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RESUMO

TACRINA ANALOGOS: SINTESE, DERIVATIZACAO, BIOATIVIDADE E
FOTOFISICA DE SISTEMAS HETEROCICLICOS HIBRIDOS

AUTOR: Yuri Giovane Kappenberg
ORIENTADOR: Helio Gauze Bonacorso

A presente tese descreve os resultados relacionados a sintese, caracterizacdo estrutural e
avaliacdo da inibigdo enzimatica in vitro de acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase
(BChE) de séries inéditas de heterociclos hibridos andlogos a 9-amino-1,2,3,4-
tetrahidroacridina (Tacrina -THA), as quais contém tiofenos, 1,2,3-triazdis, isoxazois, pirrois e
espiro-cromenos como modificadores estruturais e direcionados a geracdo de possiveis pro-
farmacos no tratamento da doenca de Alzheimer (DA). Este trabalho apresenta também um
estudo de N-derivatizacdo visando a insercdo de pirrdis, via reacdo de Clauson-Kaas,
objetivando investigar propriedades fotofisicas de interesse (absor¢do e emissdo). Assim,
inicialmente foram obtidas trés séries hibridas, conjugando diferentes heterociclos de cinco
membros (tienopiridinaminas, isoxazolopiridinaminas e [1,2,3]triazolopiridinaminas) & THA.
Para tanto, heteroaril-2-aminocarbonitrilas (tiofeno-, isoxazol- e 1,2,3-triazol-derivadas),
cicloalcanonas simples (ciclopentanona, ciclohexanona, cicloheptanona e 1-tetralona) e mais
complexas (espiro[cromano-2,1'-cicloalcan]-4-onas) foram utilizadas como blocos precursores.
Deste modo, foram isolados e caracterizados 34 (trinta e quatro) heterociclos analogos a THA
em rendimentos na faixa de 4% - 88 %, dependendo das carbonitrilas precursoras, por meio de
metodologias que utilizaram AIClz como acido de Lewis, na auséncia ou presenga de solvente,
sob aquecimento térmico convencional ou por irradiacdo de micro-ondas. Em sequéncia, as trés
novas séries de tacrinas analogas (tiofeno-, isoxazol- e 1,2,3-triazol-hibridas), foram avaliadas
quanto a sua atividade de inibicdo da AChE e BChE in vitro. Os resultados experimentais de
inibicdo enzimatica foram agregados a estudos complementares de docking molecular e
evidenciaram que todos os compostos desenvolvidos demonstraram melhores propriedades
anti-ChEs promissoras para a inibicdo da BChE, possivelmente devido ao tamanho que o sitio
ativo da AChE possui, sendo menor que o da BChE, o que poderia explicar a causa dos
compostos serem melhores inibidores de BChE do que AChE. Além disso, reacdes de N-
derivatizacdo, possibilitando a construgcdo de pirrois derivados, via reacdo de Clauson-Kaas,
foram aplicadas as tiofeno-tacrinas modificadas, levando a obtencdo de 12 (doze) pirréis
inéditos em rendimentos de 66% - 95%. Estes derivados pirrélicos tiveram suas propriedades
fotofisicas investigadas (absorcdo e emissao), em solugdo (CHCIz). Como resultado, verificou-
se que estes pirrois absorvem na regido do ultravioleta, com duas principais bandas de absor¢édo
méaxima (280 e 350 nm), e apresentam fluorescéncia em solucdo (380-400 nm) e os valores de
tempo de vida de fluorescéncia (1,49-2,60 ns) estdo diretamente relacionados e dependentes
dos substituintes ligados diretamente a porgdo tiofénica dos compostos. Todos 0s compostos
quimicos relativos as séries inéditas produzidas nesta tese foram caracterizados por ponto de
fusdo e elucidados estruturalmente via técnicas espectroscopicas e espectrométricas de rotina,
como RMN uni- (*H e *3C) e bidimensionais (HSQC e HMBC) em solu¢do, HRMS e difracéo
de raios-X em monocristal

Palavras-chave: Tacrina Analogos. Tiofenos. Isoxazdis. 1,2,3-Triazdis. Inibigdo enzimatica.
Propriedades fotofisicas.



