New York,

1996.
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Azida de sodio (Sigma-Aldrich);
Acetato de paladio (Sigma-Aldrich);
Trifenilfosfina (Sigma-Aldrich);
lodeto de cobre (1) (Sigma-Aldrich);
Fenilacetileno (Sigma-Aldrich);
Trietilamina (Sigma-Aldrich);
Morfolina (Sigma-Aldrich);

XPhos (Sigma-Aldrich);

Perdxido de hidrogénio;

6.1.2 Solventes

Acido acético glacial (Vetec);
Acetato de etila (Vetec, Synth);
Acetona (Vetec, Synth);

Agua destilada;

Alcool etilico (Vetec, Synth);
Cloroféormio (Vetec, Synth);
Dimetilsulféxido (Vetec, Synth);
Hexano (Vetec);
Tetrahidrofurano (Vetec, Synth);
Tolueno (Vetec, Synth);

Dimetilformamida (Vetec);
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6.2 Equipamentos Utilizados

6.2.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 1H e 13C foram registrados no Espectrometro BRUKER
DPX-400 e AVANCE 3 HD (400,13 MHz para 'H e 100,62 MHz para 13C) do
Departamento de Quimica — UFSM, Santa Maria. Os dados de H e 13C, verificados no
aparelho BRUKER DPX - 400 e AVANCE IlI, foram obtidos em tubos de 5 mm,
temperatura de 300 K, em cloroférmio deuterado (CDCl) ou dimetilsulfoxido deuterado
(DMSO-ds) como solvente, utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna.
As condicBes usadas no espectrometro foram: SF 400,13 MHz para 'H e 100,61 MHz
para 13C; lock interno pelo 2D do solvente; largura de pulso 8,0 ps para 'H e 13,7 us
para 13C; tempo de aquisicdo 13,7 s para 'H e 2,7 s para 13C; janela espectral 4800 Hz
para 'H e 24000 Hz para 13C; nimero de varreduras de 8 a 32 para 'H e 2000 a 20000
para 13C; dependendo do composto, ndmero de pontos 65536 com resolucdo digital
Hz/ponto igual a 0,146 para 'H e 0,74 para 13C. A reprodutibilidade dos dados de
deslocamento quimico é estimada ser de + 0,01 ppm.

Os espectros de 2D (HMQC e HMBC) foram registrados no aparelho Bruker
Avance 11l 600 MHz do Departamento de Quimica da UFSM, obtidos em tubos de 5 mm,
na temperatura de 298 K, resolucéo digital £ 0,01 ppm, em CDClI3 como solvente e TMS

(06 = 0,0 ppm) como referéncia interna.
6.2.2 Ponto de Fuséo

Os pontos de fusdo foram determinados em um aparelho MQAPF-302- aparelho
digital de ponto de fusdo e em um Electrothermal Mel-Temp 3.0 no Departamento de
Quimica da UFSM.

6.2.3 Analise Elementar

As andlises elementares foram realizadas em um analisador Perkin Elmer 2400
CHN, no Instituto de Quimica, Central Analitica, USP, S&o Paulo.
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6.2.4 Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (HMRS)

Os espectros de massas foram obtidos em um espectrometro de massas LTQ
Orbitrap Discovery (Thermo Fisher Scientific). Os experimentos foram realizados através
da infusdo direta da amostra (fluxo: 10 mL / min) na forma de ion positivo que utiliza
ionizacdo por eletropulverizacdo. Os célculos de composicdo elementar para comparacdo
foram feitos utilizando a ferramenta especifica incluida no mddulo navegador Qual de
Xcalibur (Thermo Fisher Scientific, solte 2.0.7) do software.

6.2.5 Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros de absor¢do na regido do infravermelho foram feitos na forma sélida
em pastilhas de KBr (2,0 a 3,0 mg do composto para cada 100 mg de KBr). Utilizou-se o
aparelho Espectrofotdmetro Bruker Tensor — 27, localizado no Departamento de Quimica

da UFSM, com uma janela espectral entre 4000 e 400 cm! e resolucdo de 4 cmit,
6.2.6 Difragdo de raios-X

A andlise de difracdo de raios-X dos compostos foi realizada em monocristal em
um difratbmetro automatico de quatro circulos com detector de &area Bruker Kappa
APEX-11 CCD 3 kW Sealed Tube System, dotado de um monocromador de grafite e fonte
de radiagdo Mo-Ka (A = 0,71073 A)83 instalado no Departamento de Quimica da UFSM.
Solugdo e refinamento das estruturas foram feitos utilizando o pacote de programas
SHELX97.54 Os parametros estruturais foram obtidos através do refinamento baseando-
se nos quadrados dos fatores estruturais e na técnica da matriz completa/minimos
guadrados. Os atomos ndo hidrogendides restantes foram localizados através de
sucessivas diferencas de Fourier e refinados com parametros térmicos anisotropicos.®> As
coordenadas dos atomos de hidrogénio foram, entdo, localizadas a partir das densidades
encontradas no mapa de Fourier. As projecdes graficas foram construidas utilizando-se o

programa Ortep3 for Windows.%6

63 Bruker AXS Inc., Madison, Wisconsin, USA. 2006. APEX2 (Versdo 2.1), COSMO (Verséo 1.56), BIS
(Versédo 2.0.1.9), SAINT (Verséo 7.3A), SADABS (Versdo 2004/1), XPREP (Versdo 2005/4).

64 Sheldrick, G. M. SHELXL-97, Program for Crystal Structure Refinement, University of Gottingen,
Germany, 1997.

65 padwa, A. J. Org. Chem. 1965, 30, 1274.

66 Farrugia J. L. J. Appl. Crystallogr. 1997, 30, 565.
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6.2.7 Micro-ondas

Os experimentos foram realizados em um micro-ondas Discover CEM com modo
de operacgdo contendo arrefecimento simultdneo. A temperatura foi ajustada e a irradiacdo

foi cessada automaticamente quando a temperatura predeterminada foi atingida.
6.3 Ensaio in vitro

Os ensaios de atividade das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase
seguiram o protocolo de Ellman.5” Os compostos foram dissolvidos em DMSO, sendo as
concentracdes finais de 0,5, 1,0 e 10 uM, onde foram feitos 3 experimentos (n) em
triplicata para cada amostra. Os compostos foram pré-incubados a 30°C durante 10
minutos com 0,01 U das enzimas purificadas acetilcolinesterase  (isolada
de Electrophorus electricus) e butirilcolinesterase (isolada de Equus ferus), sendo que a

reagao foi iniciada com a adicdo de acetiltiocolina (0,8 mM).

6.4 Ensaio in silico

O programa Vina 1.1.1 foi usado para o estudo in silico de docking molecular
(ancoragem), usando um exhaustiveness de 200, e como coordenadas do grid box, x=
5.286, y=65.457, z=58.647 (dimensdes do grid box: 66A x 64 A x 62 A).

Previamente, a estrutura de raios-x da AChE com a tacrina foi obtida do Protein
Data Bank (PDB: 1ACJ), onde a tacrina, moléculas de agua, ions e outros ligantes foram
removidos. Foram adicionados hidrogénios a estrutura da proteina e a mesma foi
minimizada com o campo de forca AMBERff99SB (100 passos) usando 0 programa
CHIMERA 1.8rc.%8  Os hibridos da tacrina (9a-c) foram criados no software Avogadro
1.1.1, seguido de uma otimizacdo geométrica semi-empirica (PM6) usando o programa
MOPAC2012.69. 70 71

7 Ellman, G. L.; Coutney, K. D.; Andres, \.J.; Featherstone, R. M. Biochem. Pharmacol. 1961, 7, 88.

68 Lindorff-Larsen, K.; Piana, S.; Palmo, K., Maragakis, P.; Klepeis, J.L.; Dror, R.O.; Shaw, D.E. Proteins
2010, 78, 1950.

69 Hanwell, M. D.; Curtis, D. E.; Lonie, D. C.; Vandermeersch, T.; Zurek, E.; Hutchison, G. R. Journal
Cheminformatics 2012, 4, 1.

70 Stewart, J. J. P. J. Mol. Mod. 2007, 13, 1173.

"1 Stewart J.J.P., MOPAC2012, 2012. Stewart Computational Chemistry. Colorado Springs, CO, USA.
http://OpenMOPAC.net.
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A AChE e os hibridos da tacrina (9a-c) foram preparados para docking usando o
programa AutoDock Tools 4.2, onde os ligantes foram considerados flexiveis e a enzima
rigida. Os hidrogénios apolares foram omitidos.

As estruturas com as energias livre de ligacdo mais favoraveis (baixo valor) foram

selecionadas e analisadas usando o Accelrys Discovery Studio 3.5.

6.5 Viabilidade dos leucécitos humanos:

As avalicbes in vitro da citotocixidade dos compostos 9a-g em leucdcitos
humanos foram realizadas em conformidade com os métodos descritos anteriormente na
literatura.%- 1 O sangue venoso heparinizado foi obtido a partir de doadores voluntarios
saudaveis do Hospital da Universidade Federal de Santa Maria (UFSM), Santa Maria,
RS, Brasil (idade 25-52 anos). O protocolo utilizado nesse estudo foi aprovado pelo
Comité de Etica da UFSM (n. 089.0.243.000-07). Os leucécitos isolados (2 x 10%/mL-1)
foram incubados durante 5 h com DMSO (0,5 %), 0,3 mM NaN3z + 0,6 mM de H20:2
(controle positivo) e com os compostos indicados em uma solu¢do tampdo de Hank

contendo 10 % plasma humano.

6.6 Procedimentos Experimentais Sintéticos

6.6.1 Procedimento Geral para Sintese de Espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-onas
(4a-0)

"n

n=1,2,3,2-(2'Me), 2-(3'Me), 2-(4'Me), 2-(4't-Bu)

A sintese de espiro[croman-2,1°-cicloalcan]-4-onas foi descrita inicialmente por

Kabbe, porém essa metodologia foi adaptada para a eliminagdo do uso de solvente .18 19

60 Bueno, D. C.; Meinerz, D. F.; Allebrandt, J.; Waczuk, E. P.; Santos, D. B.; Mariano, D. O. C.; Rocha, J.
B. T.; Bio Med Research International 2013, 1.

61 Waczuk, E. P.; Kamdem, J. P.; Abolaji, A. O.; Meinerz, D. F.; Bueno, D. C.; Gonzaga, T. K. S. N;;
Dorow, T. S. C.; Boligon, A. A; Athayde, M. L.; Rocha, J. B. T.; Avila, D. S. Toxicol. Res., 2015, 4, 739.
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Em um baldo de 50 ml adicionou-se 50 mmol de 2-hidroxiacetofenona (1), 50
mmol da cetona ciclica (2a-g) e 50 mmol de pirrolidina (3). A mistura resultante foi
mantida sob agitacdo por 6h a 110 °C. O Gleo resultante foi destilado a pressdo reduzida

e 0 as espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-onas apresentaram-se na forma de 6leos amarelos
(4a-9).

6.6.2 Procedimento Geral para Sintese de 7-Amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-
6,1’-cicloalcanos] (9 - 12)

A uma mistura de aminonitrilas (3mmol) 1 e espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-
onas (3 mmol) 4a-g foi adicionado o acido de Lewis (3 mmol), cloreto de aluminio
(AICk) ou cloreto de indio (InClz). A mistura reacional foi aquecida a 110 °C sob agitacdo
magnética por 24 horas. Em seguida, foi adicionado uma solu¢cdo de NaOH (2M, 20 mL)
e a mistura reacional permaneceu sob agitacdo magnética na mesma temperatura por mais
24 horas. Ap6s o resfriamento do sistema a temperatura ambiente, 0os compostos 9-12
foram extraidos em cloroférmio (30 mL) e a fase organica foi seca com Na2SOs, filtrada
e 0 solvente foi retirado em rotaevaporador. O produto foi purificado por recristalizagdo

em éalcool etilico (5 mL).

6.6.2.1 7-Amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclopentano] (9a)

Sélido amarelo, rendimento 60 %, p.f. 118 — 119 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCl): 6 8,39 (dd, J = 8 Hz, J = 2 Hz, 1H, H-1); 8,00 (dd, J = 8
Hz, J = 0,7 Hz, 1H, H-11); 7,67 (d, J = 8 Hz, 1H, H-8); 7,60 (ddd, J =8 Hz,J =7 Hz, J
=1 Hz, 1H, H-10); 7,37 (ddd, J = 8 Hz, J = 7 Hz, J = 1 Hz, 1H, H-9); 7,25-7,31 (m, 1H,
H-3); 7,07 (td, J = 8 Hz, J = 1 Hz, 1H, H-2); 6,88 (dd, J = 8 Hz, J = 0,8 Hz, 1H, H-4);
4,62 (s, 2H, NHz); 2,30-2,36 (m, 4H, CH2); 1,80-2,10 (m, 2H, CHy); 1,76-1,86 (m, 2H,
CHz). RMN 13C (100 MHz, CDCL): & 154,5 (C-4a); 148,5 (C-12a); 147,7 (C-11a); 143,9

18 Kabbe, H. J. Angew. Chem. Int. 1982, 21, 241.
19 Kabbe, H. J. Synthesis, 1978, 886.
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(C-7); 131,1 (C-3); 129,8 (C-11); 129,2 (C-10); 125,9 (C-1); 124,7 (C-9); 123,5 (C-12b);
121,8 (C-2);119,7 (C-8); 119,1 (C-7a); 117,6 (C-4); 112,5 (C-6a); 89,3 (C-6); 37,7 (CH2);
25,6 (CH2). Anal. (%) Calculado para C20H1sN20: C 79,44; H 6,00; N 9,26. Encontrado
(%): C 79,39; H5,78; N 9,13.

6.6.2.2 7-Amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (9b)

Sélido branco, rendimento 65 %, p.f. 156 — 157 °C.

RMN 'H (400 MHz, CDCJk): 6 8,40 (dd, J =8 Hz,J =2 Hz 1H, H-1); 7,99 (d, J =8 Hz,
1H, H-11); 7,67 (d, J = 8 Hz, 1H, H-8); 7,57-7,62 (m, 1H, H-10); 7,29-7,39 (m, 2H, H-9,
H-3); 7,06-7,09 (m, 1H, H-2); 6,97 (dd, J= 8 Hz, J= 0,7 Hz, 1H, H-4); 4,79 (s, 2H, NH>);
2,28 (m, 2H, CH2); 2,08 (m, 4H, CH2); 1,7 (m, 2H, CH>); 1,3 (m, 1H, CH2). RMN 3C
(100 MHz, CDClL): 6 154,0 (C-4a); 149,0 (C-12a); 147,6 (C-11a); 144,4 (C-7); 131,2 (C-
3); 129,9 (C-11); 129,3 (C-10); 126,1 (C-1); 124,8 (C-9); 124,1 (C-12b); 121,9 (C-2);
119,8 (C-8); 119,6 (C-7a); 117,4 (C-4); 114,0 (C-6a); 79,7 (C-6); 33,9 (CH2); 25,5 (CH2);
21,6 (CHz2); HRMS Cal para C21H20N20:317,1654. Encontrado: 317,1672.

6.6.2.3 7-Amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-cicloheptano] (9c¢)

Soélido amarelo, rendimento 55 %, p.f. 153 — 154 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCl): 6 8,39 (dd, J =8 Hz, J =2 Hz, 1H, H-1); 8,00 (d, J =8 Hz,
1H, H-11); 7,68 (dd, J =8 Hz, J=1 Hz, 1H, H-8); 7,60 (ddd, J =8 Hz, J=7Hz, J=1
Hz, 1H, H-10); 7,30-7,40 (m, 2H, H-9, H-3); 7,08 (td, J = 8 Hz, J = 1 Hz, 1H, H-2); 6,96
(dd, J = 8 Hz, J = 0,8 Hz, 1H, H-4); 4,77 (s, 2H, NH); 2,35 (m, 4H, CH); 2,03 (m, 2H,
CH2); 1,7 (m, 6H, CH2). RMN 13C (100 MHz, CDCl): 6 154,1 (C-4a); 148,3 (C-12a);
147,6 (C-11a); 143,9 (C-7); 131,3 (C-3); 129,9 (C-11); 129,2 (C-10); 126,0 (C-1); 124,7
(C-9); 123,7 (C-12b); 121,8 (C-2); 119,8 (C-8); 119,4 (C-7a); 117,6 (C-4); 116,5 (C-6a);
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83,8 (C-6); 38,1 (CH2); 29,9 (CH); 24,3 (CH). Anal. (%) Calculado para C22H22N20: C
79,97; H 6,71; N 8,48. Encontrado (%): C 79,90; H 6,64; N 8,42.