ABSTRACT

TACRINE ANALOGUES: SYNTHESIS, DERIVATIZATION, BIOACTIVITY AND
PHOTOPHYSICS OF HETEROCYCLIC HYBRID SYSTEMS

AUTHOR: Yuri Giovane Kappenberg
ADVISOR: Helio Gauze Bonacorso

This thesis presents the results related to the synthesis, structural characterization and
evaluation of the in vitro enzymatic inhibition of acetylcholinesterase (AChE) and
butyrylcholinesterase (BChE) of novel series of heterocycle hybrids analogous to 9-amino-
1,2,3,4-tetrahydroacridine (Tacrine -THA), which contains thiophenes, 1,2,3-triazoles,
isoxazoles, pyrroles and spiro-chromenes as structural modifiers and aimed at generating
possible prodrugs in the treatment of Alzheimer's disease (AD). This work also presents a study
of N-derivatization aiming the insertion of pyrroles, via Clauson-Kaas reaction, in order to
investigate photophysical properties of interest (absorption and emission). Thus, three hybrid
series were initially obtained, conjugating different five-membered heterocycles
(thienopyridinamines, isoxazolopyridinamines and [1,2,3]triazolopyridinamines) to THA. For
this purpose, heteroaryl-2-aminocarbonitriles (thiophene-, isoxazole- and 1,2,3-triazole-
derivatives), simple cycloalkanones (cyclopentanone, cyclohexanone, cycloheptanone and 1-
tetralone) and more complex ones (spiro[chroman-2,1 '-cycloalkan]-4-ones) were applied as
building blocks. Thus, 34 (thirty-four) heterocycles analogous to THA were isolated and
characterized in yields ranging to 4% - 88%, depending on the precursor carbonitriles, through
methodologies that used AICIs as catalyst, in the absence or presence of solvent, under
conventional thermal heating or by microwave irradiation. In sequence, the three new series of
tacrine analogues (thiophene-, isoxazole- and 1,2,3-triazole-hybrids) were evaluated for their
in vitro AChE and BChE inhibition activity. The experimental results of enzymatic inhibition
were added to complementary studies of molecular docking and showed that all the developed
compounds demonstrated better anti-ChE properties promising for the inhibition of BChE,
possibly due to the size that the AChE active site has, being smaller than the of BChE, which
could explain because the compounds are better inhibitors of BChE than AChE. In addition, N-
derivatization reactions, enabling the construction of derivative pyrroles, via the Clauson-Kaas
reaction, were applied to the modified thiophene-tacrines, leading to the obtainment of 12
(twelve) novel pyrroles in yields of 66% - 95%. These pyrrole derivatives had their
photophysical properties investigated (absorption and emission) in solution (CHCI3). As a
result, it was found that these pyrroles were the transition bands were observed in the ultraviolet
region, with two main maximum absorption bands (280 and 350 nm), and exhibit fluorescence
in solution (380-400 nm) and lifetime decay values of fluorescence (1.49-2.60 ns) are directly
related and dependent on the substituents directly linked to the thiophene moiety of the
compounds. All chemical compounds related to the novel series produced in this thesis were
characterized by melting point and structurally elucidated via routine spectroscopic and
spectrometric techniques, such as uni- (*H and **C) and two-dimensional (HSQC and HMBC)
NMR in solution, HRMS and single crystal X-ray diffraction.

Keywords: Tacrine Analogues. Thiophenes. Isoxazoles. 1,2,3-Triazoles. Enzyme inhibition.
Photophysical properties.



LISTA DE ABREVIATURAS, SIGLAS E SIMBOLOS

2,5-DMOTHF = 2,5-dimetdxitetrahidrofurano

ACh = acetilcolina sinéptica

AChE = acetilcolinesterase

AcOH = 4cido acetico glacial

ADME = propriedades de absorc¢éo, distribui¢do, metabolismo e excre¢édo
AL = Acido de Lewis

AICl3 = cloreto de aluminio

ASCh = iodeto de acetiltiocolina

ATP = adenosina trifosfato

BChE = butirilcolinesterase

BFs.OEt; = triflGorboroeterato

CDCls = cloroférmio deuterado

CoMFA = andlise comparativa de campo molecular
d = dupleto

DA = doenca de Alzheimer

dd = duplo dupleto
DMF = dimetilformamida

DMSO = dimetilsulféxido
DMSO-ds = dimetilsulféxido deuterado

e5'NT = ecto-5'-nucleotidases

EtsN = trietilamina

FDA = Food and Drug Administration

FeCls = cloreto férrico

H = hidrogénio

hBChE = butirilcolinesterase humana

HMBC = Heteronuclear Multiple Bond Correlation
HRMS = Espectrometria de Massas de Alta Resolugao
HSQC = Heteronuclear Single Quantum Correlation

Hz = Hertz



ICso = valor da concentracdo de um inibidor necessaria para reduzir pela metade a atividade
enzimatica

InClz = cloreto de indio

IUPAC = Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada
J = Constante de acoplamento

K2COs = carbonato de potéssio

m = multipleto

Me = metila

mL = mililitro

mmol = milimol

Na>SO4 = sulfato de sodio

NaCl = cloreto de sodio

NaN3 = azida de sodio

NCS = N-clorosuccinimida

nM = nanomolar

NMDA = &cido N-metil-D-aspartico memantina
NUQUIMHE = Ndcleo de Quimica de Heterociclos
OLEDs = diodos organicos emissores de luz

P. F. = ponto de fuséo

P.A. = padrdo analitico

ppm = partes por milhdo

q = quarteto

quin = quinteto.

RMN 3C = Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono-13
RMN 'H = Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
s = simpleto

Sal-AMS = 5’-O-[N-(salicyl)sulfamoil]adenosina

SAR = taxa de absor¢éo especifica

SS = deslocamentos de Stokes

t = tripleto

t.a. = temperatura ambiente



THA = tacrina
TMS = tetrametilsilano
UFSM = Universidade Federal de Santa Maria

UV-vis = espectroscopia no ultravioleta-visivel

ZnCl, = cloreto de zinco

& = deslocamento quimico
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1 INTRODUCAO E OBJETIVOS

Os compostos heterociclicos sdo importantes ndo apenas por causa de sua abundancia,
mas também por causa de sua significancia quimica, farmacoldgica e técnicas de obtengdo.l
Muitos heterociclos, sejam naturais ou sintéticos, sdo relevantes devido a sua presenca em
substancias bioativas, materiais funcionais e por serem precursores estratégicos na sintese
organica devido a sua versatilidade, sendo assim possiveis candidatos a farmacos com
diferentes aplicacbes farmacoldgicas.!*> Compostos heterociclicos fundidos também tem
possibilitado uma promissora abordagem farmacoforica hibrida visando novas biomoléculas
ativas e podem ampliar significativamente o espectro de eficiéncia bioldgica.>" Analogos
fundidos sdo frequentemente de maior interesse bioldgico, do que quando comparado aos
compostos monociclicos componentes destas moléculas fundidas, devido a estes possuirem
maior nimero de grupos farmacoféricos em diferentes posi¢Ges anelares, podendo assim, reagir
ou interagir com uma gama mais ampla de receptores de interesse.%°

Dentre as diversas classes de heterociclos, 0s que contém atomos enxofre, nitrogénio e
oxigénio apresentam uma importancia destacada, devido a sua presenca em diversos produtos
naturais, corantes, materiais organicos e, particularmente, na quimica e na medicina, devido ao
seu perfil farmacoldgico diverso.®’ Heterociclos em geral constituem uma classe importante de
produtos naturais ou sintéticos, muitos deles, exibindo atividades farmacologicas importantes,
sendo exemplificados por pirrois, furanos, tiofenos, pirazéis, isoxazois, triazois, indois,

piridinas, triazinas, pirimidinas, quinolinas, quinazolinas, acrididinas, entre outros (Figura 1).1
Figura 1 — Exemplos de compostos heterociclicos de importancia em diversas reas de aplicagéo.
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Variadas atividades farmacoldgicas podem ser observadas em derivados heterociclicos,

sendo possivel de citacdo sua utilizacdo como agentes anticonvulsivantes, antitumorais, anti-
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HIV, antimaléricos, antimicrobianos, anti-neurodegenerativos como no tratamento da doenca
de Alzheimer, Parkinson, Huntington, entre outras. Estes precedentes torna interessante e
necessario para o desenvolvimento de novos métodos sintéticos, de facil execucéo experimental
e eficientes para a obtencdo de sistemas heterociclicos inéditos para contribui¢do a quimica
medicinal 1011

Dentre os diversos sistemas heterociclicos existentes, destacam-se 0s compostos
contendo o nucleo tiofénico, cujos heterociclos contendo este, se mostram interessantes, devido
ao fato destes se mostrarem interessantes como blocos de construgcdo e syntons em sintese
organica, visando a obtencdo de novos ou aperfeicoados atributos bioldgicos, farmacolégicos
ou como corantes e aplicagdes na quimica de materiais avangados.?1?

Outras estruturas heterociclicas de extrema importancia sdo o0s isoxazois e seus derivados,
que se destacam por possuirem diversas aplicacdes terapéuticas, bioldgicas e medicinais,* além
da capacidade destes serem utilizados na obtencdo de novos compostos contendo propriedades
farmacoldgicas, através da ligacdo entre o anel isoxazolinicos e outros farmacéforos. 1415

Os 1,2,3-triaz0is, por sua vez, sdo exemplos de sistemas heterociclicos obtidos apenas
sinteticamente, que merecem destaque, uma vez que diversos compostos utilizados na quimica
medicinal, cujo design e sintese de derivados triazolicos tem sido amplamente desenvolvida no
estudo de novas moléculas e suas propriedades bioativas. "

Mais especificamente, a 9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina ou tacrina (Figura 2), por sua
vez, ¢ um farmaco reconhecido como inibidor reversivel da acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase. Estas duas enzimas sdo as principais responsaveis pela degradacdo de
acetilcolina, um dos mecanismos associados a patogéneses da doenca de Alzheimer (DA).Y
Além disso, a tacrina foi o primeiro inibidor potente e clinicamente eficaz aprovado pelo Food
and Drug Administration (FDA) dos EUA, em 1993, para o tratamento da DA. No entanto,
devido & sua hepatotoxicidade, esta droga foi retirada do mercado farmacéutico em 1998.%8:1
De modo a reduzir tais efeitos, o desenvolvimento de compostos que combinem duas ou mais
de propriedades farmacologicas, como inibicdo da colinesterase, ativacdo ou inibicdo de
subtipos especificos de receptores de acetilcolina, atividade anti-inflamatoria, neuroprotecéo,
entre outras, tém sido estratégias abordadas frequentemente neste campo de pesquisa.?°

Nesse aspecto, para a sintese de compostos heterociclicos analogos a tacrina, as orto-
aminonitrilas aromaticas ou heteroaromaticas tém sido utilizadas como blocos de construgédo
bastante versateis. Entre todos os fatores que influenciam estas reacgdes, varios acidos de Lewis
tém desempenhado um papel crucial na conversao de novas tacrinas analogas, sendo que, o

AICl3 tem se mostrado uma alternativa eficaz para a preparagdo destas. Por outro lado, acidos
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de Lewis como ZnClz, CuCl, CuCly, TiCls e &cido p-toluenossulfénico, sdo menos eficazes para
a maioria das reag@es similares.?!

Trabalhos envolvendo a substituicdo do anel de benzeno 'A' na tacrina (I, Figura 2) por
heterociclos fundidos de cinco membros tem se mostrado como uma estratégia terapéutica de
interesse, uma vez que, andlogos da tacrina, baseadas em pequenas moléculas multialvo que
sdo capazes de interagir com outros alvos bioldgicos envolvidos na doencga tém sido propostos

para uma potencial terapia da DA (Figura 2).?

Figura 2 — Andlogos a tacrina com diferentes heterociclos de cinco membros fundidos
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Tendo em vista a importancia do desenvolvimento de heterociclos analogos a tacrina, 0s
quais apresentam uma grande variedade de atividades estruturais e bioldgicas, pesquisas
envolvendo compostos baseados na estrutura desta vém sendo conduzidas pelo Nucleo de
Quimica de Heterociclos (NUQUIMHE), da Universidade Federal de Santa Maria — UFSM,
com especial énfase para 7-amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-cicloalcanos] e
compostos derivados (Figura 3).2-%/

As 7-amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-cicloalcanos] (IX, Figura 3) foram
submetidas a avaliacdo de inibicdo enzimatica da acetilcolinesterase (AChE),
butirilcolinesterase (BChE) e atividade de citotoxicidade, alem de estudos de docking
molecular. Tem se observado que compostos ndo halogenados foram melhores inibidores de
AChE e BChE do que as moléculas halogenadas. Os melhores resultados mostraram-se para o
composto que possui a porcédo espirociclopentano (AChE e BChE com ICso = 3,60 e 4,40 uM,
respectivamente).?>2% Além destes testes enzimaticos, essas estruturas foram avaliadas quanto

a atividade citotdxica, utilizando a linha celular de glioblastoma (SF295), bem como analisando
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0 mecanismo de morte celular. Como resultados promissores, observou-se que tais compostos
podem ser prototipos para o desenvolvimento de novos quimioterapicos para o combate a
glioblastomas, principalmente para o tratamento de pacientes resistentes a temozolomida
(medicamento atualmente utilizado para tratamento algumas linhagens de tumores cerebrais).?®