6.6.2.4 7-Amino-2’-metil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (9d)

Solido branco, rendimento 30 %, p.f. 195 - 196 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCB): 6 8,41 (dd, J =8 Hz, J =2 Hz, 1H, H-1); 7,99 (d, J =8 Hz,
1H, H-11); 7,68 (d, J = 8 Hz, 1H, H-8); 7,60 (ddd, J=8 Hz, J=7 Hz, J= 1 Hz, 1H, H-
10); 7,28-7,39 (m,1H, H-9, H-3); 7,05 (td, J = 8 Hz, J = 1 Hz, 1H, H-2); 6,95 (dd, J = 8
Hz, J = 1 Hz, 1H, H-4); 4,83 (s, 2H, NH2); 2,54 — 1,45 (m, 9H, CH); 0,97 (d, J = 7 Hz,
3H, CHs). RMN 13C (100 MHz, CDCh): 6 154,5 (C-4a); 149,1 (C-12a); 147,5 (C-11a);
143,9 (C-7); 131,1 (C-3); 129,8 (C-11); 129,1 (C-10); 126,0 (C-1); 124,7 (C-9); 123,2
(C-12Db); 121,4 (C-2); 119,7 (C-8); 119,2 (C-7a); 117,0 (C-4); 112,8 (C-6a); 82,4 (C-6);
39,1 (CH2); 33,6 (CH2); 29,9 (CH2); 26,2 (CH2); 21,3 (CH); 16,8 (CHz3). Anal. (%)
Calculado para C22H22N20: C 79,97; H 6,71; N 8,48. Encontrado (%): C 79,39; H 6,37,
N 8,29.

6.6.2.5 7-Amino-3’-metil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (%)

Solido branco, rendimento 35 %, p.f. 161 — 163 °C.

RMN 1H (400 MHz, CDCh): 5 8,38-8,41 (m, 1H, H-1); 7,99 (dd, J = 9 Hz, J = 0,7, 1H,
H-11); 7,56-7,64 (m, 2H, H-8, H-10); 7,28-7,35 (m, 2H, H-9, H-3); 7,05-7,09 (m, 1H, H-
2); 6,94 (dd, J =8 Hz, J = 0,8 Hz, 1H, H-4); 4,77 (s, 2H, NH2); 2,22 — 1,59 (m, 9H, CH2);
0,90 (d, J = 7, 3H, CHs). RMN 3C (100 MHz, CDCl): 6 154,0 (C4a); 148,9 (C-12a);
147,6 (Cl1a); 144,4 (C-7); 131,2 (C-3); 129,8 (C-11); 129,3 (C-10); 126,0 (C-1); 124,8
(C-9); 124,0 (C-12b); 121,9 (C-2); 119,8 (C-8); 119,5 (C-7a); 117,3 (C-4); 113,7 (C-6a);
80,4 (C-6); 42,5 (CH2); 34,4 (CH2); 33,2 (CH); 27,7 (CH); 22,6 (CHa); 21,5 (CH2).
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Anal. (%) Calculado para C22H22N20: C 79,97; H 6,71; N 8,48. Encontrado (%): C 79,89;
H 6,83; N 8,33.

6.6.2.6 7-Amino-4’-metil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (9f)

Solido branco, rendimento 60 %, p.f. 176 — 177 °C.

RMN 1H (400 MHz, CDCh): 6 8,39 (d, J = 8, 1H, H-1); 7,99 (d, J = 8, 1H, H-11); 7,64
(t, J=8, 1H, H-8); 7,59 (d, J = 8, 1H, H-10); 7,36 (t, J = 8, 1H, H-9); 7,27 (d, J = 8, 1H,
H-3); 7,08 (t, J =7, 1H, H-2); 6,97 (d, J = 8, 1H, H-4); 4,78 (s, 2H, NH2); 2,22 — 1,59 (m,
9H, CH2); 1,02 (d, J = 7, 3H, CHz3). RMN 13C (100 MHz, CDCl): & 153,9 (C-4a); 149,1
(C-12a); 147,6 (C-11a); 144,3 (C-7); 131,2 (C-3); 129,9 (C-11); 129,3 (C-10); 126,0 (C-
1); 124,8 (C-9); 124,1 (C-12b); 121,9 (C-2); 119,8 (C-8); 119,5 (C-7a); 117,4 (C-4); 113,7
(C-6a); 79,3 (C-6); 33,8 (CH2); 32,1 (CH2); 30,2 (CH2); 22,6 (CHs3); Anal. (%) Calculado
para C22H22N20: C 79,97; H6,71; N 8,48. Encontrado (%): C 79,68; H 6,73; N 8,32.

6.6.2.7 7-Amino-4’-t-butil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (99)

Solido branco, rendimento 60 %, p.f. 229 — 231 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCl): & 8,39 (ddd, J = 6 Hz, J = 4 Hz, J = 2 Hz, 1H, H-1); 7,99
(dd, J =9 Hz,J =1 Hz, 1H, H-11); 7,65 (d, J = 8 Hz, 1H, H-8); 7,59 (ddd, J =8 Hz, J =
7 Hz, J =1 Hz, 1H, H-10); 7,29-7,37 (m, 2H, H-9, H-3); 7,06-7,10 (m, 1H, H-2); 6,95
(dd, J = 8 Hz, J = 1 Hz, 1H, H-4); 4,78 (s, 2H, NH2); 2,34 — 1,10 (m, 9H, CH2); 0,99 (s,
9H, CHs). RMN 3C (100 MHz, CDCl): 6 154,0 (C-4a); 149,3 (C-12a); 147,7 (C-11a);
144,4 (C-7); 131,2 (C-3); 130,0 (C-11); 129,2 (C-10); 126,1 (C-1); 124,9 (C-9); 124,3
(C-12b); 121,9 (C-2); 119,8 (C-8); 117,4 (C-7a); 113,8 (C-4); 79,4 (C-6a); 47,4 (CH);
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34,4 (CH2); 32,8 (C); 27,7 (CH3); 22,6 (CHz). Anal. (%) Calculado para C2sH2sN20: C
80,61; H 7,58; N 7,52. Encontrado (%): C 80,19; H 7,82; N 7,009.

6.6.2.8 7-Amino-9-cloro-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-ciclopentano] (10a)

Soélido amarelo, rendimento 45 %, p.f. 114 — 116 °C.

RMN H (400 MHz, DMSO-ds): & 8,46 (d, J = 2, 1H); 8,23 (dd, J = 8, J = 1, 1H); 7,84
(d,J=9,1H); 7,61 (dd, J =9,J =2, 1H); 7,31-7,35 (m, 1H); 7,07 (t, J = 8, 1H); 6,90 (d,
J =8, 1H); 6,20 (s, 2H, NH2); 2,44-2,48 (m, 2H, CH2); 1,95-2,07 (m, 6H, CH2). RMN 13C
(100 MHz, DMSO-de): & 153,8; 148,0; 145,7; 145,0; 131,1; 130,7; 129,5; 128,5; 125,4;
123,3; 121,5; 121,4; 119,8; 117,3; 110,4; 89,7 (C-6); 35,4 (CH2); 23,8 (CH2). Anal. (%)
Calculado para C20H17CIN20.H20: C 67,70; H 5,40; N 789. Encontrado (%): C 67,76; H
547, N 7,78.

6.6.2.9 7-Amino-9-cloro-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-ciclohexano] (10b)

Sélido amarelo, rendimento 55 %, p.f. 214 — 215 °C.

RMN H (400 MHz, DMSO-de): 6 8,43 (d, J = 2, 1H); 8,19 (dd, J =8, J = 2, 1H); 7,79
(d,J =9, 1H); 7,59 (dd, J=9,J=2,1H); 7,34 (td, J=8,J =2, 1H); 7,06 (td, J =8, J =
1,1H); 6,99 (dd, J =8, J =1, 1H); 6,45 (s, 2H, NH2); 2,37-2,44 (m, 2H, CH>); 1,86-1,95
(m, 4H, CH); 1,56-1,67 (m, 4H, CH2). RMN 13C (100 MHz, DMSO-ds): & 153,4; 148,1;
145,6; 145,5; 131,0; 130,6; 129,4; 128,3; 125,5; 123,8; 121,5; 121,4; 120,1; 117,0; 113,0;
79,9 (C-6); 31,4 (CHy); 23,2 (CH2); 21,1(CH). Anal. (%) Calculado para C21H19CIN2O:
C 71,89; H 5,46; N 7,98. Encontrado (%): C 71,73; H 5,48; N 7,84.
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6.6.2.10 7-Amino-9-cloro-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-cicloheptano] (10c)

Sélido amarelo, rendimento 42 %, p.f. 212 — 214 °C.

RMN 1H (400 MHz, DMSO-de): 6 8,43 (d, J = 2, 1H); 8,20 (dd, J = 8, J = 2, 1H); 7,80
(d,J =9, 1H); 7,59 (dd, J =9, J= 2, 1H); 7,35 (td, J =8, J = 2, 1H); 7,06 (t, J = 8, 1H);
6,98 (dd, J=8,J =1, 1H); 6,25 (s, 2H, NH2); 2,45 — 1,62 (m, 12H, CH2). RMN 3C (100
MHz, DMSO-ds): 6 153,5; 147,3; 145,5; 145,0; 131,1; 130,6; 129,4; 128,3; 125,4; 123,4;
121,5;121,4; 120,0; 117,2; 115,4; 83,1 (C-6); 36,1 (CH2); 27,5 (CH2); 23,2 (CH2). Anal.
(%) Calculado para C22H21CIN20: C 72,42; H 5,80; N 7,68. Encontrado (%): C 72,10; H
5,52; N 7,59.

6.6.2.11 7-Amino-10-cloro-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-ciclopentano] (11a)

Sélido amarelo, rendimento 50 %, p.f. 141 — 142 °C.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 6 8,31 (d, J =9, 1H); 8,20 (dd, J =8, J =2, 1H); 7,82
(d,J=2, 1H); 7,40 (dd, J=9,J =2, 1H); 7,31-7,35 (m, 1H); 7,06 (td, J =8, J= 1, 1H);
6,89 (dd, /=8, J= 1, 1H); 6,18 (s, 2H, NH2); 2,40-2,47 (m, 2H, CH); 1,95-2,09 (m, 6H,
CHz). RMN 3C (100 MHz, DMSO-ds):6 153,8;148,7; 147,9; 145,8;133,7; 131,2; 127,0;
125.4; 124,4; 123,9; 123,1; 117,6; 110,0; 89,7 (C-6); 35,4 (CH2); 23,8 (CH2). HRMS
Calc. para C20H17CIN20:337,1102. Encontrado: 337,1095.
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6.6.2.12 7-Amino-10-cloro-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-ciclohexano] (11b)

Solido amarelo, rendimento 56 %, p.f. 201 — 204 °C.

RMN tH (400 MHz, DMSO-de): 6 8,32 (d, J =9, 1H); 8,19 (dd, J = 8, J = 2, 1H); 7,80
(d, J =2, 1H); 7,33-7,41 (m, 2H); 7,05-7,08 (m, 1H); 6,99 (d, J = 8, 1H), 6,48 (s, 2H,
NH2); 2,36-2,43 (m, 2H, CH2); 1,83-1,99 (m, 4H, CH2); 1,56-1,74 (m, 4H, CH2). RMN
13C (100 MHz, DMSO-ds): 6 153,4; 148,8; 147,7; 146,4; 133,7; 131,2; 126,9; 125,6;
124,6; 123,8; 123,7; 121,4; 117,9; 117,0; 112,7; 79,9 (C-6); 31,5 (CH); 23,2 (CH2); 21,0
(CH2); Anal. (%) Calculado para C2:H19CIN20O: C 71,89; H 5,46; N 7,98. Encontrado
(%): C 72,16; H5,61; N 7,70.

6.6.2.13 7-Amino-10-cloro-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-cicloheptano] (11c)

Sélido amarelo, rendimento 45 %, p.f. 176 — 177 °C.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds): 6 8,31 (d, J =9, 1H); 8,21 (dd, J =8, J =1, 1H); 7,81
(d, J= 2, 1H); 7,33-7,41 (m, 2H); 7,06 (t, J =7, 1H); 6,98 (d, J = 8, 1H); 6,25 (s, 2H,
NH»); 2,42 — 2,46 (m, 2H, CH2); 2,11-2,16 (m, 2H, CHz); 1,65-1,89 (m, 8H, CH2). RMN
13C (100 MHz, DMSO-ds): 6 153,5; 148,0; 147,7; 145,8; 133,6; 131,2; 126,9; 125,4;
124,5; 123,8; 123,3; 121,3; 117,8; 117,2; 115,1; 83,0; 40,1; 39,9; 39,7; 39,5; 39,3; 39,1;
38.,9;36,1;27,5; 23,1. HRMS Calc. para C220H21CIN20: 365,1415. Encontrado: 365,1404.
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6.6.2.14 7-Amino-9-bromo-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (12b)

Sélido amarelo, rendimento 52 %, p.f. 204 — 205 °C.

RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): 6 8,56 (d, J = 1, 1H); 8,18 (dd, J =8, J = 2, 1H); 7,70-
7,72 (m, 2H); 7,35 (td, J =8, J = 2, 1H); 7,06 (t, J = 8, 1H); 6,98 (d, J = 8, 1H); 6,47 (s,
2H, NH>); 2,44 - 1,55 (m, 10H, CH2). RMN 23C (100 MHz, DMSO-ds): 6 153,3; 148,1;
145,7; 145,4; 131,9; 131,0; 130,7; 125,5; 124,6; 123,7; 121,3; 120,6; 117,0; 116,6; 112,9;
79,9 (C-6); 31,4 (CH2); 23,2 (CH2); 21,0 (CH2). Anal. (%) Calculado para C21H19BrN20:
C 63,81; H 4,84; N 7,09. Encontrado (%): C 63,74; H 4,76; N 7,05.

6.6.3 Procedimento geral para sintese de 7-(1H-pirrol-1-il)-espiro[cromeno [4,3-b]
quinolina-6,1°-cicloalcanos] (14-16)

A uma mistura de 7-Amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-cicloalcanos]
(0,5 mmol) (9-11) e 2,5-dimetoxitetrahidrofurano (1 mmol) foi adicionado 3,5 mL de
acido acético glacial. A mistura reacional foi aquecida a 90 °C sob agitacdo magnética
por 48 horas. Em seguida, o &cido acético glacial foi rotaevaporado. Apoés, adicionou-se
20 mL de acetato de etila e os compostos 14-16 foram lavados com agua destilada (3 x
15 mL). A fase organica foi seca com CaCOs, filtrada e o solvente foi retirado em
rotaevaporador. Os compostos 14-16 foram purificados por cromatografica em coluna de

silica gel e eluidos em hexano/acetato de etila (99:1).
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6.6.3.1 7-(1LH-Pirrol-1-il)-espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1’-ciclopentano] (14a)

Solido branco, rendimento 78 %, p.f. 146 — 147 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCb): 6 8,50 (d, J = 8, 1H, H-1); 8,12 (d, J = 8, 1H, H-11); 7,66
(t, J =8, 1H, H-10); 7,34-7,39 (m, 2H, H-3, H-9); 7,15 (t, J = 7, 1H, H-2); 6,94 (d, J = 8,
2H, H-4, H-8); 6,77 - 6,78 (m, 2H, H-72, H-72); 6,42 - 6,43 (M, 2H, H-73, H-73"); 2,15
- 2,21 (m, 2H, CH); 1,86 - 1,88 (m, 2H, CH2); 1,58 - 1,60 (m, 2H, CH2); 1,37 - 1,42 (m,
2H, CHz). RMN %C (100 MHz, CDCl): 6 155,2 (C-4a); 150,6 (C-12a); 147,9 (C-11a),
140,3 (C-7); 132,1; 130,2; 129,2; 128,6; 127,4; 126,2; 124,2;, 124,0 (C-72, C-72°); 123,9;
123,4,122,4; 118,0; 109,8 (C-73, C-73’); 89,8 (C-6), 36,7 (CH2); 23,3 (CH2). Anal. (%)
Calculado para C,,H,,N,O: C 81,69; H 5,72; N 7,95. Encontrado (%): C 81,16; H 5,92;

N 7,71.

6.6.3.2 7-(1H-Pirrol-1-il)-espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1°-ciclohexano] (14b)

Soélido branco, rendimento 56 %, p.f. 180 — 182 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCl): 8 8,50 (d, J = 8 Hz, 1H, H-1); 8,12 (d, J = 8 Hz, 1H, H-11);
7,66 (t, J = 7 Hz, 1H, H-10); 7,35-7,41 (m, 2H, H-3, H-9); 7,15 (t, J = 7 Hz, 1H, H-2);
7,04 (d, J = 8 Hz, 1H, H-4); 6,92 (d, J = 8 Hz, 1H, H-8); 6,81 (m, 2H, H-72, H-72’); 6,42
(m, 2H, H-73, H-73"); 2,12 (d, J = 13 Hz, 2H, CH2); 1,74-1,85 (m, 2H, CH); 1,67 (d, J
=13 Hz, 1H, CH2); 1,43 (d, J = 13 Hz, 2H, CH?2); 1,05-1,26 (m, 3H, CH2). RMN 3C (100
MHz, CDCh): & 154,6 (C-4a); 150,2 (C-12a); 147,8 (C-11a); 140,9 (C-7); 132,1 (C-3);
131,0 (C-6a); 130,2 (C-10); 129,1 (C-11); 127,8 (C-7a); 127,4 (C-9); 126,2 (C-1); 124,2
(C-72,C-727);124,0 (C-12b); 123,5 (C-8); 122,3 (C-2); 117,8 (C-4); 109,6 (C-73, C-73");
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80,4 (C-6); 33,6 (CHy); 24,8 (CHy); 21,8 (CH2). Anal. (%) Calculado para C, H,,N,0:C
81,94; H 6,05; N 7,64. Encontrado (%): C 81,79; H 6,13; N 7,53.