A partir destes analogos da tacrina, ainda foram realizadas reagdes de Clauson—Kaas, com
0 intuito de se obter 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,10-cicloalcanos] (XI,
Figura 3). Estes pirrdis derivados de estrutura quimica mais complexa, foram avaliados em
reacOes de acoplamento cruzado do tipo CC (Sonogashira, XII11) e CN (Buchwald—-Hartwig
(XII) e Ulmann (XIV)). Os produtos destes acoplamentos foram submetidos a estudos
fotofisicos, os quais demostraram propriedades de elevada emissdo luminosa, bons valores de

rendimentos quanticos de fluorescéncia e deslocamentos de Stokes (SS) de moderados a altos.?’

Figura 3 — Anélogos a tacrina com diferentes propriedades, desenvolvidos pelo NUQUIMHE
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Desta forma, considerando a relevancia de todos estes componentes quimicos estruturais
previamente relatados e visando a obtencdo de propriedades bioldgicas intensificadas de
inibicdo enzimética voltados ao tratamento da DA, com o objetivo de melhorar o perfil
bioldgico e superar os efeitos colaterais indesejaveis, e de possivel aplicacdo também na area
de materiais avancados emergentes a partir de uma possivel hibridizacdo dos heterociclos

mencionados, este trabalho tem como objetivo geral o estudo da sintese, elucidacdo estrutural
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e avaliacdo dos compostos inéditos analogos a tacrina, contendo como isésteros: tiofenos,
isoxazobis e 1,2,3-triaz0is, principalmente quanto aos aspectos de inibicdo enzimaética e

propriedades fotofisicas, conforme representado na Figura 4.

Figura 4 — Modelo estrutural genérico dos compostos-alvo deste estudo.
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Desta forma, o desenvolvimento da metodologia sintética proposta para este trabalho

apresenta os seguintes objetivos especificos:

1. Sintetizar espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-aminas (8) a
partir de espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-onas (7) em reacGes com 2-aminotiofeno-3-

carbonitrilas (3, 5) na presenca de acido de Lewis (Esquema 1).

Esquema 1
~R! CN 7 :'
' Acido de Lewis .
R™Ng” ~NH, o\
3,5 7
R, R" = H, <(CHp)s-, -(CHz)4-, -(CHp)s-
n=1,2,3
2. Sintetizar isoxazolo-quinolinaminas e piridinaminas anélogas (11) a partir de reacfes

entre 5-amino-3-aril(heteroaril)-isoxazol-4-carbonitrilas (10) e ciclo-alcanonas (4) na presenca

de 4cido de Lewis (Esquema 2).
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Esquema 2

R = aril, heteroaril
n=1, 2, 3, 5,6-dihidronaftaleno

Sintetizar 3(10)-alquil(benzil/aril)-[1,2,3]triazolo-quinolinaminas (piridinaminas) (15)

3.

por meio de reacdes de 5-amino-1-alqui(benzil/aril)-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrilas (14) com
ciclo-alcanonas (4) na presenca de &cido de Lewis (Esquema 3).

Esquema 3

R
14 4

R = alquil, aril, heteroaril
n=1, 2, 3, 5,6-dihidronaftaleno

Explorar reacOes de N-derivatizagdo nos compostos 8 visando a obtengdo de exemplos

4,
de estruturas quimicas de 1H-pirrol-1-il derivadas 17 (Esquema 4).

Esquema 4

R, R' = H, -(CHy)s-, -(CH2)s-, -(CH2)s-
n=1,2,3
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5. Realizar estudos de avaliacdo farmacolodgica de inibicdo enzimatica (AChE/BChE) das
novas tacrinas hibridas 8, 11 e 15, como também, estudos avaliando propriedades fotofisicas de

interesse (absorcéo e emissdo) para a nova série de compostos pirrolicos derivados 17.
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2 REVISAO DA LITERATURA

Esta revisdo da literatura contempla tdpicos diretamente relacionados com os estudos
realizados neste trabalho. Desta forma, neste capitulo serdo relatados em um primeiro momento
trabalhos envolvendo a sintese e aplicacdo de derivados tiofénicos, isoxazolinicos e
triazolinicos, individualmente, assim como suas propriedades fotofisicas e bioldgicas. Na
sequéncia, serdo abordados trabalhos que descrevem analogos bioativos de compostos
semelhantes a tacrina, assim como a apresentacdo, de maneira sucinta, das principais
metodologias para a obtencdo de derivados heterocicliclos semelhantes aos propostos neste
trabalho.

2.1 TIOFENOS DERIVADOS

Entre o grande numero de estruturas heterociclicas existentes, as moléculas contendo
enxofre sdo, sem davida, um dos alvos mais importantes na quimica medicinal, em especial as
que contém o anel tiofénico, que consistem em heterociclos de cinco membros, contendo um
heteroatomo de enxofre, e que foram identificadas por terem um amplo espectro de aplicaces,
incluindo seu uso como precursores de produtos naturais, farmacéuticos (em especial
anticancer, antipsicoticos e quimioterapicos), agroquimicos, corantes, agentes em
biodiagndsticos, dispositivos eletrdnicos e 6tico-eletrdnicos, sensores, entre outras aplicacdes
industriais. 136121328

Dois exemplos de compostos heterociclicos com propriedades farmacoldgicas aplicadas
comercialmente contendo tiofenos sdo a Olanzapina, que age como um agente psicotropico,
que tem sido usada comercialmente desde 1996 para tratar a esquizofrenia e o transtorno
bipolar; e o Lendormina (também conhecido como brotizolam), que age como indutor do sono,

atuando no sistema nervoso central, indicado no tratamento da insonia (Figura 5).1
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Figura 5 — Heterociclos contendo tiofenos com propriedades farmacoldgicas e comercialmente em uso.
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Vérios sdo 0s métodos preparativos existentes para a sintese de tiofenos, onde a reacédo
de Gewald se mostra como sendo um dos melhores métodos, em termos de preparacéo desses
sistemas heterociclicos.}*®132° Na maioria dos casos, as transformagles prosseguem via
processos em cascata e/ou multicomponentes com a formacao de novas ligac6es e permitem o
acesso a estruturas heterociclicas mais complexas ou “impossiveis” de obter de outra forma.*

Tais heterociclos se mostram interessantes devido ao fato destes serem usados como
blocos de construcdo e syntons em sintese organica, devido seus diversos atributos biologicos,
farmacoldgicos, corantes e na quimica de materiais.*>*® A versatilidade destes compostos se
demonstra como uma possibilidade na obtencdo sintética de heterociclos fundidos, tais como
tiolactonas, tienopirrois, tienopirimidinas e tienopiridinas.™

Tienopirimidinas sdo um dos heterociclos fundidos mais comuns contendo o ciclo
tiofénico, ao qual varios métodos e condi¢cbes reacionais sdo utilizadas na obtencdo dos
mesmos, sendo estes utilizados em diversas as aplicacbes como agroquimicos, materiais
eletronicos, corantes e compostos farmacologicamente ativos>?®, como atividade anticancer,
antiinflamatdria, antimicrobiana, antiviral. Um exemplo se tem no trabalho desenvolvido por
Ismail e col®® em 2017, no qual foram projetados novos analogos de tieno[2,3-d]pirimidina
(XV), seletivos para o alvo, otimizados e variados para o tratamento de doencas multifatoriais,
cujos compostos sintetizados foram avaliados quanto as suas propriedades antiproliferativas in
vitro contra linhagens de células cancerigenas. A substituicdo do grupo R diferente tem um

impacto significativo na atividade antitumoral (Figura 6).
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Figura 6 — Tienopirimidinas com propriedades antiproliferativas in vitro contra linhagens de células cancerigenas
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Outro sistema heterociclico fundido amplamente relatado, sdo os derivados de
tienopiridina, as quais tém atraido a atencdo de muitos quimicos sintéticos ao longo dos anos
por suas vias sintéticas simples e brandas, oferecendo altos rendimentos e produtos
relativamente puros, bem como sua utilidade e aplicacBes praticas no campo bioldgico e
industrial. 23

Tais compostos demonstram atencdo cientifica devido a sua ampla gama de utilidades
bioldgicas, incluindo antidepressivas anti-inflamatérias, antibacterianas, antimicrobianas,
antivirais, agentes anti-Alzheimer, anticAncer e atividade antiproliferativa significativa,
demonstrando inibir o crescimento contra uma variedade de linhagens celulares de cancer
humano.?83!

Os métodos mais comuns na obtencdo destes sistemas incluem o fechamento do anel de
tiofeno com base em derivados de piridina e o fechamento do anel de piridina com base em
derivados de tiofeno.® Destes, as técnicas amplamente empregados para a construcdo do anel
de piridina sdo baseados em derivados de 2-aminotiofeno (XVI), com o denominado
componente 2C (um componente que serve como fonte de dois atomos de carbono). Os grupos
CN ou COOEt estao geralmente presentes como substituintes na posi¢édo 3 do anel tiofeno, cujo
fator importante no desenvolvimento de tais métodos é o alto potencial farmacoldgico dos

compostos preparados (Esquema 5).
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Esquema 5
) COOEt o) ; 3 Q 1
—_ R
Ph | + R/\)LR1 Ph 74 | P
S NH, S N R
XVI XVII XVIII
NH,
Q/t[CN 0 i R?
+ o2 — N
R 4
S | \)kCH3 | —
NH; ST N7 CH,
XX XXI XXII
i =(a) TsOH, PhMe, 20 °C, 2,5 h, (b) Ph,0, refluxo, 4h
ii = SnCly
R = alquil, aril
R = alquil, aril
R? = alquil,aril

De modo a investigar o efeito da mudanca do tipo de substituinte fundido ao anel
piridinico, Leung e col.®! desenvolveram uma série de compostos derivados de tienopiridinas
(XXV), visando investigar se, a mudanca da porcao cicloalquil-fundida e a presenca de
substituintes aromaticos no sistema, teria influéncia na atividade (Esquema 6).

Em geral, os autores perceberam que as hexa-hidrocicloocta[b]tieno[3,2-e]piridinas
(XXV) foram as séries mais ativas de compostos com atividade crescente observada a medida
que anéis de cicloalquila maiores foram fundidos ao anel de piridina. Estes resultados mostram
que outras modificacOes nas estruturas de tienopiridina, em particular alterando o anel fundido
com piridina, levaram a citotoxicidade melhorada e mostram que sao locais para investigacoes
adicionais nesta classe de composto. Os baixos valores de 1Csp em linhagens celulares
selecionadas, juntamente com a tolerancia em estudos de toxicidade em animais, mostram as

tienopiridinas como uma classe promissora de novos agentes antiproliferativos.3!