6.6.3.3 7-(LH-Pirrol-1-il)-espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1°-cicloheptano] (14c)

Sélido branco, rendimento 53 %, p.f. 149 — 150 °C.

RMN H (400 MHz, CDCl): 6 8,49 (d, J = 8 Hz, 1H, H-1); 8,15 (d, J = 8 Hz, 1H, H-11),
7,63 7,72 (m, 1H, H-10); 7,33 — 7,45 (m, 2H, H-3, H-9); 7,12 — 7,21 (m, 1H, H-2); 7,03
(td,J =8,J=1 Hz 1H, H-4); 6,84 (dd, J=8,J = 1 Hz, 1H, H-8); 6,82 (t, J = 2 Hz, 2H,
H-72, H-727); 6,43 (t, J = 2 Hz, 2H, H-73, H-73"); 2,26 — 2,32 (m, 2H, CH2); 1,77 — 1,86
(m, 2H, CH2); 1,65 — 1,83 (m, 2H, CH2); 1,53 — 1,60 (m, 2H, CH2); 1,33 — 1,45 (m, 4H,
CH2). RMN 3C (100 MHz, CDCh): 6 154,8 (C-4a); 150, 8 (C-12a); 149,7 (C-11a); 141,9
(C-7); 133,0; 132,3; 131,8; 130,3; 129,7; 129,0; 128,6; 128,0; 127,9; 127,5; 126,7; 126,2;
125,4 (C-72, C72%); 124,5; 123,5; 122,3; 118,0; 109,7 (C-73, C73’); 83,6 (C-6); 38,1
(CHz); 27,6 (CH2); 22,1 (CH2). Anal. (%) Calculado para C, H,,N,0: C 82,07; H 6,36;
N 7,36. Encontrado (%): C 81,96; H 6,49; N 7,13.

6.6.3.4  4’-Metil-7-(1H-pirrol-1-il)-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohe xano]
(14d)

Soélido branco, rendimento 56 %, p.f. 176 — 177 °C.

RMN H (400 MHz, CDCh): 6 8,49 (dd, J =8 Hz, J =2 Hz, 1H, H-1); 8,11 (d, J =8 Hz,
1H, H-11); 7,65 (ddd, J =8 Hz, J = 7 Hz, J = 1 Hz, 1H, H-10); 7,34-7,40 (m, 2H, H-3,
H-9); 7,14 (td, J=8 Hz, J= 1 Hz, 1H, H-2); 7,01 (dd, J= 8 Hz, J = 1 Hz, 1H, H-4); 6,91
(dd, J =8 Hz, J= 1 Hz, 1H, H-8); 6,79 (t, J = 2 Hz, 2H, H-72, H-72); 6,41 (t, J = 2 Hz,
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2H, H-73, H-73%); 2,10-2,15 (m, 2H, CH2); 1,21-1,57 (m, 7H, CH2); 0,90 (d, J = 6 Hz,
3H, CHs). RMN 23C (100 MHz, CDClh): § 154,6 (C-4a); 150,3 (C-12a); 147,9 (C-11a);
140,8 (C-7); 132,8 (C-3); 130,8 (C-6a), 130,2 (C-10); 129,1 (C-11); 127,8 (C-7a); 127,4
(C-9); 126,2 (C-1); 124,2 (C-72, C-72°); 124,1 (C-12b); 123,5 (C-8); 122,3 (C-2); 117,8
(C-4); 109,6 (C-73, C-73"); 80,1 (C-6); 33,6 (CHz2); 31,3 (CH2); 30,4 (CHz2); 22,4 (CH).
Anal. (%) Calculado para C, H,,N,O:C 82,07; H 6,36; N 7,36. Encontrado (%): C 81,80;
H 6,60; N 7,15.

6.6.3.5 9-Cloro-7-(1H-pirrol-1-il)-espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1°-
ciclopentano] (15a)

Solido branco, rendimento 62 %, p.f. 150 — 152 °C.

RMN tH (400 MHz, CDCl): 6 8,43 (d, J =8 Hz, 1H, H-1); 8,00 (d, J = 9 Hz, 1H, H-11);
7,55 (dd, J =9 Hz, J =2 Hz, 1H, H-10); 7,33 (t, J = 7 Hz, 1H, H-3); 7,11 (t, J = 8 Hz, 1H,
H-2); 6,86-6,91 (m, 2H, H-4, H-8); 6,73 (t, J = 2 Hz, 2H, H-72, H-72"); 6,41 (t, J = 2 Hz,
2H, H-73, H-737); 1,32-2,17 (m, 8H, CHz); RMN 13C (100 MHz, CDCl): § 155.2 (C-4a);
150,9 (C-12a); 146,3 (C-11a); 139,5 (C-7); 133,5 (C-3); 132,3 (C-6a); 131,1 (C-10);
130,8 (C-11); 129,5 (C-7a); 128,4 (C-9); 126,2 (C-1); 123,8 (C-72, C-72’); 123,7 (C-
12b); 122,4 (C-8); 122,3 (C-2); 118,0 (C-4); 110,2 (C-73, C-73’); 89,7 (C-6); 36,8 (CH2);
23,4 (CHs). Anal. (%) Calculado para C,,H,,CIN,0: C 74,51; H 4,95; N 7,24. Encontrado
(%): C 74,27; H 5,49; N 6,64.

6.6.3.6 9-Cloro-7-(1H-pirrol-1-il)-espiro[cromeno [4,3-b] guinolina-6,1°-
ciclohexano] (15b)
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Soélido amarelo, rendimento 56 %, p.f. 180 — 182 °C.

RMN H (400 MHz, CDCh): & 8,45 (d, J = 7 Hz, 1H, H-1); 8,02-8,10 (m, 1H, H-11);
7,58 (d, J = 8 Hz, 1H, H-10) 7,38 (t, J = 6 Hz, 1H, H-3); 7,14 (t, J = 7 Hz, 1H, H-2); 7,02
(d, J =8 Hz, 1H, H-4); 6,78-6,86 (m, H-8, H-72, H-72); 6,42 (t, J = 2 Hz, 2H, H-73, H-
73%); 1,41 — 2,14 (m, 10H, CH2). RMN 13C (100 MHz, CDCl): 6 154,6 (C-4a); 150,5 (C-
12a); 146,3 (C-11a); 140,1 (C-7); 136,4; 133,5; 132,4; 131,9; 131,2; 130,8; 128,2; 126,2;
124,2; 123,7; 122,4; 117,9; 110,0; 80,4 (C-6); 33,6 (CH2); 24,8 (CH2); 21,8 (CH2). Anal.
(%) Calculado para C, H,,CIN,O: C 74,90; H 5,28; N 6,99. Encontrado (%): C 74,68; H
5,51; N 6,74.

6.6.3.7 9-Cloro-7-(1H-pirrol-1-il)-espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1°-
cicloheptano] (15c)

Solido branco, rendimento 73 %, p.f. 171 - 173 °C.

RMN H (400 MHz, CDCl): & 8,42 (dd, J = 8 Hz, J = 2 Hz, 1H, H-1); 8,02 (d, J = 9 Hz,
1H, H-11), 7,57 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H, H-10); 7,36 — 7,40 (m, 1H, H-3); 7,11 - 7,15
(m, 1H, H-2); 7,00 (d, J = 8, 1H, H-4); 6,78 (t, J = 2 Hz, 3H, H-8, H-72, H-72’); 6,44 (t,
J=2Hz 2H, H-73, H-73"); 2,24 — 2,29 (m, 2H, CH); 1,76 — 1,85 (m, 2H, CH>); 1,63 —
1,71 (m, 2H, CH2); 1,49 — 1,56 (m, 2H, CH2); 1,33 — 1,44 (m, 4H, CH2). RMN 3C (100
MHz, CDChk): 6 154,8 (C-4a); 150,0 (C-12a); 146,2 (C-11a); 140,1 (C-7); 133,8; 133,5;
132,4; 131,2; 130,7; 128,8; 126,1; 124,4; 123,4; 122,4; 122,3; 118,0; 110,1; 83,6 (C-6);
38,1 (CH2); 27,5 (CHz); 22,1 (CH2). Anal. (%) Calculado para C, H,,CIN,0:C 75,25; H

5,88; N 6,49. Encontrado (%): C 75,25; H 5,59; N 6,75.
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6.6.3.8 10-Cloro-7-(1H-pirrol-1-il)-espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1°-
ciclopentano] (16a)

Sélido amarelo, rendimento 65 %, p.f. 171 — 173 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCl): 6 8,44 (dd, J =8 Hz,J =1 Hz, 1H, H-1); 8,10 (d, J = 2 Hz,
1H, H-11); 7,28-7,38 (m, 2H, H-3, H-9); 7,13 (t, J = 8 Hz, 1H, H-2); 6,92 (d, J = 8 Hz
1H, H-4); 6,84 (d, J = 9 Hz, 1H, H-8) 6,75 (t, J = 2 Hz, 2H, H-72, H-72°); 6,41 (t, J = 2
Hz, 2H, H-73, H-73"); 1,32-2,19 (m, 8H, CH2); RMN 3C (100 MHz, CDCl): 6 155,3 (C-
43); 151,8 (C-12a); 148,2 (C-11a); 140,3 (C-7); 136,2 (C-3); 132,4 (C-6a); 128,8 (C-10);
128,2; 128,0; 126,3; 126,1; 124,9; 123,8 (C-72, C-72°); 123,7; 122,4; 118,0 (C-4); 110,1
(C-73, C-73%); 89,7 (C-6); 36,8 (CH2); 23,3 (CH2). Anal. (%) Calculado para
C,,H,,CIN,0:C 74,51; H4,95; N 7,24. Encontrado (%): C 74,71; H5,53; N 6,71.

6.6.3.9 10-Cloro-7-(1H-pirrol-1-il)-espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1°-
ciclohexano] (16b)

Soélido amarelo, rendimento 62 %, p.f. 223 — 225 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCh): 6 8,45 (dd, J =8 Hz, J =2 Hz, 1H, H-1); 8,11 (d, J =2 Hz,
1H, H-11); 7,40 (td, J = 8 Hz, J = 2 Hz, 1H, H-3); 7,30 (dd, J =9 Hz, J = 2 Hz, 1H, H-
9); 7,14 (td, J =8 Hz, J = 1 Hz, 1H, H-2); 7,02 (dd, J = 8 Hz, J =1 Hz, 1H, H-4); 6,78-
6,83 (m, H-8, H-72, H-72"); 6,42 (t, J = 2 Hz, 2H, H-73, H-73"); 1,41 — 2,13 (m, 10H,
CH2). RMN 23C (100 MHz, CDCl): 6 154,8 (C-4a); 151,4 (C-12a); 148,2 (C-11a); 140,9
(C-7); 136,3; 132,5; 131,2; 128,2; 128,0; 126,3; 125,0; 124,2; 123,7; 122,4; 117,9; 109,9;
80,4 (C-6); 33,6 (CH2); 24,8 (CH2); 21,8 (CH2). Anal. (%) Calculado para C,;H,,CIN,O:
C 74,90; H 5,28; N 6,99. Encontrado (%): C 74,88; H 5,46; N 6,77.

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017



88

6.6.3.10 10-Cloro-7-(1H-pirrol-1-il)-espiro[cromeno [4,3-b] quinolina-6,1°-
cicloheptano] (16c)

Sélido branco, rendimento 60 %, p.f. 189 — 190 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCHk): 6 8,42 (dd, J =8 Hz, J =1 Hz, 1H, H-1); 8,09 (d, J =2 Hz,
1H, H-11); 7,39 (td, J = 8 Hz, J = 2 Hz, 1H, H-3); 7,28 (dd, J = 9 Hz, J = 2 Hz, 1H, H-
9); 7,13 (t, J = 8 Hz, 1H, H-2); 7,00 (d, J = 8, 1H, H-4); 6,73-6,79 (m, 3H, H-8, H-72, H-
72%), 6,42 (t,J = 2 Hz, 2H, H-73, H-73"); 2,24 — 2,29 (m, 2H, CH); 1,76 — 1,85 (m, 2H,
CH.); 1,63 — 1,71 (m, 2H, CH2); 1,51 — 1,59 (m, 2H, CH); 1,33 — 1,44 (m, 4H, CH>).
RMN 13C (100 MHz, CDCB): 6 154,9 (C-4a); 150,9 (C-12a); 148,2 (C-11a); 140,9 (C-7);
136,2; 133,1; 132,6; 128,2; 128,0; 126,5; 126,3; 125,0; 124,5; 123,4; 122,3; 118,0; 109,9;
83,6 (C-6); 38,2 (CH2); 27,6 (CHz); 22,1 (CH2). Anal. (%) Calculado para C,.H,,CIN,O:

C 75,25; H 5,88; N 6,49. Encontrado (%):C 75,21; H 5,75; N 6,59.

6.6.4 Procedimento Geral para Sintese de 7-Amino-9-feniletinil-espiro[cromeno[4,3-
b]quinolina-6,1°-ciclopentano] (17b)

A um tubo de ensaio foram adicionados 0 Pd(OAc). (2 mol%), PPhs (6 mol%),
Cul (2 mol%) e o composto 12b (0,2 mmol). O sistema foi submetido a uma atmosfera
inerte e apds foram adicionados 2 mL de DMF, fenilacetileno (0,64 mmol) e 0,6 mL de
trietilamina. A solucdo resultante permaneceu por 16 h a 60 °C e apds, foi extraida com
acetato de etila e agua (3 x 15 mL) e o 6leo resultante foi purificado através de coluna

cromatografica utilizando acetato de etila em hexano (3%).
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6.6.4.1 7-Amino-9-feniletinil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-ciclopentano]
(17b)

Sélido branco, rendimento 67 %, p.f. 235 — 237 °C.

RMN H (400 MHz, CDCl): 6 8,38 (d, J = 8 Hz, 1H, H-1); 7,89-7,95 (m, 2H, H-11, Ph);
7,71 (dd, J = 8 Hz, J = 1 Hz, 1H, H-8); 7,56-7,59 (m, 2H, H-10, Ph); 7,30-7,38 (m, 4H,
H-3, Ph); 7,08 (t, J = 8 Hz, 1H, H-2); 6,98 (d, J = 8 Hz, 1H, H-4); 4,84 (s, 2H, NH2); 1,60-
2,30 (m, 10H, CH2). RMN 3C (100 MHz, CDCl): 154,1 (C-4a); 149,7 (C-12a); 147,3
(C-11a); 144,1 (C-7); 132,0; 131,8 (Ph); 131,5; 130,1; 128,6 (Ph); 126,2; 124,0; 123,6;
123,4; 122,0; 119,6; 119,5; 117,4; 114,5; 90,2 (C-91); 89,9 (C-92); 79,8 (C-6); 34,0
(CH2); 25,5 (CH2); 21,7 (CH2).

6.6.5 Procedimento Geral para a Sintese de 7-Amino-9-morfolino-

espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclopentano] (18b)

A um tubo de ensaio foram adicionados o Pd(OAc)2 (2 mol%), XPhos (4 mol%),
NaOtBu (0,5 mmol) e o composto 12b (0,2 mmol). O sistema foi submetido a uma
atmosfera inerte e ap6s foram adicionados 2 mL de tolueno e morfolina (0,65 mmol). A
solucdo resultante permaneceu por 24 h a 100 °C e apos, foi extraida com acetato de etila
e agua (3 x 15 mL) e o O6leo resultante foi purificado através de coluna cromatografica

utilizando acetato de etila em hexano (50%).

6.6.5.1 7-Amino-9-morfolino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-ciclopentano]
(18b)
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Soélido verde, rendimento 80 %, p.f. 247 — 249 °C.