Esquema 6
NH
B o N N "HN-R
N BT Remwer [ ]
" H o TN S O
XXIIT XXIV XXV
i = Na,CO3 (1.06 equiv.), EtOH, 100 °C, 18 h

n=1,2,3
R = aril
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Outra tienopiridina de elevado interesse farmacoldgico é a estrutura de MGCD-265
(Figura 7), que se caracteriza por ser uma pequena molécula altamente potente, disponivel
oralmente, projetada para inibir diversas enzimas alvo potencialmente relevantes para a
iniciacdo, progressdo, metastase e tratamento de uma variedade de canceres humanos, sendo
este um agente antitumoral promissor. Diversos experimentos farmacodinamicos pré-clinicos
demonstraram que esta possui potente inibi¢do do crescimento do tumor em varios modelos de
xenoenxerto humano em camundongos e também possui também elevada inibicao frente ao

crescimento de células tumorais com valores de 1Csp de 1-4 nM.32

Figura 7 — Estrutura da promissora tienopiridina antitumoral MGCD-265
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2.2 ISOXAZOIS DERIVADOS

Os isoxazOis sdo sistemas heterociclicos aromaticos, que consistem em um anel
heterociclico de cinco membros contendo um atomo de oxigénio adjacente ao nitrogénio.**

O termo “monoazol” foi sugerido inicialmente por Claisen, para um anel heterociclico de
cinco membros com a formula molecular CsHsNO,'* aos quais, os termos "isoxazol"(1,2-
oxazol) e "oxazol"(1,3-oxazol) foram dados posteriormente a classe de N, O-heterociclos
aromaticos de 5 membros, por Hantzsch.*®

Isoxazdis tém sido relatados em uma serie de compostos bioativos, com aplicacdo a
diferentes categorias com diversas atividades terapéuticas, bioldgicas e medicinais.'*
Compostos contendo este nucleo heterociclico abrangem um amplo dominio de atividades
farmacol6gicas, como antibacteriana, antiparasitaria, antifingica, antidiabética,
anticancerigena, antituberculose, antiviral, antiinflamatorio, etc., podendo desta forma serem
utilizados na industria farmacéutica para sintetizar varios medicamentos, como Valdecoxibe
(analgésico), Isocarboxazida (antidepressivo), Risperidona (antipsicético), Danazol (Anti-

endometriose) (Figura 8).141533
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Figura 8 — Medicamentos derivados de isoxazois disponiveis comercialmente.
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Desta forma diversos estudos sobre a obtencdo de novos compostos contendo
propriedades farmacolégicas tém sido realizados, e um exemplo se da através da ligagdo entre
o0 anel isoxazolinico e outros farmaco6foros, cujos heterociclos fundidos a porcao isoxazol tém
apresentado atividades bioldgicas diversificadas, como anticancerigenas, anti-Alzheimer,
antimicrobianas, antiepilépticas, anti-inflamatorias, antivirais, anticonvulsivantes e
antituberculares (Figura 9). Assim, os compostos isoxazolinicos fundidos, podem ser usados
como uma classe promissora para a concepcdo e desenvolvimento de novos compostos de

interesse bioldgico.}4*®

Figura 9 — Derivados isoxazolinicos conjugados com outros heterociclos farmacéforos e suas diferentes

bioatividades.
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Com base nesses fatos e na importancia da pesquisa de derivados isoxazolinicos, diversos
estudos sobre a relacdo estrutura-atividade tém sido realizados e os resultados demonstram a
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necessidade de projetar e sintetizar novos compostos contendo propriedades farmacoldgicas, e
um exemplo se da através da unido destes compostos com o anel piridinico (Esquema 7).
Partindo destes motivos, o trabalho desenvolvido por Poreba e col.3* descreve a obtencéo
através da utilizacdo de reacdes via aquecimento convencional e por irradiacdo de micro-ondas,
aplicando ZnCl, e In(OTf); como acidos de Lewis para a sintese de novos derivados de
isoxazolo[4,5-b]piridinas, pela condensacdo de Friedldnder e estudos bioldgicos preliminares

investigando sua atividade antiproliferativa in vitro (Esquema 7).

Esquema 7
H,NOC N R H,NOC
% X N__R?
N Z >
\O = i i N\ | >
o o o 0 COR*
R)LCH3 H,NOC NH, R3UR4
XXXIT N/ \ o) XXXVI
- ‘o P —
XXXIIT XXXVII
XXXI
H,NOC o o H,NOC
N._ _R! P ~ N NH,
N 4 ‘ N i |R? OR2 NC” "CN| N 4 | N
ko) = COOR? XXXIV XXXVIIT o %% CN
XXXV XXXIX

i=2,10,13 ZnCl, ou In(OTf)3, 125-130 °C, 6-16 h / ZnCl,, MW, 60-65 °C, 15 min, 240 W
ii = AcOH, refluxo, 24 h

R = CgHs, 4-Br-CgHy

R" = Me, CH,CI, CgHs

R? = CgHs

R® = Me, CF3 CCIF,, CgHs

R* = Me, CgHs, NHCgH,

Entre os compostos desenvolvidos pelos autores, apenas o contendo o substituinte 6-
benzoil-5,7-difenilisoxazolo[4,5-b]piridina-3-carboxamida (XXXVII) preencheu os critérios
de atividade biologica aceitavel, sendo aquele que demonstrou o maior efeito citotoxico in vitro
contra linhagens celulares de cancer de colon, podendo assim ser selecionados para estudos in
vitro mais avangados, usando diferentes linhagens de cAncer humano de origem tecidual, e sua
futura aplicagéo in vivo.3*

Ainda, utilizando uma diferente abordagem, Miliutina e col.*® decidiram avaliar
isoxazolo[5,4-b]piridinas (XLI) derivadas de cumarinas quanto ao potencial inibitério da ecto-
S'-nucleotidase (e5'NT) e também suas propriedades de absorc¢do e fluorescéncia, devido as

suas aplicacOes potenciais em imagens de celulas vivas (Esquema 8).
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Esquema 8
R O O R 0
R'l
7\ + HO ;
N | . N
N NH2 \
o o o}
XL XLI

i = AcOH, 60 °C, 14 h
R = Me, CgHs, 4-OMe-CgHy
R'=H, Me

Neste estudo, foi percebido que os compostos investigados exibem fluorescéncia
moderadamente forte e que alguns dos derivados sintetizados apresentaram forte atividade
inibitdria para ecto-5'-nucleotidases h-e5'NT e r-e5'NT, respectivamente, cuja relacdo estrutura-

atividade foi explicada com base em estudos de docking molecular.®

2.3 1,2,3-TRIAZOIS DERIVADOS

Os triazois consistem em anéis heterociclicos de cinco membros com trés dtomos de
nitrogénio substituindo o carbono, podendo existir em duas formas, nomeadamente 1,2,4-
triazol e 1,2,3-triazol, dos quais, os 1,2,3-triaz0is substituidos de destacam por possuirem
diversas metodologias sintéticas para o acesso regiosseletivo em 1,4 e 1,5, 1636

Os triazdis constituem uma classe importante de heterociclos devido as suas diversas
atividades bioldgicas e fotofisicas.”%3" A partir da década de 1980, farmacos & base de triazol
se difundiram e tiveram grande relevancia, onde medicamentos como triazolam, alprazolam,
tazobactam, cefatrizina e carboxiamidotriazol (Figura 10)," iniciaram a ser amplamente
comercializados, desta forma o desenvolvimento e a sintese de derivados de triazois tem sido
amplamente abordada, devido as suas diversas aplicagdes na quimica medicinal,*® estando
presentes em uma grande variedade de moléculas bioativas como antiflngicos, agentes anti-

inflamatorios, antibacterianos, anti-HIV e antituberculosos.’
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Figura 10 — Heterociclos contendo triaz6is com propriedades farmacoldgicas
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Além disso, derivados triazolinicos demonstram aplica¢cGes como fluoréforos de baixo
peso molecular, pois seu ndcleo heterociclico € um bloco de construgdo popular em aplicagdes
de medicina, bioquimica e quimica de materiais, sendo utilizado como branqueadores Opticos,
estabilizadores de luz, branqueadores fluorescentes, sensores e agentes retardadores de
corrosdo.>’38

Outra caracteristica ao qual os 1,2,3-triazdis € a sua utilizacdo como ligantes ou
espacadores adequados em sistemas biologicos, por estes apresentarem elevada estabilidade a
degradacdo metabolica e serem capazes de realizar ligag6es de hidrogénio ou ligacéo covalente
a alvos de diversas biomoléculas.®®

A ampla disponibilidade de compostos iniciais, procedimentos sintéticos seguros,
elevado rendimento e purificacdo simples ddo a este método vantagens distintas sobre outros
sistemas. Além disso, 0s métodos se mostram versateis para a obtencdo destes, pois tem-se a
possibilidade de serem utilizados varios grupos funcionais e poderem ser introduzidos
diferentes substituintes, atribuindo assim uma capacidade de ajustar facilmente o sistema de
conjugacdo e estrutura eletrébnica molecular, o que facilita a expansdo e o ajuste das
propriedades opticas e fisicas para aplicagbes praticas.®

Varias subcategorias dos derivados de triazolinicos substituidos foram relatados entre as
guais destacam-se triazolonas, triazoltionas, triazois fundidos, triazolonas fundidas, dentre
outras.'® Além disso, as relag@es estrutura-atividade indicam que estas técnicas de hibridizacéo
reduzem os efeitos colaterais adversos e aumentam a seletividade, quando aplicados em
sistemas bioldgicos,’ podendo existir diversos protocolos sintéticos relatados na literatura para
a sintese dos mesmos.*®

No entanto, no estudo de produtos farmacéuticos e agroquimicos, a introduc¢do de um anel
piridil em um composto original pode melhorar as propriedades e atividades biologicas dos

compostos, e muitos compostos contendo o nucleo piridina também sdo conhecidos por
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possuirem uma ampla gama de atividades bioldgicas e farmacoldgicas, bem como baixa
toxicidade para mamiferos.3®

Como exemplo, trabalhos desenvolvidos por Aldrich e col. 442 estudaram a taxa de
absorcédo especifica (SAR) em analogos de 5°-O-[N-(salicyl)sulfamoil]adenosina (Sal-AMS).
Os autores descreveram a sintese e a avaliacdo de diversos compostos isosteros contendo o
nacleo base 8-aza-3-deazaadenina substituido, na avaliacdo da inibicdo enzimaética e da
atividade antituberculose (XLI1I, Figura 11). Nestes estudos, 0s compostos demonstraram varias
vantagens frente a outros nucleosideos de purina analogos, como propriedades fluorescentes
melhoradas e elevada estabilidade a degradacdo de ciclonucleosideos.**#? Os compostos
desenvolvidos nestes estudos demonstraram menor atividade biolégica quando comparados ao
Sal-AMS, o que sugere que as 8-aza-3-deazaadenosinas ndo possuem uma boa interacdo com
as proteinas que utilizam adenosina trifosfato (ATP), fato este explorado pelos autores para
minimizar a toxicidade potencial fora do alvo;** mas devido a alta estabilidade e boas
propriedades fluorescentes, esses compostos ainda podem ser usados para avaliar o acumulo e

localizaco de micobactérias.*?

Figura 11 — 1,2,3-triazolopiridinas analogos da Sal-AMS com potencial inibicdo enzimatica e atividade

antitubercular

NH,
N B
OH 0 o o NN
\\7 \N /
N0 R
Et;NH @
XLIIT

R= CGH5’ 4-ME-C5H4Y 4-F-CBH4' 4-CF3-06H41 C10H7Y 6-OMG-C10H6

Derivados de 1,2,3-triazolo-pirimidinas e 1,2,3-triazolo-pirimidinonas (azaguaninas) tém
atraido o interesse devido a sua similaridade estrutural com guaninas, cujos derivados exibem
boas atividades farmacéuticas, como atividades fungicidas, inseticida, antitutoral, antiviral e
anti-HIV.3°