RMN *H (400 MHz, CDCB): 6 8,35 (dd, J =8 Hz, J =1 Hz, 1H, H-1); 7,91 (d, J =8 Hz,
1H, H-11); 7,37 (dd, J = 9 Hz, J = 3 Hz, 1H, H-8); 7,26-7,30 (m, 1H, H-10); 7,06 (t, J =
8 Hz, 1H, H-3); 6,96 (d, J = 8 Hz, 1H, H-2); 6,88 (d, J = 2 Hz, 1H, H-4); 4,69 (s, 2H,
NH); 3,89-3,91 (m, 4H, H-93, H-93"); 3,23-3,26 (m, 4H, H-92, H-92°); 1,63-2,29 (m,
10H, CHz). RMN 3C (100 MHz, CDCl): 6 153,7 (C-4a); 148,8 (C-12a); 146,8 (C-11a);
143,3 (C-7); 131,0; 130,7; 125,8; 124,3; 121,9; 121,9; 120,4; 117,3; 114,8; 102,5; 79,8
(C-6); 67,0 (C-93, C-937); 50,1 (C-92, C-92°); 34,1 (CH>); 25,6 (CH2); 21,8 (CH).
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ANEXO |

Espectros de GC-MS-EI
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Figura 34. Espectro de Massas (GC-EIl) de espiro[croman-2,1’-ciclopentan]-4-ona (4a).
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Figura 35. Espectro de Massas (GC-EIl) de espiro[croman-2,1°’-ciclohexan]-4-ona (4b).
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Figura 36. Espectro de Massas (GC-EIl) de espiro[croman-2,1°-cicloheptan]-4-ona (4c).
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Figura 37. Espectro de Massas (GC-EI) de 2’-metil-espiro[croman-2,1°-ciclohexan]-4-ona (4d).
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Figura 38. Espectro de Massas (GC-EI) de 3’-metil-espiro[croman-2,1°-ciclohexan]-4-ona (4e).
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Figura 39. Espectro de Massas (GC-EI) de 4’-metil-espiro[croman-2,1°-ciclohexan]-4-ona (4f).
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8. ESPECTROS DE RMN DOS COMPOSTOS 9-16
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Figura 41. Espectro de RMN H a 400 MHz e 13C {H} a 100, 61 MHz de 7-Amino-
espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclopentano] (9a), registrados em CDCls.
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espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (9b), registrados em CDCls.

Figura 42. Espectro de RMN 'H a 400 MHz e 13C {*H} a 100
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Figura 43. Espectro de RMN H a 400 MHz e 3C {!H} a 100, 61 MHz de 7-Amino-
espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-cicloheptano] (9c), registrados em CDCls.
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metil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (9e), registrados em CDCls.

Figura 45. Espectro de RMN 1H a 400 MHz e 13C {H} a 100
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ANEXO I11

Espectros de HMQC e HMBC
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9. ESPECTROS DE HMQC E HMBC DOS COMPOSTOS 9d-f
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Figura 65. Espectro de HMQC a 600 MHz de 7-Amino-2’-metil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (9d), registrados em CDCls.
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Figura 66. Espectro de HMBC a 600 MHz de 7-Amino-2’-metil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (9d), registrados em CDCls.
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Figura 67. Espectro de HMQC a 600 MHz de 7-Amino-3’-metil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (9e), registrados em CDCl.
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Figura 69. Espectro de HMQC a 600 MHz de 7-Amino-4’-metil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (9f), registrados em CDCl.

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017



130

Y '

HMBCGP £
f &
LT
¢ |
-8
— ' v oa
-8
— E 1 [ ]
[ — 1 I' gl I
: N ] '
f—— ‘ll L h
3 l ! h’ ] -2
] 9“ -
o
&
L]
T | T T T | T T T | T T T | T T T | T T T | T T T
10 g -] 4 2 0 F2 [ppm]
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ANEXO IV

Difracéo de raios-X
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10. DIFRACAO DE RAIOS-X

10.1 Difracdo de raios-X dos compostos 9a, 9b, 9f

Figura 71. ORTEP de 7-Amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclopentano] (9a)
(CCDC 994958).
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Tabela 13. Dados cristalograficos do composto 9a

checkCIE/PLATON report
Yion bawre ot supplied amy strochre factors. As a resolt the fiall set of test= cannot be run.

THIS FEPORT IS FOR GUIDANCE OMLY. IF USED AS PART OF A BEVIEW PROCEDURE
FOR PUBLICATION, IT SHOULD NOT REFLACE THE ENPERTISE OF AN EXPERIEMCED
CEYSTALLOGRAPHIC REFEREE.

Mo svoos erers fornd. [CIF fictoreny] [Iberpretns this repor]

Datablock: I

Bond precision:

Cell:

Temperature:

Valume=
Epace group
Hall group
Moiety formula
Eum formula
Nr

Ox,g cm-3

Z

Mu [(mm-1)
FODo

Fooa”

h,k, lmax
Href

Tmin, Tmax
Tmin”

C-C = 0.0037
a=11.1828(8&)
alpha=9Q

100 K

Calculated
1BE8 2817

P 21/n

-P 2ym

CZ0 H1a H2 O,
C22 H24 H2 02
348 .43

1.239

4

1.080

Ta4d .0

Ta4 .30

15, 21, 1€E

455

0.95L 0.982z
0.49E3

A Wavelength-0. 71073

c=11_.884E (E]
gamma= 30

b=15.3308 (8]
beta=113. 295 (3]

Reported
1868 . 2B (17}
F2l/n

-Fiym

C2Z H2d N2z O2
C22 H24 Nz 02
34B.43

1.239

i

0.0ed

744.10

C2 HE O

15,21, 18
C323
0.852,0.5089

Correction method= & Reported T Limits: Tmin=0.352 Tmax=0.%9%

AbsCorr =

GAIOEEIAN

Cata completensso= 0.974

Rir=flections)= 0.0540(

E = 1.011

Z301}

Theta (max]= 30.020

wh2 {reflections)= 0.2133( G323}

Hpar=- 23L

Tha following ALERTS ware generatad.
tant-oame ALERT alart-typs alart-lavel.
Click on tha hyparlinks for mora detalls of the teskt.

Each ALERT has the [ormat
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Figura 72. ORTEP de 7-Amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-ciclohexano] (9b)
(CCDC 1500741).
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Tabela 14. Dados cristalograficos do composto 9b

135

checkCIF/ PLATON report
Yo binve mod supplied aoy sinachre factors. As aresali the full set of tests canpot be run.

THIS REPORT IS FOR GUIDANCE ONLY. IF USED AS PART OF A FEVIEW PROCEDURE
FOR PUBLICATION, IT SHOULD NOT REPLACE THE EXPERTISE OF AN EXPERIEMCED

CEYSTALLOGERAPHIC REFEREE.
Mo symeas emors found [mteroretins & revor]
Datablock: p-1
Bond precision: C-C = 0.0028 A Wawvelength=0.71073
Cell: a=10.4503 (4] b=12. Z2783(4) c=13_ 7530 (4}
alpha=-85.237 (2] beta=-B4 G225 {2} gamma=73.740 (2]
Temperature: 283 K
Calculated Reported
Volums= 1692 .65 {10) 1652 &5 (10]
Epace group P -1 P -1
Hall group -P 1 -P 1
Moiety formula 2(C21 H2Z0 H2 O}, H2 0 C42 H4Z B4 03
Eum formula C4Z H42 H4 03 C4Z H4Z M4 03
Mr &LO.EOD ELD. a0
D, cm-2 1.277 1.277
z 2 2
Mu [mm-1) 0.081 a.oel
Fooo foz. 0 E3Z2.0
Fooo” &0z 27
h,k,lmax 131,15, 17 13,15, 17
Hr=Ef TEET TL29
Tmin, Tmax J.970,0.93E 0.99%, 0.559
Tmin” 7.97
Correction method=- GAUOSSTAN
Data completenssan= 0.895 Thetas (max]= 27.220
Rireflections)= 0.0475 ([ 450E) wR2 {reflections]= B.1267( 7529}
E = 1.001 Hpar=- 482

Tha followlng ALERTS waroc genoratod.
tast-oama ALERT alart-type alart-lawal.
Click oo tha hyparlinks for more detalls of the test.

Each ALERT has tho Format
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Figura 73. ORTEP de 7-Amino-4’-metil-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-
ciclohexano] (9f) (CCDC995079).

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017



Tabela 15. Dados cristalograficos do composto 4f

checkCIE/ PLATON report
Yo have not supplisd amy stnaciure factors. As a resolf the fall sef of tests cannot be Tun.

CRYSTALLOGRAPHIC REFEREE.
Na syntax. errars found [nterpretin fhis repard

Datablock: testel

THIS REPORT IS FOR GUIDANCE OMLY. IF USED AS PART OF 4 FEVIEW PROCEDURE
FOR PUBLICATICON, IT SHOULD NOT FEPLACE THE EXPERTISE OF AN EXPERIENCED

E = 0.88% Hpar= Hpar = 235

Bond precision: C-C = 0.0048 A Wavelength=0_ 71073
Cell: a=21_915({3] b=21.915(3} c=18_B73{2)
alpha=490 beta=50 gamma=120
Temperature: 283 K
Calculated Reported
Volums= TECD {3) 7849.9{18)
Epace group B -3 R-13
Hall group -R 3 -H3
Moimty formula OC2Z2 H2Z2 W2 O C2% H22 K2 O
Sum formula C22 H22 W2 O C22 H22 H2 O
Mr 330.42 330.42
D, g cm-3 1.258 1.254
z 1B 18
Mu (mm-1]) 0.078 a.o74
Fooa Jle8d.0 I1eE.0
Fama” 3l1e%.14
h,k,lmax 2B, 2B, 24 28,248,24
HreE 4013 3927
Tmin, Tmax 0.98€,0.982 0.8EL D.582
Tmin” 0.954
Correction method= GAUESIAN
Cata completen=sg= 0.97% Theta (max] = 27.470
Rireflectionsi= 0.051&([ ZO1L} wh2 reflectiona]= 0.1E40( 3IBZT)

Tha followlng ALERTS ware generatad. Bach ALERT has the [ormmat
tast-oams ALERT alart-typa alart-laval.
Click on tha hyparlinks for mora detalls of the tost.
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10.2 Difracdo de raios-X dos compostos 10-12
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Figura 74. ORTEP de 7-Amino-9-cloro-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-

ciclopentano] (10a) (CCDC 997278).
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Tabela 16. Dados cristalograficos do composto 10a
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checkCIE/PLATON report

Yoo biave mo¢ supplisd any stracture factors. As a result the fiall set of tests cannot be run.

THIS FERQET IS FOR GUIDANCE OMLY. IF USED AS PART OF A EEVIEW PROCEDURE
FOR. PUBLICATION, IT SHOULD NOT REPLACE THE EXPERTISE OF AN EXPERTEMCED
CEXSTAL LOGR APHIC REFFREE.

o synen ermors found. [Cuterprerms 55 reper]
Datablock: pllc

Moiety formila
Eum formila

Bond precision:

C-C = 0.0070 A

Cz0 H17 C1 W2 O, H2 0
Cx0 H1% C1 W2 02

Correction method= GRAUOEELAN

Wavelength=0_ 71073

C=11: a=T7.4814 (4] b=25 .4133 (14} c=9_1210(8])
alpha=50 beta=113_322({1] gamma =50
Temperature: 283 K
Calculated Reported
Volume= 155 . 12({17) 1655.12(17)
Epace group P 21lfc P2l)z
Hall group -B 2ybc -P2yhc

C20 H1% C1 Nz O2
Ci0 H18 C1 N OZ

Nr 354 B2 354 _82

Ox,g cm-3 1.424 1.424

z 4 i

Mu (mm-1]) 0247 0.247

Faoo Td4d .0 Tdd .0

Faoo* 744 BB

h,k, lmax §,33,11 9,33,11
Nre=f IETE IgEQ

Tmin, Tmax 0.951,0.9&65 0.%9ed,0.5E7
Tmin® 0.933

Data completensss= O.593 Theta (max] = 27.160

Rirsflecticons)= 0.0517( 2081} whR2 {reflectiona)= 0.1532( ISEQD)

E = 1.01E Hpar= Hpar = 217

Tha fTallowing ALERTE wara ganeratad. Each ALERT has the format
tast-oame ALERT alert-typs alart-Leawal.
Click om the hyparlinks for more detalls of the teskt.
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Figura 75. ORTEP de 7-Amino-9-bromo-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-
ciclohexano] (11b) (CCDC 995080).
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Tabela 17. Dados cristalograficos do composto 12b

141

checkCIE/PLATON report

Yo e mot supplisd aoy stmachre factors. As a resolf the full set of fests cammot be un.

THIS EEROET IS FOR GUIDANCE OMLY. IF USED AS PART OF A EEVIEW PROCEDUERE
FOR PUBLICATION, IT SHOULD NOT REPLACE THE EXPERTISE OF AN EXPERIEMNCED
CEYSTALLOGRAPHIC REFEREE.

o syntax; errors fomnd [[nternretinz tis repor]
Datablock: pa

Bond precisica: C-C = 0.0033 A& Wavelength-=0.71073
Ce=ll: a=8_TELOE (13} b=9_CB4D[1E] c=11_46&3 (18]
alpha=107.008{9) beta=10Z.384 (E] gamma=97 9897 (8}
Temperatures: 383 K
Calculated Reported
Volume= ATd _E([3] BT _6(2]
Epace group F -1 P-1
Hall group -B 1 -P1
Moiety formula C21 H19 Br N2 O, HZ O C21 H21 Br NZ 02
Eum formula C21 HZ1 Br N2 02 C21 H21 Br NI OZ
Hr 413 .30 413 .31
O, g cm-1 1.568 1.C569
z 2 2
Mu [mm-1] 2_369 2.369
FoDO 424.0 424.0
FODO* 423 _GH
h.k,lmax 11,12,14 11,12, 14
Href 3878 35920
Tmin, Tmax 0.422,0.457 0.505,0.7E]L
Tmin' 0.201

Correction method- GAUEEIAN

Data completen=so= 0,984 Theta (max]= 27.3610
Rireflections)= 0.0221( 3603} whld (reflections)= 0_0E48( 3520}
E = 1.088 Hpar= Hpar = 234

Tha following ALERTE wara ganerated. Each ALERT has the format
test-ocama ALERT alert-typa alart-laval.
Click oo the Iyparlinks for more detalls of the test.
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10.3 Difracdo de raios-X do composto 14c

Figura 76. ORTEP de  7-(1H-pirrol-1-il)-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-
cicloheptano] (14c) (CCDC 1487058).
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Tabela 18. Dados cristalograficos do composto 14c

checkCTE/ PLATON report
Yo e miot sapplisd amy stnacture factors. As a resalf the fill sef of tests cammat be run.

THIS REPORT IS FOR GUIDANCE ONLY. IF USED AS PART OF A EEVIEW PROCEDURE
FOR PUBLICATION, IT SHOULD NOT REPLACE THE EXPERTISE OF AN EXPERIENCED
CEYSTAILOGRAPHIC REFEREE.

Mo synea emors found. [uterretns S repor]

Datablock: mmqg0104 (m-auto

Bond precision: C-C = 0.0030 A Wavelength=1 C117E

Cell: a=15.EB841 (4] b=13.1101{3] c=20.4047 (5]
alpha=9{ beta=106 066 (1] gamma =590

Temperaturs: 286 K
Calculated Reported

Volums 4031 .75{17) 4031.75(17]

Epace group C 2/ C2je

Hall group -C Zyrc -C 2y

Moiety formula C26 H24 N2 O C2E H24 Wz O

Eum formula C2Ee H24 N2 O C2e H24 Nz O

Hr 3B0D .47 ian. 47

O, g cm-3 1.254 1.254

z a &

Mu (mm-1] J.59E& 0.L595

Fooo 1E1&.0 1&816.10

Foon* 1e20.35

h.k,lmax 18, 1€, 285 19,16, 25

Href 4023 I5E4

Tmin, Tmax 1.801,.0.85& 0.e45,0.754

Tmin® a.779

Correction method= £ Reported T Limits: Tmin=0.545 Trax=0.754
AbsCorr = GAUEEIAN

lata completen=sg- 0.98E Theta (max]= T72.E60
Rireflecticne)= 0_053Z2([ 323L] wh2 {reflections]= 0.1LELS[ ITE4)
E = 0.927 Hpar= 262

Tha following ALERTS ware generated. Each ALSRT has the format
tast-oama ALERT alart-typs alart-Llewal.
Click oo tha b rlinks for mora detalls of the tesk.
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Abstract

The structure of four spiro[chromeno[4,3-b]quinoline-6,1’-cycloalkan]-7-amine
(1-4) was determined by x-ray diffractometry. The quinoline rings were obtained
as almost planar structures, with an RMS deviation within a range of 0.0345-
0.0641 A, while the chromene rings are not planar. Moreover, the cycloalkane
rings are attached to the chromene in spiro form. Three of the four compounds
crystallize in solvate form — one with ethanol and the other two with water. The
crystal packing for compounds 1-4 is discussed in terms of intermolecular
interactions, and it is shown that the crystal packing of these heterocycles is
governed by: strong O-H...N and N-H...O hydrogen bonds; weak C-H...O and C-
H..N hydrogen bonds; and very weak C-H..Cl, C-H..Br, and C-H..m
interactions. Also, 11...1 and lone pair 1 interactions are present in the crystal
packing of the heterocycles. These interactions lead to the formation of endless
chains along a plane, as well as supramolecular dimers and the arrangement of
molecules in layers. Complementarily, UV-vis absorption spectra properties are

also discussed.

Keywords: X-ray, UV-vis analysis, tacrine, spirochromenes, crystal packing,

hydrogen bond, lone pair-1r.
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Introduction

In 1993, tacrine (1,2,3,4-tetrahydroacridin-9-amine) was the first inhibiting
drug of the enzymes acetylicholinesterase (AChE) and butyryicholinesterase
(BChE) to be approved in the USA by the Food and Drug Administration (FDA)
for the treatment of Alzheimer's disease (AD). However, this drug had severe
hepatotoxicity, due to the elevation of the serum levels of alanine

aminotransferase, which limited its clinical use [1,2].

Despite the side effects shown by tacrine, this drug is a potent and
clinically effective inhibitor of AChE [2]. Consequently, in recent years, various
tacrine hybrids have been synthesized in order to increase the efficiency and, in

particular, to reduce the side effects [2].

In recent times, various molecular modeling studies have been conducted
in order to understand the structure-activity relationship of different compounds,
starting from the crystal structure. These studies can help predict the effect of

inhibitors (e.g., new tacrine hybrids) on specific targets [3].

In 2015, we reported the synthesis of a series of new spiro[chromeno[4,3-
b]lquinoline-6,1’-cycloalkan]-7-amine, in which [cycloalkane = cyclopentane,
cyclohexane, cycloheptane, 2-methyl-, 3-methyl-, 4-methyl-, and 4-t-butyl-
cyclohexane] at yields of 30 — 65% [4]. Subsequently, these spirochromeno-
quinolines were subjected to AChE and cytotoxicity activity, and computational
molecular docking studies. Both results were correlated with the structural
features and showed the best results for the new tacrine hybrid that possessed

the spirocyclopentane moiety.

Given this context and considering our interest in the structural study of
heterocyclic molecules through X-ray diffraction [5-11], the objective of this work
was to: present the supramolecular structures of four examples of
spiro[chromeno[4,3-b]quinoline-6,1’-cycloalkan]-7-amine and  evaluate the
substituent effects of these heterocycles as well as the presence of solvents in

the crystal packing.
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Experimental

Synthesis

The spiro[chromeno[4,3-b]quinoline-6,1’-cycloalkan]-7-amine 1,2 were
synthesized in accordance with procedures that have already been reported [4].
The new compounds 3,4 were synthesized by a similar methodology adopted for

compounds 1,2 and described as following.

To a mixture of 2-amino-5-chlorobenzonitrile (1.0 mmol, 0.152 g) or 2-
amino-5-bromobenzonitrile (1.0 mmol, 0.197 g) and spiro[chroman-2,1’-
cyclohexan]-4-one (1.0 mmol, 0.216 g), Lewis acid (1.0 mmol), AICI3 (0.133 g),
or InClz (0.221 g) was added. The reaction mixture was heated at 110 °C under
magnetic stirring for 24 h. Then, a NaOH 2M solution (10 mL) was added and the
reaction mixture was held under magnetic stirring at the same temperature for 24
h. After cooling the system to room temperature, the compounds 3,4 were
extracted with CHCIz ( 3 x 5 mL) and the organic phase was dried with Na2S0Oa4,
filtered, and then the solvent was removed under reduced pressure. The product

was purified by recrystallization from ethyl alcohol (5 mL).

9-Chloro-spiro[chromeno([4,3-b]quinoline-6,1’-cyclohexan]-7-amine  (3):  Yellow
solid, yield 55 %, mp 214-215 °C. 'H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C) & (ppm):
8.43 (d, J =2 Hz, 1H), 8.18 (dd, J =9 Hz, J =2 Hz, 1H), 7.79 (d, J = 9 Hz, 1H),
7.59 (dd, J = 11 Hz, J = 2 Hz, 1H), 7.32-7.36 (m, 1H), 7.04-7.08 (m, 1H), 6.99
(d, J = 8 Hz, 1H), 6.45 (s, 2H, NH2), 2.37-2.44 (m, 2H, CH2), 1.57-1.67 (m, 8H,
CHz). 13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 25 °C) & (ppm): 153.3, 148.0, 145.5, 145.5,
130.9,130.5,129.3, 128.2,125.4,123.7, 121.4,121.3,120.0, 116.9,112.9, 79.8,
31.3,23.1, 21.0. Anal. Calcd. For C21H19CIN20: C, 71.89; H, 5.46; N, 7.98. Found:
C,71.73; H, 5.48; N, 7.84.

9-Bromo-spiro[chromeno[4,3-b]quinoline-6,1’-cyclohexan]-7-amine  (4):  Yellow
solid, yield 52 %, mp 204-205 °C. 1H NMR (400 MHz, DMSO-ds, 25 °C) 6 (ppm):
8.56 (d, J =1 Hz, 1H); 8.18 (dd, J =9 Hz, J =2 Hz, 1H); 7.71 (m, 2H); 7.34 (m,
1H); 7.06 (t, J = 8 Hz, 1H); 6.98 (d, J = 8 Hz, 1H); 6.48 (s, 2H, NH2); 2.40-1.58
(m, 10H, CH2). 13C NMR (100 MHz, DMSO-ds, 25 °C) & (ppm): d 153.9; 148.7;
146.3; 146.0; 132.5; 131.6; 131.3; 126.0; 125.2; 124.3; 121.9; 121.2; 117.5;
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117.2; 113.5; 80.5; 32.0; 23.8; 21.6. Anal. Calcd. For C21H19BrN20: C, 63.81; H,
4.84; N, 7.09. Found: C, 63.74; H, 4.76; N, 7.05.

X-ray

The crystals used for the data collection were obtained by recrystallization
of compounds from ethyl alcohol, followed by slow evaporation at room

temperature.

X-ray data were collected on a Bruker SMART CCD diffractometer [12],
using graphite-monochromatized Mo Ka radiation, with A = 0.71073 A. The
crystallographic structures of tacrine hybrids 1-4 were solved by direct methods
(SHELXS-97) [13]. Refinements were performed with the SHELXL97 [14]
package, using full-matrix least-squares on F2, with anisotropic displacement
parameters for all non-hydrogen atoms. Hydrogen atoms were included in the
refinement at calculated positions, with C-H distances of 0.93 A (aromatic CH),
0.97 A (methylene CH2), and 0.98 A (methine CH), using a riding model. The
isotropic thermal parameters of the hydrogen atoms were kept equal to: Uiso(H)
c 1.5 Ueq for Csp?3, and 1.2 for Csp2. Molecular graphs were prepared using
ORTEP3 for Windows [15]. The crystal data and details concerning data

collection and structure refinement are shown in Table 1.

UV-vis analysis

UV-Vis electronic absorption spectra in solution were performed on a UV-
2600 spectrophotometer at a concentration of 104 mollL at 250-500 nm

wavelength range.
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Results and discussion

Molecular Study

The benzene ring of the quinoline heterocycle was planar, with RMS
deviations, from the plane, of 0.0039, 0.0065, 0.0046, and 0.0157 A in
compounds 1, 2, 3, and 4, respectively. The six-membered pyridine ring was less
planar, with RMS deviations, from the plane, of 0.0364, 0.0433, 0.0320, and
0.0457 A in compounds 1, 2, 3, and 4, respectively. The C(8)-C(7A)-C(11A)-
N(12) torsion angles for compounds 1, 2, 3, and 4 were -179.0(2), 176.4(3), -
179.6(4), and -173.9(2)°, which indicates that the benzene and pyridine rings are
in the same plane. The planarity was confirmed by: the benzene ring deviations,
from the least-squares plane, of 4.18 (11), 3.50 (11), 2.71(15), and 5.49 (11) A
for the pyridine rings in compounds 1, 2, 3, and 4, respectively; and by the RMS
deviations, from the quinoline ring, of 0.0462, 0.0474, 0.0345, and 0.0641 A in
compounds 1, 2, 3, and 4, respectively (Figure 2). The atom that deviates the
most from the plane of the quinoline ring is the C(6A), by 0.1050(17), 0.1065(24),
0.0810(34), and -0.1147(17) in 1, 2, 3 and 4, respectively. The geometry of the
aromatic heterocyclic quinoline system is similar to that reported in the literature
[3]. The benzene ring of the chromene heterocycle is planar, with RMS
deviations, from the plane, of 0.0030, 0.0073, 0.0045, and 0.0036 A in

compounds 1, 2, 3, and 4, respectively.

The torsional angles observed for N(12)-C(12A)-C(12B)-C(1) were -
18.0(3), 14.8(4), -17.8(6), and -20.7(3)° in compounds 1, 2, 3, and 4, respectively,
which indicates that the benzene ring of the chromene heterocycle is not in the
same plane as the quinoline heterocycle. This means that there is no electron
resonance between the two ring systems, which is confirmed by the bond lengths
for C(12A)-C(12B) of 1.469(3), 1.470(4), 1.473(6), and 1.468(3) A in compounds
1, 2, 3, and 4, respectively — similar to those found for non-conjugated bonds

between aromatic sp? carbon atoms [16]. These bond lengths are greater than
the bond lengths between the carbons of the aromatic rings in compounds 1-4

(Table 2); however, they are smaller when compared with the lengths of the C(6)-

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017



150

C(6a) bond — which are 1.520(3), 1.529(4), 1.525(6), and 1.531(3) A in
compounds 1, 2, 3, and 4, respectively — and similar to those lengths for bonds
between an aromatic carbon and a sp2 carbon [16]. The bond angles found for
C(4A)-O(5)-C(6) were 118.03(16), 117.4(2), 117.3(3), and 117.42(16)° in
compounds 1, 2, 3, and 4, respectively, which indicates trigonal planar geometry
(despite the oxygen atom having sp2 hybridization) and, therefore, enables a
small conjugation of the oxygen’s non-binding electron pair with the benzene ring.
This can be confirmed by the decrease in the lengths of the O(5)-C(4A) bond of
1.364(2), 1.365(3), 1.355(6), and 1.363(3) A in compounds 1, 2, 3, and 4,
respectively — similar to what was found for conjugated bonds between aromatic
carbon and oxygen [16]. The bond angles observed for O(5)-C(6)-C(6A) were
110.55(16), 110.0(2), 110.4(4), and 110.91(16)° in compounds 1, 2, 3, and 4,
respectively, which clearly indicates tetrahedral geometry for the C(6) carbon
spiro atom. This makes the length of the C(6)-O(5) bond greater (without
conjugation) when compared with the C(4A)-O(5) bond. The bond lengths found
for C(6)-O(5) were 1.460(2), 1.455(3), 1.468(5), and 1.463(2) A in compounds 1,
2, 3, and 4, respectively — similar to those found for simple bonds with no

conjugation between carbon and oxygen atoms with sp2 hybridization [16].

The spiro fragment is formed by the union of the 2H-pyran ring and a
cycloalkane in the C(6) carbon atom — there is one cyclopentane ring in a twisted
conformation in compounds 1 and 3, and one cyclohexane in a chair

conformation in compounds 2 and 4 (Figure 2).

Supramolecular Study

The crystal packing of structures 1-4 was stabilized by intermolecular
hydrogen bonds (Table 3), -1 interactions, C-H---11 interactions, and lone
pair---11 interactions. Compounds 1, 3, and 4 had a strong O(2)-H(2A)...N(12)
hydrogen bond, with interatomic distances of 2.808(3), 2.905(4), and 2.8282(18)
A, respectively, for 0O(2)..N(12). This interaction was observed for the
compounds that had solvent present in the crystal structure, thus demonstrating
the great proton-donating power of the solvent and the great proton-accepting

power of the quinoline’s nitrogen atom. Another pattern observed in the crystal
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packing of these compounds was the strong N(71)-H(71B)...O0(2) hydrogen bond
— with interatomic distances, for N(71)..0(2), of 2.903(2), 3.095(4), and
2.9885(19) A for compounds 1, 3, and 4, respectively — together with a weak
C(8)-H(8)...0(2) hydrogen bond with interatomic distances, for C(8)...0(2), of
3.438(3), 3.459(5), and 3.377(2) A in compounds 1, 3, and 4, respectively. These
two interactions together show that compounds 1, 3, and 4 act as bidentated
proton donators in hydrogen bonds, as well as forming a seven-membered
pseudo-ring with the oxygen atom originating from the solvent present in the
crystal structure. It could also be seen that the oxygen atom of the solvent is a
strong proton acceptor, and that the NHz2 group bonded to the quinoline is a strong
proton donor in hydrogen bonding. Furthermore, it can be seen that both the
ethanol molecule present in the crystalline structure 1, and the water molecules
present in the crystal structures of 3 and 4, act as a bridge betweentwo molecules
of the heterocyclic compounds in the crystal packing of the structures. The strong
proton-donating power in the hydrogen bonds of the NH2 group bonded to
quinoline was also observed in compound 2. This compound displayed a strong
N(71)-H(71A)...N(12) hydrogen bond, with an interatomic distance of 3.576(2) A
for N(71)...N(12) forming endless chains along one plane. Additionally, the weak
C(1)-H(1)...N(71) hydrogen bond was observed with an interatomic distance of
3.597(2) A for C(1)..N(71) in compound 2. These two interactions together
demonstrate that compound 2 acts in a bidentated manner as a proton donator
and acceptor, forming a seven-membered pseudo-ring. Compound 3 also acts in
a bidentated manner, similar to compound 2 — both have the carbon atom C(1)
as a proton donator and the nitrogen atom N(12) as a proton acceptor. However,
in the structure of 3, the oxygen atom O(2) of the water acts as the acceptor of
the H(1) proton in the hydrogen bond. The C(1)-H(1)...0(2) interaction has an
interatomic distance of 3.383(5) A for C(1)...0(2).

The presence of solvent in the structure was a determining factor in the
crystal packing of compounds 1, 3, and 4. In the solvent of the structure of 1,

there was only one acidic hydrogen atom; whereas in the water molecule, solvent
was present in structures 3 and 4, and there were two hydrogen atoms capable
of making two hydrogen bonds. This was observed in 3 — the O(2)-H(2B)...N(71)
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interaction had an interatomic distance of 3.361(4) A for O(2)..N(71) — and in 4
— the O(2)-H(2B)...Br(91) interaction had an interatomic distance of 3.7493 (5)

A for O(2)..Br(91). Furthermore, another pattern observed in the crystal
structures of 3 and 4 was the interactions between the cycloalkanes and the

halogen atoms. In 3, the C(63)-H(63B)...CI(91) interaction was observed with an
interatomic distance of 3.605(6) A for C(63)..CI(91); and in 4, the C(64)-
H(64A)...Br(91) interaction was observed with an interatomic distance of 3.687(2)
A for C(64)...Br(91). These interactions are considered to be the weakest, due to
the proton donor (carbon) and the proton acceptor (halogen) being
electronegatively weak. The strongest hydrogen bonds are those that have both
the proton donors and the proton acceptors of the highly electronegative atoms
(oxygen and nitrogen) already described. The criteria and the strength of the
hydrogen bonds were accepted in accordance with what has been described in
the literature [17-19].

Besides the hydrogen bonds, compounds 1-4 show interactions that
involve the T electrons of the aromatic rings. Compound 1 has the .1
interaction between the benzene ring of the chromene heterocycle, and the
quinoline. This interaction led to the formation of a supramolecular dimer — the
shortest distance was 3.852 A between the centroid of this benzene ring and the
C7A atom, which is characteristic of a parallel displaced Tr...1T interaction [20-23].
Furthermore, compound 1 had a C-H...r interaction with a distance of 2.789 A
between the centroid of the quinoline system’s pyridine ring and the hydrogen
atom H(62); however, the smallest distance for this interaction is 2.666 A,

between the C(7) carbon and H(62) hydrogen atoms.

Compound 2 has a C-H...mr interaction involving the benzene ring of the
chromene heterocycle, forming a trimer with a distance of 3.093 A between the
centroid of this ring and the H(3) hydrogen atom; however, the smallest
interatomic distance for this interaction is 2.760 A, between the H(3) hydrogen
and C(3) carbon atoms. Additionally, compound 2 acts in a bidentated manner in
C-H...mr interactions, with the C(8) and N(71) atoms being the proton donors. The
distances found were 2.592 A between H(71B) and C(11), and 2.841 A between

H(8) and the centroid of the quinoline’s benzene ring. The other C-H..r

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017



153

interaction present in this compound is between the centroid of the quinoline’s

pyridine ring and the H(63) hydrogen atom, with a distance of 2.575 A.

Compound 3 had two pairs of 1r...11 interactions involving the quinoline
heterocycle arranged in layers forming a supramolecular dimer. The smallest
distances found for these interactions were: 3.599 A between the C(12A) carbon
atom and the centroid of the quinoline’s benzene ring, and 3.634 A between the

C(11A) carbon atom and the centroid of the quinoline’s pyridine ring.

Compound 4 displayed the 11...11 interaction involving the benzene rings of
the quinoline heterocycle — the smallest distance found was 3.438 A between
the centroid of this ring and the C(8) carbon atom. Additionally, in this same pair
of molecules, the lone pair...Tr interaction was observed between the bromine
atom and the centroid of the quinoline heterocycle’s pyridine ring, with a distance
of 3.511 A. These interactions led to the formation of a supramolecular dimer with
the molecules arranged in layers. Another interaction observed for this compound
was the C-H...mr type, which also formed a dimer — the smallest distance found
was 2.666 A between the H(61B) hydrogen atom of the cyclohexane and the

C(11) carbon atom of the quinoline heterocycle’s benzene ring.

For all of the interactions, it was found that the distances were smaller than
the sum of the Van der Waals radii of the atoms involved [24]. For the C-H...1r
interactions, it was could be seen that the smallest distances were between the
hydrogen atom and one of the atoms of either the benzene ring or heterocyclic
ring, but not its centroid. This is due to the fact that the highest electron density
is located at the periphery of the ring and not in the center, because these six-
membered rings are considered to be t-deficient. It is for this reason that the
11...77 interactions were all classified as parallel displaced, due to the electrostatic
attraction: from the periphery of the ring with high electron density, and from the
centroid of the ring with low electron density [20-22]. Only one lone pair...Tr
interaction was observed — it is characterized by the interaction of one neutral
atom rich in electrons (bromine) and one T ring lacking in electrons. The six-
membered aromatic or heteroaromatic 1T rings are the ones most often found in

this type of interaction [25].
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UV-vis behavior of compounds 1-4

The comparative absorption spectra of the compounds 1-4, using ethyl
acetate as solvent, are shown in Figure 11 and the absorption properties are
listed in Table 4. The spiro[chromeno[4,3-b]quinoline-6,1’-cycloalkan]-7-amine
derivatives showed absorption maxima located around 250-350 nm range, at the
UV region. The values for the molar absorptivity coefficient (¢) for these
compounds indicated that spin and symmetry allowed electronic transitions,
which could be related to n—n* and n—=* transitions (Figure 11). We did not
observed significant changes on the absorption maxima location associated with
the different stereochemistry in the spiro[chromeno[4,3-b]quinoline-6,1’-

cycloalkan]-7-amines.

Conclusion

In conclusion, in two hydrogen bond patterns, the amino group and the
guinoline nitrogen atom were observed as a proton donor and proton acceptor,
respectively, for all of the structures. Another pattern observed involved the
presence of interactions with 1 electrons, due to the high number of aromatic
rings. In addition, it was observed the effect of substituent on the crystal packing
with the variation of cycloalkanes attached to the chromene and halogen atoms
as a substituent on the quinoline. The solvents present in the unit cell acted as a
bridge between two heterocyclic molecules, via hydrogen bonding. All such
variances led to differences in crystal packing; for example, the formation of
supramolecular dimers and endless chains along a plane. UV-vis absorption data
showed that the molar absorptivity coefficient (¢) for these new tacrine hybrids

indicated a spin and symmetry suggesting n—n* and n—n* electronic transitions.

Supplementary Material
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CCDC numbers 994958, 995079, 997278, and 995080 contain the
supplementary crystallographic data for this paper. These data can be obtained,
free of charge, at www.ccdc.cam.ac.uk/conts/retrieving.html, or from the
Cambridge Crystallographic Data Centre (CCDC) at 12 Union Road, Cambridge
CB2 1EZ, UK. Fax: +44(0) 1223 336 033 and e-mail: deposit@ccdc.cam.ac.uk.
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Table 1
Compound 1 2 3 4
CCDC N° 994958 995079 997278 995080
Formula C22H24N202 C22H22N20 C20H19CIN202 C21H21BrN202
Mr 348.43 330.42 354.82 413.31
Temperature (K) 293(2) 296(2) 293(2) 293(2)
Wavelength (A) 0.71073 0.71073 0.71073 0.71073
Crystal system Monoclinic Trigonal Monoclinic Triclinic
Space Group P21/n R-3 P21/c P-1
Unit cell
parameters
a () 11.1829(6) 21.915(3) 7.4814(4) 8.7506(13)
b (A) 15.3308(8) 21.915(3) 26.4133(14) 9.5840(16)
c (A) 11.8646(6) 18.873(2) 9.1210(6) 11.4663(19)
a (%) 90 90 90 107.009(9)
B (°) 113.295(3) 90 113.322(3) 102.884(8)
7 () 90 120 90 97.997(8)
V (R3) 1868.28(17) 7849.9(16) 1655.12(17) 874.6(2)
VA 4 18 4 2
Density 1.239 1.258 1.424 1.569
(calculated)
(g.cm3)
Absorption 0.080 0.078 0.247 2.369
coefficient (mm-1)
F (000) 744 3168 744 424

Crystal size (mm)

0.601 x 0.481 x
0.229

0.60 x 0.15x 0.10

0.279 x 0.171 x
0.143

0.661 x 0.317 x
0.295

0 range for data 2.12-30.02 1.52-27.47 1.54-27.16 1.93-27.36

collection (°)

h,k,l range -15<=h<=15, - | -28<=h<=28, - | -7<=h<=9, - | -11<=h<=11, -
21<=k<=19, - | 28<=k<=28, - | 33<=k<=27, - | 12<=k<=12, -
15<=I<=16 17<=Il<=24 1l1<=Ilk=11 14<=I<=14

Tmax and Tmin 0.9990 and | 0.9923 and | 0.9872 and | 0.7514 and
0.9522 0.9549 0.9603 0.5054

Reflections 28579 34748 24026 24068

collected

Independent 5323 [R(int) =] 3927 [R(int) ={3669 [R(int) = 3920 [R(int) =

reflections 0.0407] 0.0771] 0.0702] 0.0281]

Data/ restraints/ 5323 /0/ 235 3927 12/ 225 3669 / 4/ 217 3920/ 2/ 234

parameters

Absorption Gaussian Gaussian Gaussian Gaussian

correction

Refinement Full-matrix least- | Full-matrix least- | Full-matrix least- | Full-matrix least-

method squares on F2 squares on F2 squares on F2 squares on F2

Final R indices
[1>25(1)]

R1 = 0.0639, wR2
= 0.1628

R1 = 0.0515, wR2
= 0.1075

R1 = 0.0517, wR2
= 0.1268

R1 = 0.0221, wR2
= 0.0538

R indices (all
data)

R1 = 0.1585, wR2
=0.2103

R1 = 0.1264, wR2
= 0.1363

R1 = 0.1097, wR2
= 0.1533

R1 = 0.0254, wR2
= 0.0548

Goodness of fit
on F?

1.010

0.978

1.021

1.089

Largest diff. peak
and hole (e A-3)

0.331 and -0.356

0.153 and -0.171

0.261 and -0.398

0.371 and -0.325
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Table 2
3 4
C(1)-C(2) 1.378(3) 1.371(5) 1.379(7) 1.384(3)
C(2)-C(3) 1.368(3) 1.376(4) 1.378(7) 1.391(3)
C(3)-C(4) 1.377(4) 1.374(4) 1.372(8) 1.387(3)
C(4)-C(4a) 1.388(3) 1.374(4) 1.383(6) 1.386(3)
C(4a)-0(5) 1.364(2) 1.365(3) 1.355(6) 1.363(3)
0()-C(6) 1.460(2) 1.455(3) 1.468(5) 1.463(2)
C(6)-C(6a) 1.520(3) 1.529(4) 1.525(6) 1.531(3)
C(6a)-C(7) 1.392(3) 1.388(4) 1.387(6) 1.394(3)
C(7)-C(7a) 1.437(3) 1.438(4) 1.440(6) 1.443(3)
C(7a)-C(8) 1.415(3) 1.406(4) 1.411(6) 1.412(3)
C(8)-C(9) 1.362(3) 1.361(4) 1.361(6) 1.365(3)
C(9)-C(10) 1.393(4) 1.402(5) 1.394(7) 1.365(3)
C(10)-C(11) 1.351(3) 1.349(5) 1.356(7) 1.365(3)
C(11)-C(11a) 1.414(3) 1.413(4) 1.410(6) 1.418(3)
C(11a)-N(12) 1.366(3) 1.361(4) 1.360(6) 1.361(3)
N(12)-C(12a) 1.330(2) 1.325(3) 1.324(6) 1.328(3)
C(12a)-C(12b) 1.469(3) 1.470(4) 1.473(6) 1.468(3)
C(12b)-C(1) 1.390(3) 1.393(4) 1.395(7) 1.395(3)
C(4a)-C(12b) 1.386(3) 1.383(4) 1.383(6) 1.388(3)
C(6a)-C(12a) 1.409(3) 1.426(4) 1.413(6) 1.420(3)
C(7a)-C(11a) 1.408(3) 1.412(4) 1.409(7) 1.416(3)
C(7)-N(72) 1.357(3) 1.383(3) 1.370(6) 1.363(3)
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Table 3
Compound D-H---A D-H H---A D---A D-H---A Symmetry
codes
1 0(2)- 0.82 2.07 2.808(3) 150.6
H(2A)...N(12)
N(71)- 0.86 2.09 2.903(2) 157.0 -X+5/2,y+1/2,-
H(71B)...0(2) z+3/2
C(8)-H(8)...0(2) 0.93 2.53 3.438(3) 166.7 -X+5/2,y+1/2,-
z+3/2
2 N(71)- 0.99 2.718(2) 3.576(2) 145.26(5) X+y+2/3,-
H(71A)...N(12) x+1/3,z+1/3
C(1)-
H(1)...N(71)
3 0(2)- 0.97 | 1.940(4) 2.905(4) | 174.41(11)
H(2A)...N(12)
C(1)-H(1)...0(2) 0.93 2.70 3.383(5) 130.6
N(71)- 0.86 2.29 3.095(4) 157.0 X+1y,z+1
H(71B)...0(2)
C(8)-H(8)...0(2) 0.93 2.59 3.459(5) 155.6 x+1y,z+1
0(2)- 1.12 | 2.252(4) 3.361(4) | 169.60(10) X,-y,-z+1
H(2B)...N(71)
C(63)- 0.97 2.94 3.605(6) 126.9 X+1,-y,-z+2
H(63B)...CI(91)
4 0(2)- 0.88 | 1.9496(18) | 2.8282(18) | 172.10(5)
H(2A)...N(12)
N(71)- 0.86 2.17 2.9885(19) 159.4 x+1,y,z
H(71B)...0(2)
C(8)-H(8)...0(2) 0.93 2.47 3.377(2) 165.4 x+1y,z
C(64)- 0.97 2.83 3.687(2) 147.8 X,y+1,z+1
H(64A)...Br(91)
0(2)- 0.91 3.03 3.7493(5) | 137.609(7) X+1,-y,-Z

H(2B)...Br(91)
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Table 4.
Compound nm (g, Mlcm-1)
1 264 (5.449), 273 (6.411), 307 (2.002), 325 (2.028)
2 264 (4.845), 272 (5.468), 308 (1.716), 326 (1.809)
3 267 (3.891), 276 (4.932), 313 (1.519), 329 (L.409)
4 268 (5.331), 277 (6.704), 313 (2.196), 332 (2.091)

Table 1. General and Crystal Data and Summary of Intensity Data collection and

Structure Refinement for Compounds 1-4.

Table 2. Selected experimental bond lengths [A] for structures 1-4.

Table 3. Hydrogen Bonding Geometry in Structures 1-4 [A].

Table 4. Absoption data of spiro[chromeno[4,3-b]quinoline-6,1’-cycloalkan]-7-

amine 1-4.

Figure 1.  Structures of  7-amine-spiro[chromeno[4,3-b]quinoline-6,1’-

cycloalkanes] 1-4.

Figure 2. View of the asymmetric unit of the compounds 1-4, showing the atom
labeling scheme. Displacement ellipsoids are drawn at the 50% probability level.

H atoms are represented by circles of arbitrary radii.

Figure 3. Projection of hydrogen bonds in the crystal packing of the structure 1.
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Figure 4. Projection of hydrogen bonds in the crystal packing of the structure 2.

Figure 5. Projection of hydrogen bonds in the crystal packing of the structure 3.

Figure 6. Projection of hydrogen bonds in the crystal packing of the structure 4.

Figure 7. Projections of ... T and C-H...1T interactions of the structure 1.

Figure 8. Projections of ... T and C-H...1 interactions of the structure 2.

Figure 9. Projections of 1r... 1 interactions of the structure 3.

Figure 10. Projections of 1... 1, lone pair m and C-H...1r interactions of the

structure 4.

Figure 11. Comparative electronic UV-vis absorption spectra of
spiro[chromeno[4,3-b]quinoline-6,1’-cycloalkan]-7-amine  containing  different

structures in ethyl acetate solutions.
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Figure 1
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 4
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Figure 5
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Figure 6
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Figure 7
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Figure 8
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Figure 9
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Figure 10

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017



174

Figure 11.

1.0 T T T T T T T |

0.8 -

0.6

Abs.

CHg

0.4-

0.2

0.0 T T J T I U | !
250 300 350 400 450 500
Wavelength / nm

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva — UFSM — 2017



175

ANEXOV

Estudo de docking molecular
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11. ESTUDO DE DOCKING MOLECULAR

Docking molecular é um estudo computacional que prevé a orientagdo
preferencial de uma molécula relacionada a outra. O conhecimento da orientacdo
preferida por sua vez pode ser utilizado para prever a forca de associacdo ou a afinidade
de ligacdo entre duas moléculas. Assim, esse estudo pode ser utilizado como
complemento dos resultados de ensaios biologicos in vitro e in vivo.

O estudo de docking molecular foi realizado no Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular — UFSM com a colaboracdo do Prof. Dr. Jodo B. T. da Rocha e do

seu aluno de doutorado Pablo Andrei Nogara.

11.1 Ensaio in silico dos compostos 9a-g

De acordo com os resultados do docking, é possivel verificar na Figura 1, que o
composto 9a interage com a AChE nas mesmas regides que a tacrina. A tacrina interage
com a enzima através de interagdes m-m com a Phe330 e Trp84 (subsitio anibnico
periférico e subsitio anibnico, respectivamente) e através de duas ligagdes hidrogénio com
duas moléculas de agua (Figura 2).

O Composto 9a apresentou um comportamento muito semelhante ao da tacrina na
interacdo com a enzima. Esse andlogo da tacrina formou interagcbes n-m com a Phe330,
Tyrl21, Trp84 (subsitio anidnico periférico e subsitio anidnico, respectivamente) e

ligacOes hidrogénio com o grupo carbonila do His440 (Figura 3).
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Figura 1. Resultado do docking para o composto 9a (em amarelo) que interage nas
mesmas regides da enzima AChE que a tacrina (em azul). A triade catalitica (Ser200,
Glu327 e His440) estdo mostradas em rosa.

Figura 2. Interagdes da tacrina na estrutura de raio-X da AChE. “a” e ‘“b” sdo as ligagdes
hidrogénio (3,16 A e 3,12 A, respectivamente) e “c-h” sdo interagdes -7 (¢ = 4,13 A; d
=358A;e=539A;f=408A;:g=4,33A; h=377A).
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(Y4

Figura 3. Resultados do docking para as intera¢cbes do composto 9a na AChE. “a” é a
ligacdo hidrogénio (2,19 A) e “b-j” sdo as interagdes n-1t (b= 5,70 A; c = 4,80 A; d = 4,57
A e=373A;f=543A;90=629A:h=6,39A;i=378Aej=3.89A).

Os valores de AG obtidos através do docking (Tabela 1) demonstram que a
molécula 9a apresenta maior afinidlade com a AChE quando comparada com o0s
compostos 9b e 9c, pois apresenta o menor valor de AG, ou seja, o processo ¢ mais

favoravel.

Tabela 1. Valores de energia livre de ligagao (AG) para as moléculas 9a, 9b e 9c obtidas
através do programa Vina 1.1.1.

Composto AG (kcal.molt)
%9a -11.1
9b -10,5
9c -9.8

Os maiores valores de AG das moléculas 9b e 9¢ podem ser explicados pelo efeito
estérico do anel espiro. Quanto maior o nimero de carbonos no anel espiro maior sera o
efeito estérico com os residuos de Tyrl30 e Glyl18 (Tabela 2, Figura 4), subsitio

aniénico e oxyanion hole, respectivamente.

Tese de Doutorado — Leticia Barros da Silva - 2017



179

Tabela 2. Comparacdo da distancia (em A) entre os carbonos inferiores do anel espiro e
os hidrogénios polares dos residuos Tyrl30 e Gly118. *A partir do centroide de anel.

Residuos Composto

%9a 9b 9c
Tyr130 4,29 3,89 3,30
Gly118 3,32 2,91 2,67
Tyrl130* 5,44 5,10 4,80
Gly118* 4,04 4,04 3,99

fr‘

Gly118

Tyr130

Figura 4. Sobreposicdo dos compostos 9a, 9b e 9c. As esferas verdes sdo 0s centroides
de cada anel espiro e as linhas verdes suas respectivamente distancias. Os valores das
distancias podem ser vistos na Tabela 2.
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11.2 Ensaio in silico dos compostos 9a e 7-amino-6H-cromano[4,3-b]quinolina

Valenti e col. sintetizaram uma série de analogos da tacrina e avaliaram o
potencial de inibicdo da AChE e BChE. Dentre os compostos avaliados, a 7-amino-6H-
cromanol[4,3-b]quinolina foi a que apresentou maior valor de ICso para AChE (245 + 7,4
uM). O potencial de inibicdo da AChE, em geral, diminui com o tamanho da molécula
provavelmente devido ao maior efeito estérico entre composto e enzima. Assim, foi
realizado um estudo de docking molecular comparando os tipos de interacGes dos
compostos 9a e 7-amino-6H-cromano[4,3-b]Jquinolina com a AChE, visto que o
composto 9a apesar de apresentar maior volume molecular que a 7-amino-6H-
cromano[4,3-b]quinolina ¢ mais ativo na inibicdo da AChE que esse composto (Figura
1).

NH,

LT
—
e

7-amino-6H-cromano[4,3-b]quinolina

Figura 1. Estrutura quimica dos compostos 7-amino-6H-cromano[4,3-b]quinolina e 9a.

Os resultados do docking sugerem que o0s compostos 9a e 7-amino-6H-
cromano[4,3-b]Jquinolina apesar de interagirem na mesma regido da enzima, suas
conformacBes sdo distintas (Figura 2), sendo assim, apresentam diferentes afinidades
para com a AChE. A sobreposicdo das moléculas, na Figura 2A mostra melhor essa
diferenca de orientacdo. De acordo com as Figuras 2B e 2C, podemos perceber ambos
possuem interagdo do tipo m-m com os residuos de aminoacidos Trp84 e Phe330, mas a
presenca da porcdo espirocarbociclica, faz com que o composto 9a adote uma
conformacdo distinta no sitio ativo da AChE, possibilitando, que o mesmo possa fazer
uma interacdo do tipo m-m, com a Tyrl21 e uma ligagdo de hidrogénio com a His440; o
que ndo se observa para o composto 7-amino-6H-cromano[4,3-b]quinolina, pois este, ndo

possui a porgdo espirocarbociclica.
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Além disso, os valores de termodindmicos logrados do docking sugerem que 9a possuli
uma maior afinidade pela AChE do que a 7-amino-6H-cromano[4,3-b]quinolina, pois

seus respectivos valores de AGuinding $80: -11,0 kcal/mol e -9,6 kcal/mol.

Figura 2. (A) Sobreposicdo dos compostos 9a e 7-amino-6H-cromano[4,3-b]quinolina.
(B) Interacbes do composto 9a e 7-amino-6H-cromano[4,3-b]quinolina (C) com a enzima
ACHhE, de acordo com o docking. Interagdes do tipo -1 s3o mostradas em linhas laranjas
e ligacbes de hidrogénio em linhas pontilhadas verdes.
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ANEXO VI

Atividade antitumoral in vitro
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12.  AVALIACAO DO POTENCIAL CITOTOXICO DE 7-AMINO-
ESPIRO[CROMENO[4,3-b]QUINOLINA-6,1’-CICLOALCANOS] CONTRA O
GLIOBLASTOMA

Glioblastoma é o tumor mais comum e agressivo do CNS. E muito resistente as
quimioterapias e apresenta baixas taxas de sobrevivéncia. A temozolomida é a droga
utilizada para tratamento do glioblastoma, porém ndo é suficientemente eficaz (Figura
1). Assim, novos compostos tem sido sintetizados para o tratamento desse tipo de cancer
com o objetivo de aumentar a eficiéncia do tratamento.

Assim sendo, 6 novas moléculas de 7-amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-
6,1’-cicloalcanos] foram avaliadas para linhas de células resistentes ao glioblastoma
(SF295-R) e ndo resistente (SF295). Essas moléculas foram avaliadas quanto a
viabilidade celular, via de morte celular, atividade de caspases, geragdo de ROS e quanto

ao potencial de perturbacdo da membrana mitocondrial (MMP).

Conforme os resultados obtidos, as 7-amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-
6,1’-cicloalcanos] induziram a citotoxicidade em células de SF295 e SF295-R com CCso
de aproximadamente 25 e 40 uM, respectivamente. Esses valores de CCso foram
inferiores ao do farmaco temozolomida, principalmente para a linha de células resistentes,
indicando que esses compostos apresentam maior atividade e seletividade que a

temozolomida para esse tipo de célula.

Ainda, os compostos 9a e 9b diminuiram o MMP e o composto 9a aumentou a
atividade da caspase-9, indicando uma ruptura mitocondrial e a acdo da apoptose-
intrinseca. Entretanto os compostos 9e e 9f aumentaram o MMP e o composto 9c
aumentou a atividade da caspase-8, indicando a acdo por apoptose extrinseca. O composto

9g ndo alterou a atividade de caspases, porém induziu a geracdo de ROS.

Contudo, esses resultados indicam que as 7-amino-espiro[cromeno[4,3-
b]quinolina-6,1°-cicloalcanos] apresentam atividade antitumoral promissora, sendo mais

ativas e seletivas que o farmaco temozolomida.

Figura 1. Estrutura quimica da temozolomida.
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ANEXO VII

Atividade antimicrobiana in vitro
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13. ATIVIDADE ANTIMICROBIANA IN VITRO

As atividades antimicrobianas in vitro foram realizadas no Departamento de
Microbiologia e Parasitologia — UFSM com a colaboracdo do Prof. Dr. Sydney Hartz
Alves.

13.1 Testes de suscetibilidade para bactérias

A suscetibilidade das bactérias frente aos compostos foi determinada pelo método
de microdiluicdo em caldo Muller-Hinton, de acordo com o protocolo M31-A3 (2009),

aprovado pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI).

Referéncia:
CLSI, 2009. Performance standards for antimicrobial disk and dilution susceptibility tests
for bacteria isolated from animals; approved standard-third edition. CLSI document M31-

A3 Clinical and Laboratory Standard Institute, Wayne, PA.

Bactérias testadas:
- Staphylococcus aureus ATCC 29213 (Gram-positivo)
- Escherichia coli ATCC 25922 (Gram-negativo)

- Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (Gram-negativo)

Preparacdo dos compostos para a avaliacdo da atividade antimicrobiana

Uma aliqguota do composto foi dissolvida em 1 mL de uma mistura de
DMSO:MEIO (1:7), para a obtencdo da solucdo estoque a 6,4 mg/mL (Solucdo I). A
seguir, a Solucdo | foi diluida 1:4 em caldo Muller-Hinton, resultando na concentracao
de 1600 pg/mL (Solucdo II).

Técnica de Microdiluicdo em Caldo Muller-Hinton:

1- Para determinar as CIMs (concentracfes inibitdrias minimas) foram utilizadas
microplacas de poliestireno contendo 96 pocos com fundo chato. Primeiramente
foram depositados 200 pL (Solucéo 11) de cada composto no primeiro poco teste,

e posteriormente, foram realizadas sucessivas diluicdes 1.2 em caldo Muller-
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Hinton, previamente depositado, até o poco 10 das microplacas. As concentracdes
testadas foram: 1600; 800; 400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25 e 3,125 pg/ml).

2- Apos foram adicionados 10 pL do in6culo*, previamente ajustado e diluido em
caldo Muller-Hinton, em cada poco teste (1 ao 10) e também ao controle de
crescimento.

3- As placas foram incubadas por 24 horas a 35°C.

4- A leitura foi realizada com base na inibicdo visual do crescimento da bactéria,
comparado com o seu controle de crescimento. Todos os testes foram realizados

em triplicatas, contendo seus respectivos controles de crescimento e esterelidade.

*Preparacdo do indculo:

As bactérias foram cultivadas em tubos contendo Agar BHI (Brain Heart Infusion
Agar) a 35°C por 24 horas. Primeiramente, foi realizada uma suspensdo direta de
colbnias de mesma morfologia em salina (0,85%). As densidades dessas suspensdes
bacterianas foram ajustadas para uma densidade Optica variavel entre 0,08 a 0,10 (88
a 92% de transmitincia) em 625 nm atraves de um espectrofotdmetro,
correspondendo a escala McFarland 0,5. Estas suspensdes, assim padronizadas, foram
diluidas a 1:50 em Caldo Muller-Hinton, e posteriormente, a 1:20 no mesmo caldo. A
concentracdo final dos ind6culos apresentava aproximadamente 5 x 10° UFC/mL

(unidades formadoras de colbnias por mL) em cada pogo teste.

Resultados:

Atividade antimicrobiana in vitro do 14b frente a bactérias (CIM, pg/ml):

Composto/Padréo Gram-positiva Gram-negativa

S. aureus E. coli P. aeruginosa
14b >1600 >1600 >1600
Imipenem 0,03 0,125 2

O composto 14b ndo apresentou atividade antibacteriana nas concentracdes

testadas.
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13.2 Testes de suscetibilidade para fungos

A suscetibilidade dos fungos frente aos compostos foi determinada pelo método
de microdiluicdo em caldo RPMI 1640, de acordo com os protocolos M27-A3 (para
leveduras e alga) e M38-A2 (para fungos filamentosos), aprovado pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI).

Referéncias:

CLSI, 2008. Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing of
yeasts; approved standard-third edition. CLSI document M27-A3. Clinical and
Laboratory Standards Institute, Wayne, PA.

CLSI. 2008. Reference method for broth dilution antifungal susceptibility testing of
filamentous fungi; approved standard-second edition. CLSI document M38-A2. Clinical

and Laboratory Standards Institute, Wayne, PA

Fungos leveduriformes testados:

- Candida albicans ATCC 24433
- Candida dubliniensis ATCC 646

Fungos filamentosos testados:
- Aspergillus fumigatus ATCC 204305

- Aspergillus flavus

Alga testada:
Prototheca zopfii

Preparacdo dos compostos para a avaliacdo da atividade antimicrobiana

Uma aliqguota do composto foi dissolvida em 1 mL de uma mistura de
DMSO:MEIO (1:7), para a obtencdo da solucdo estoque a 6,4 mg/mL (Solucdo I). A
seguir, a Solucdo | foi diluida 1:4 em caldo RPMI 1640, resultando na concentracdo de
1600 pg/mL (Solucéo II).
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Técnica de Microdiluicdo em Caldo RPM 1 1640:

1- Para determinar as CIMs (concentracdes inibitorias minimas) foram utilizadas

microplacas de poliestireno contendo 96 pogos com fundo chato. Primeiramente
foram depositados 200 pL (Solucdo I1) de cada composto no primeiro poco teste,
e posteriormente, foram realizadas sucessivas diluicdes 1:2 em caldo RPMI 1640,
previamente depositado, até o poco 10 das microplacas. As concentracOes testadas
foram: 800; 400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,125 e 1,56 pg/ml).

2- Apos foram adicionados 100 Pl do inoculo*, previamente ajustado e diluido em
caldo RPMI 1640, em cada pogo teste (1 ao 10) e também ao controle de
crescimento.

3- As placas foram incubadas a 35°C por 48 horas.

4- A leitura foi realizada com base na inibicdo visual do crescimento do fungo ou
alga, comparado com o seu controle de crescimento. Todos os testes foram
realizados em ftriplicatas, contendo seus respectivos controles de crescimento e

esterilidade.

*Preparacdo do indculo:

LEVEDURAS (ou alga):

As leveduras (ou alga) foram cultivadas em tubos contendo Agar Sabouraud
Dextrose a 35°C por 24 horas. Primeiramente, foi realizada uma suspensdo direta de
colonias de mesma morfologia em salina (0,85%). As densidades dessas suspensdes
foram ajustadas para uma densidade Optica variavel entre 0,08 a 0,10 (88 a 92% de
transmitancia) em 530nm. Os indculos, assim padronizados, foram diluidos 1:50 em
salina estéril e, posteriormente, 1:20 em caldo RPMI 1640. Isto resultou em uma
concentracdo final de aproximadamente 1 x 10% a 5 x 10° UFC/mL (unidades

formadoras de colénias por mL) em cada pogo teste.
FUNGOS FILAMENTOSOS

Aspergillus fumigatus e Aspergillus flavus foram cultivados em tubos contendo
Agar Batata Dextrose a 35°C por 7 dias. Para a preparacdo dos indculos, as colnias
de sete dias foram cobertas com aproximadamente 1 mL de solucdo salina estéril a
0,85%. Foram adicionadas as coldnias uma gota (aproximadamente 0,01 mL) de
Tween 20 para facilitar a remocdo dos conidios. As suspensbes foram obtidas através

de movimentos delicados com auxilio de uma pipeta de Pasteur esteril. A mistura de
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conidios e fragmentos de hifas foi transferida para um novo tubo estéril e mantida em
repouso por cinco minutos. O sobrenadante foi removido por aspiracéo e transferido
para um novo tubo também estéril. As densidades das suspensdes de conidios foram
ajustadas para uma densidade Optica variavel entre 0,09 a 0.13 (80 a 82% de
transmitancia) em 530 nm. Os indculos, assim padronizados, foram diluidos 1:50 em
caldo RPMI 1640 para se obter uma concentragdo final de aproximadamente 0,4 x 10*

a5 x 10* UFC/mL (unidades formadoras de colénias por mL).

Resultados:

Atividade antimicrobiana in vitro do 14b frente a fungos e alga (CIM, pg/ml):

Composto/Padrao Fungos leveduriformes Fungos filamentosos Alga
C. C. A. P.

| . . A. flavus )

albicans  dubliniensis fumigatus zopfii

14b >800 >800 >800 >800 >800
Anfotericina B - - 1,0 0,5 0,5
Fluconazol 4,0 1,0 - - -

O composto 14b ndo apresentou atividade antifingica contra leveduras nas

concentragdes testadas.
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ANEXO VIII

Atividade antitumoral dos compostos 14-16



191

14. CITOTOXICIDADE DE 7-(1H-PIRROL-1-IL)ESPIRO[CROMENO [4,3-b]
QUINOLINA-6,1’-CICLOALCANOS]

NUNES, Fernanda®; WINTER, Evelyn'; CRECZYNSKI-PASA, Tania Beatrizt
!Programa de P6s-Graduagdo em Farmécia, Departamento de Ciéncias Farmacéuticas,
Universidade Federal de Santa Catarina, 88040-900, Florianopolis, SC, Brasil

1 — Introducédo

Entre os tumores que acometem o Sistema Nervoso Central (SNC), os gliomas
sdo os mais frequentes, correspondendo a 80% de todos os casos de malignidade
(ZHANG, XU, LIU, 2015). O glioblastoma € o tipo de glioma mais comum e agressivo,
culminando em invasdo generalizada do cérebro (LUO et al, 2015). Além disso, é muito
resistente as terapias empregadas atualmente, visto que mesmo sob tratamento, que
consiste principalmente em cirurgia e quimioterapia com temozolomida, o0s pacientes
atingem sobrevida média de um ano (BADRI et al, 2015). Na busca por terapias mais
eficientes, novas moléculas estdo sendo desenhadas. Para cénceres do sistema nervoso,
como o glioblastoma, moléculas que tem a capacidade de atravessar a barreira
hematoencefalica recebem maior atencdo. Nesse sentido, andlogos da tacrina foram
eleitos para esse estudo, uma vez que esse farmaco é utilizado no tratamento da doenca

de Alzheimer, apresentando essa capacidade de atravessar a barreira hematoencefalica.

2 — Materiais

O soro fetal bovino foi adquirido da Cultilab (Sdo Paulo, Brasil), enquanto todos
0S outros reagentes utilizados foram adquiridos da Sigma-Aldrich (St.Louis, MO, US).
Os compostos foram sintetizados na Universidade Federal de Santa Maria. A linhagem
celular de glioblastoma humano (SF295) foi doada pelo Prof. Attilio Di Pietro (University
of Lyon — France) e a linhagem oriunda da veia umbilical humana (HUVEC) foi adquirida
da American Type Culture Cell (ATCC)

3 — Metodologia
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A viabilidade celular foi avaliada pelo método de Alamar Blue® (WESELSKY,
1871; PESCH, SIMMERT, 1929), o qual € considerado uma medida quantitativa da
proliferacdo de linhagens celulares humanas, de animais, bem como de fungos e bactérias
e nos Ultimos anos tém sido muito utilizado em estudos de viabilidade celular e
citotoxicidade (RAMPERSAD, 2012). Neste ensaio, utiliza-se um indicador REDOX na
forma oxidada chamado resazurina, sendo esta uma substancia de coloracdo azul e sem
nenhuma fluorescéncia. Ja a resofurina, forma reduzida, apresenta fluorescéncia e tem
coloracdo vermelha. Portanto, medindo-se a alteracdo da fluorescéncia resultante da
atividade oxidativa das células, tem-se a deteccdo do ndmero de células metabolicamente
ativas (BONNIER, 2015). Para realizacdo do ensaio, foram incubadas 7x102 células por
48 horas, em duplicata com 0s compostos, em placa de 96 pogos. Ap6s o periodo de
incubacdo, o meio de cultura foi retirado e um novo meio contendo a solu¢do de Alamar
Blue® (0,1mg/mL) foi acrescentado em todos os pogos. Posteriormente, as células foram
novamente incubadas por 120 minutos a 37°C. A leitura foi realizada em
espectrofluorimetro Perkin Elmer LS55. O valor obtido do grupo controle foi considerado
como 100% de células viaveis. O procedimento foi realizado com a linhagem tumoral
SF295 e também com a linhagem ndo tumoral HUVEC. A SF295 é uma linhagem celular
humana de glioblastoma multiforme a qual foi gentilmente cedida pelo professor Attilio
Di Pietro do Intitut de Biologie et Chimie des protéines, Lyon, Franca, ja a linhagem
HUVEC corresponde a células ndo tumorais, derivadas do endotélio de veias de corddo

umbilical e foram adquiridas através do banco de células ATCC.

4 — Resultados e Discussao

Na tabela 1 estdo representados os valores de CCso (concentragdo citotoxica para
50% das ceélulas) dos compostos 14-16, todos contendo o grupo pirrol nas suas estruturas.
Observa-se que nove compostos apresentaram CCso maior que 100uM. Somente o
composto 14a apresentou CCso menor que 100 pM indicando que a porcao
espirocarbociclica que corresponde ao ciclopentano presente na estrutura pode ser
importante para a atividade citotoxica. Esse composto também apresentou valor de CCso
similar na linhagem n&o-tumoral estudada (HUVEC) sugerindo que este composto néo
apresenta seletividade para células tumorais. Outras linhagens celulares n&do-tumorais

deveriam ser testadas e testes em animais precisariam ser realizados afim de confirmar a
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nao seletividade do composto 14a. Um estudo ainda em andamento em nosso grupo de
pesquisa também visa analisar a citotoxicidade de derivados de tacrina que ndo
apresentam pirrol. Neste caso, observou-se valores de CCso inferiores aos encontrados
nos compostos mencionados na tabela 1 (dados ainda ndo publicados). Ou seja, para
aspectos de relagOes entre as estruturas e atividade a presenca do grupo pirrol, no arranjo

apresentado, ndo aumentou a atividade das moleculas.

Tabela 1. Citotoxicidade dos compostos 14-16 na linhagem tumoral (SF295) e néo
tumoral (HUVEC).

Compostos CCso (uM) [
SF295 HUVEC

Controle >100 >100
1l4a 39 28
14b >100 >100
14c >100 >100
14d >100 >100
15a >100 >100
15b >100 >100
15c >100 >100
16a >100 >100
16b >100 >100
16¢ >100 >100

[al0 valor de CCso foi calculado através do programa GraphPad Prism (n = 3).
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15. PUBLICACOES

Parte dessa tese deu origem as seguintes publicagGes:

Artigo cientifico no periddico Tetrahedron Letters aceito em 02 de novembro de
2015 e publicado em dezembro de 2015 intitulado: “Synthesis, biological
evaluation and molecular docking study of 7-amine-spiro[chromenol[4,3-

b]quinoline-6,1’-cycloalkanes] as new tacrine hybrids”

Foi apresentado na forma de péster no seguinte evento académico: XVIII
Congress of the Brazilian Society for Cell Biology, 2016, S& Paulo, SP, o
trabalho com o titulo: “Tacrine derivatives: new approach for glioblastoma

treatment”

Foi apresentado na forma de péster no seguinte evento académico: XXIII
Encontro de Quimica da Regido Sul, 2016, Santa Maria, RS, o trabalho intitulado:
“Sintese de  7-(1H-pirrol-1-il)-espiro[cromeno  [4,3-b]  quinolina-6,1°-

cicloalcanos] através da reacdo de Clauson-Kass”

Artigo submetido ao periédico Journal of Chemical Crystallography em
dezembro de 2016 intitulado:

“Structural investigation, UV-vis analysis and crystal packing of 7-amine-
spiro[chromeno[4,3-b]quinoline-6,1°-cycloalkan] — novel tacrine hybrids by
X-ray diffractometry” (Anexo IV).
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Introduction

Alzheimer's disease (AD) is one of the most well-known demen-
tia problems."? It is a neurodegenerative, progressive, and irre-
versible disease that affects 35 million people worldwide, and it
is estimated that this number will triple by 2050 if an effective
treatment is not developed.'

The pathogenesis of AD can be associated with several path-
ways: deficiency in cholinergic neurotransmission; defective
beta-amyloid protein metabolism and tau protein phosphoryla-
tion; and the involvement of inflammatory and oxidative path-
ways.” However, the only approved therapeutic strategy for the
treatment of AD is the one that increases central cholinergic func-
tion by inhibition of two enzymes responsible for the degradation
of the neurotransmitter acetylcholine (Ach): acetylcholinesterase
(AChE) and butyrylcholinesterase (BChE).*

Tacrine is a reversible inhibitor of AChE and is of great impor-
tance for the treatment of AD; however, it has limited use due to
its side effects such as hepatotoxicity and gastrointestinal

* Corresponding author. Tel.: +55 55 3220 8867; fax: +55 55 3220 8031.
E-mail address: helio.bonacorso@ufsm.br (H.G. Bonacorso),

http:/{dx.doi.org/10.1016/j.tetlet.2015.11.008
0040-4039/® 2015 Elsevier Ltd. All rights reserved.
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disorders.' Besides tacrine, there are three other AChE inhibitory
drugs used in the treatment of AD: donepezil (Ancept ), galan-
tamine (Reminyl®), and rivastigmine (Exelon®).” Galantamine is
less potent, but less toxic than tacrine and the other drugs.’

Over recent years, various structural analogues of tacrine and
their associated derivatives have been synthesized in order to
increase the efficiency of the drug, but mainly to reduce the side
effects.”

Pang et al. reported more complex computational docking stud-
ies regarding the prediction of the binding sites of tacrine in AChE.*
In 1997 it was shown that alkylene-linked bis-tacrines are up to
10,000 times more selective and 1000 times more potent in
reversibility-inhibiting rat AChE than the tacrine monomer.” Other
recent studies have demonstrated the importance of developing a
multifunctional drug for the treatment of AD, because this demen-
tia may be associated with other conditions (e.g., oxidative stress)
which appear to play a key role in the onset of AD. Thus, these con-
ditions have become important targets in the treatment of this
disease.”

On the other hand, it is known that spiro heterocycles have a
wide variety of biological activities; for example, spiro-oxindole
derivatives possess anti-tumor, antibiotic, and antimicrobial
(anti-HIV and anti-malarial) activity.”” The azaspiro compounds
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(due to being a tachykinin antagonist) are used to treat depression,
anxiety, pain, and migraine.” Moreover, some spiroheterocycles
derived from benzopyrans are aldose reductase inhibitors, and
they possess antidiabetic activity.®

Thus, in order to obtain new fused quinolines and tacrine ana-
logues, the insertion of a benzopyran bonded to some spirocarbo-
cyclic moieties appears to be an important strategy for the
synthesis of a new multifunctional drug. This has led our research
group to developing syntheses for this class of molecules and
studying their respective biological activities and molecular
docking.

Results and discussion

Firstly, for the synthesis of the target molecules, we started
from the spirochromanones of 2a-g which were readily prepared
using a common multi-component methodology developed by
Kabbe®® that employs a thermal condensation reaction and
involves 1-cycloalkenylpyrrolidine produced in situ from the
respective cycloalkanones, pyrrolidine, and 2-hydroxyacetophe-
none, However, upon optimizing the reported reaction, we proved
that when the original procedure is modified and the reactions are
performed at 110 °C for 6 h without solvent, the spirochromanones
2a-g can be isolated after a distilling process under reduced pres-
sure, at slightly better yields (75-85%) than the data reported in
the literature.

Subsequently, a series of seven examples of 7-amine-spiro
[chromeno(4,3-b]quincline-6,1'-cycloalkanes] 3a-g (Scheme 1)
were obtained from the cyclocondensation reaction of the
spirochromanones of 2a-g with 2-aminobenzonitrile 1 in the pres-
ence of a Lewis acid (AICl; or InCls), in accordance with the
methodology reported by Proctor et al.'” and improved by us.
Although many reaction conditions as well as four catalysts were
tested (AICl3, InCls, FeCls, and BFs-Et,0), the optimized yields
pointed to AlCl; (65%) and InCl; (55%) as the best Lewis acids. How-
ever, AlCl; was chosen as the preferred catalyst for the present syn-
thetic procedure due to it being more affordable than InCls.

Therefore, when the syntheses of the target molecules 3a-g
were performed at 110 °C for 24 h, using AlCls, but in the absence
of solvent, compounds 3a-g were obtained, after recrystallization
from ethanol, as pure compounds and air-stable solids, and at
30-65% yields (Scheme 1)."* It is important to mention that the
compounds 3d and 3e were obtained as a mixture of one pair of
enantiomers and not as two pairs as expected.

The structures of compounds 3a-g were identified by their
NMR spectroscopy data, and unequivocally confirmed by X-ray
diffraction. Thus, in order to determine the real molecular struc-
ture of compound 3a, an X-ray monocrystal diffraction measure-
ment was performed for the new tacrine hybrid 3a (Fig. 1).

0
" (a)
= > TSo-e%
5

1 2a-g

23 a4 b ¢ d ¢ f g

R H H H  2-Me 3-Mc 4-Me 4--Bu

nood 2 3 2 2 2" g
yvield(%) 60 6 55 30 35 60 60

Scheme 1. Reagents and c
NaOH 2 M, 110°C, 24 h.

(a) (1) AICl5, sol

t-free, 110°C, 24 h; (2)

Figure 1. ORTEP of 7-ami piro| (4.3 6,1-cyc
(3a) (CCDC 994958)."" Displacement ellipsoids are drawn at the 50% probability
level.

The evaluation of the anti-cholinesterase activity of these com-
pounds followed the method of Ellmam et al.'*'? The compounds
were described using the ICsq value of each compound, employing
the isolated and purified enzyme acetylcholinesterase from
Electrophorus electricus (Table 1). The results were compared with
the additional study of the molecular docking'® of compounds
3a-c.

According to the ICsq values described in Table 1, compounds
3a-g showed less inhibitory activity toward the acetyl-
cholinesterase enzyme than tacrine. Compound 3a showed
the greatest inhibition potential in comparison with the new
tacrine analogues 3b-g. On the other hand, compound 3a had
an ICsq value very similar to the drug galantamine, which is also
a reversible inhibitor of AChE and used in the treatment of AD
(Table 1).2

Furthermore, it was observed that the inhibitory activity of
these compounds decreases with the increase in the size of the
spirocarbocyclic moiety (Table 1). These results are in agreement
with the study of molecular docking, which indicates that the
larger the spirocarbocyclic moiety of these compounds, the greater

Table 1
Inhibitory activity of the acetylcholinesterase enzyme of the 7-amine-spiro[chromeno
[4,3-b]quinoline-6,1'-cycloalkanes] 3a-g

Compounds n R ICs¢" for AChE (uM)
3a 1 H 36012
3b 2 H 431£1.32
3c 3 H 8.28+3.32
3d v 2'-Me 31371246
3e 2 3'-Me 538153
3f 2 4'-Me 8.01+1.26
3g 2 4'-t-Bu 41467.0
Tacrine - - 022+0.16"
Galantamine - - 3.12+044"

* AChE from Electrophorus electricus; ICsp, inhibitor's concentration that inhibits
50 % of AChE (mean + SD).
® Value described in the literature.”
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F"

Gly118
Tyr130

Figure 2. Overlapping of the compounds 3a, 3b, and 3c from docking results. The
green balls are the centroid of each spiro ring, while the green lines are the
respective distances. The distance values can be seen in Table 2,

the steric effect between this moiety and the Gly118 and Tyr130
residues (peripheral anionic and anionic sub-sites, respectively)
of AChE (Fig. 2, Table 2). One possible explanation for this
result would be that the increase in the steric effect of the spiro
ring from 5 to 7 members reduces the capacity of these compounds
to interact with the enzyme, thus decreasing the inhibitory
capacity.

In order to investigate the influence of the substituent on the
ICso for AChE, we synthesized and tested some similar tacrine
hybrids which possess a spiro 2'-methyl- (3d), 3'-methyl- (3e),
4'-methyl- (3f), or 4-t-butyl- (3g) cyclohexane-substituted moiety.
In the results for the 3d-g series, we saw a decrease in the AChE
activity in comparison with the non-substituted spiro-cyclopen-
tane derivative (3a).

The AG values obtained by molecular docking (Table 2)
demonstrate that compound 3a has a greater affinity to AChE
when compared with the compounds 3b and 3¢, because it has
the lowest AG value, which indicates that the process is more
favorable.

Furthermore, the molecular docking study shows that com-
pound 3a interacts with the AChE in the same regions as the
tacrine (Fig. 3). The tacrine interacts with this enzyme by n-n
interactions with Phe330 and Trp84 (peripheral anionic and
anionic sub-sites, respectively) and through two hydrogen
bonds with water molecules. While the addition of compound
3a forms m-7 interactions with Phe330, Tyr121, and Trp84
(peripheral anionic and anionic sub-sites, respectively), hydrogen
bonds are also formed with the carbonyl group of His440
(Fig. 4).

Table 2

Comparison of the distance (in A) between the spirocarbocyclic moiety and the polar
hydrogens of the Tyr130 and Gly118 residues, as well as the AG values (kcal mol ") of
the compounds 3a-c obtained through molecular docking

Residue Compound/distance (A)

3a 3b 3c
Tyr130 429 3.89 330
Gly118 332 291 267
Tyr130° 5.44 5.10 480
Gly118* 404 4,04 399
AG (kcal mol~") -11.10 -10.50 -9.80

* From the centroid of the spirocarbocyclic moiety ring.

Figure 3. Docking results for compound 3a (in yellow) showing interaction in the
same region of the tacrine (in blue) in the AChE enzyme. The catalytic triad (Ser200,
Glu327, and His440) is shown in pink.

\

Figure 4. Interaction of compound 3a in AChE from docking results: “a” is a
hydrogen bond (2.19A); while “b-j" are m-7 stackings (b=5.70A, c=4.80A,
d=457A,e=373A, f=543A, g=629A h=639A, i=378A, and j=3.89 A).

Also, the cytotoxicity assays’' and sample preparation were
performed in accordance with the methods previously described
in the literature.”*** According to the cell viability values described
in Table 3, the incubation of human leukocytes with NaNs + H,0,
caused a significant decrease in cell viability (p <0.01), whereas
the incubation with compounds 3a-g did not modify the cell via-
bility. Thus, compounds 3a-g did not exhibit cytotoxicity in human
leukocytes at concentrations of 100 and 200 pM.

In summary, we performed a solvent-free synthesis, isolation,
and complete structural elucidation of a new class of tacrine
(tacrine hybrids), and determined that the increase in the
spirocarbocyclic moiety (alkyl-substituted or not), which is linked
to the chromene heterocycle fused to a quinoline ring, seems to
decrease the anticholinesterase activity of the studied compounds
3a-g. However, this new initial structural feature may confer
upon these compounds important biological activities which need
to be further investigated in order to assist in the treatment
of AD. Other biological assessments for these tacrine hybrids are
being done; for example, determination of inhibition of the
butyrylcholinesterase enzyme, as well as determination of the
level of antioxidant. Furthermore, compounds 3a-g did not exhibit
cytotoxicity in human leukocytes at concentrations of 100 and
200 pM.
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Table 3
Effect of compounds 3a-g on human leukocytes viability in vitro

Concentration Compoundsj/cell viability (% of intact cells)

3a 3b 3c 3d 3e 3f 3g

100 uM 94,87 £+ 0.69 95.57 £0.23 96.81+0.29 96.69 £1.02 96.40 £0.04 95.06 +0.21 95.21£0.29

200 M 95.22+1.03 95.79 £0.57 96.81+0.29 96.18 £+0.59 95.57 £0.48 94.93 £0.15 89.60 +2.67

DMSO (0.5%) 96.5210.18 - - - - -

NaNj + H;0, 69.30 £1.26" - - - - -

* Results are expressed as mean + SEM (n = 3) performed in duplicate. H,0, (0.6 mM) + NaN; was used as a positive control. One-way ANOVA followed by Newman-Keuls
(p<0.01 versus control).
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control) or the indicated compounds in a Hank's buffer solution containing 10%
human plasma.

Bueno, D. C.; Meinerz, D. F.; Allebrandt, [.; Waczuk, E. P.; Santos, D. B.; Mariano,
D. 0. C.: Rocha, ). B. T. Bio. Med. Res. Int, 2013, 1.

Waczuk, E. P.; Kamdem, J. P.; Abolaji, A. O.; Meinerz, D. F.; Bueno, D. C;
Gonzaga, T. K. 5. N.; Dorow, T. S. C.; Boligon, A. A.; Athayde, M. L.; Rocha, J. B. T.;
Avila, D. S. Toxicol. Res. 2015, 4, 739.
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