Um estudo contendo diferentes triazolopirimidinas foi desenvolvido por DeNinno e col.*?
(XLVII, Esquema 9), onde cerca de trinta analogos foram preparados e otimizados
estruturalmente quanto a poténcia, seletividade e propriedades de absor¢do, distribuicdo,

metabolismo e excrecdo (ADME), frente a enzima fosfodiesterase.
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Esquema 9
NH,
/N CN i N X
N\NI +NC-R' —= N || /'1
/ NH2 N N/ R1
R R
XLIV XLV XLVII

i = HCI, dioxano, 100 °C, 3h
R = alquil, cicloalquil, aril, benzil, heteroaril
R'= H, Alquil, cicloalquil, aril, benzil, heteroaril

Este sistema foi selecionado pois possui baixo peso molecular e trés posicOes de
derivatizacdo (dois substituintes R e R* e um grupo amino passivel a reagdes) com os quais 0s
autores poderiam modular a poténcia, seletividade e propriedades ADME, através de diferentes
substituintes. A substituicdo no heterociclo pirimidinico foi o fato que demonstrou maior
tolerancia pela enzima, porém ndo proporcionou beneficio adicional, além do que poderia ser
alcancado com pequenos substituintes alquila. De modo a contornar esta deficiéncia e permitir
gue uma maior diversidade de analogos fosse obtida, os autores utilizaram um protocolo de
obtencdo de outros derivados a partir de 2-amino-triazol-carbonitrilas com outros substituintes.
A partir disto os autores chegaram ao composto XL V111 (Figura 12), como sendo o analogo da
série que exibiu niveis mais elevados de poténcia e seletividade com boa biodisponibilidade
para uso oral em ratos e cdes, cujo composto passou para o desenvolvimento pré-clinico, porém

foi interrompido devido a efeitos hemodinamicos significativos em caes.*?

Figura 12 — 1,2,3-Triazolopirimidina com mais elevado nivel de poténcia e seletividade em desenvolvimento

pré-clinico para inibigdo da enzima fosfodiesterase
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2.4  TACRINA: HISTORICO E MODIFICACOES ESTRUTURAIS

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa relacionado a idade,
resultando em declinio nas habilidades de linguagem, perda de memaria e funcGes cognitivas e
acompanhado de depressdo e distirbios comportamentais. 171944

A deficiéncia de acetilcolina sinaptica (ACh) é considerada uma das principais
patogéneses da DA, sendo que a ACh é degradada pelas acetilcolinesterases (AChEs). Desta
forma, a inibicdo da AChE tem sido a estratégia mais convencional para o tratamento clinico
da DAY do mesmo modo que a inibicdo da butirilcolinesterase (BChE), pois ambas so
responsaveis por afetarem a neurotransmisséo colinérgica.l”1%4* Ao se aumentar os niveis de
ACh no cérebro por meio da inibicdo dessas enzimas, é possivel reduzir o declinio cognitivo,
porém ainda ndo permitindo a recuperacio ou interrup¢do da progressdo desta doenca.®

Atualmente, ndo existe um tratamento eficaz que permita a recuperacdo ou mesmo retarde
a progressdo da DA e os tratamentos clinicos tém apenas efeitos paliativos. Tais tratamentos
incluem inibidores das AChEs, sendo divididos em quatro categorias quimicas diferentes de
inibidores da AChE em uso atualmente ou em ensaios clinicos. As substancias usadas para isso
incluem aminopiridinas, organofosfatos, carbamatos e outros. 184

O tratamento com inibidores das AChEs, tem-se empregado: tacrina, donepezil,
rivastigmina, galantamina e memantina (a antagonista do receptor do &cido N-metil-D-
aspartico, NMDA) (Figura 13). Esses inibidores restauram os déficits de neurotransmissores
que sdo os responsaveis pela fase sintomatica da doenca ap6s o inicio do processo

neurodegenerativo, ou seja, déficits cognitivos, funcionais e neuropsiquiatricos.8

Figura 13 — Compostos aprovados para o tratamento da DA

NH,

Rivastigmina Galantamina NMDA
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A tacrina (9-amino-1,2,3,4-tetra-hidroacridina ou THA) € um inibidor reversivel da
AChE e BChE, tendo esta demonstrado um perfil farmacol6gico muito mais amplo do que
apenas a inibicdo da AChE.%*6 A THA foi o primeiro inibidor potente e clinicamente eficaz da
AChE aprovado pelo FDA em 1993 para o tratamento da DA, no entanto, devido a sua
hepatotoxicidade, esta droga foi logo retirada do mercado farmacéutico em 1998.181°

Devido a boa atividade anti-AChE, baixo peso molecular (MW: 198 g/mol, menor do que
outros AChEIs aprovados), potencial atenuante da neurotoxicidade, elevada acessibilidade
sintética e possibilidade de modificacao estrutural, a THA tornou-se um tépico de pesquisa e
muitos esforcos tém se concentrado na sintese de derivados da THA para o tratamento da DA,*"
19 uma vez que esta substancia possui uma boa resisténcia para possiveis modificacdes
estruturais, sendo este um composto interessante para o desenvolvimento de novas estruturas
multifuncionais, com possiveis efeitos terapéuticos, com menor ou nenhuma hepatotoxicidade,
de modo a atuar em multiplos alvos neurais e bioquimicos os efeitos de comprometimento
cognitivo, disfuncdo motora, depressdo e neurodegeneragéo 172

Com o objetivo de aumentar a eficacia ou melhorar a seguranca em relacdo aos
medicamentos que abordam apenas um dnico alvo,®4’ pesquisas visam o desenvolvimento,
sintese e avaliacdo de novas moléculas com efeitos benéficos no tratamento da DA. Desta
forma, inibidores da AChE e compostos com propriedades anti-inflamatdrias, planejados
estruturalmente com base na relagdo bioisostérica de novos analogos da THA, tem aumentado
a eficacia dos medicamentos e a reducio de seus efeitos colaterais adversos.t”4’

Assim, a modificacdo da estrutura central da THA tem sido frequentemente usada para
encontrar novos compostos com alta poténcia anticolinesterase e seguranca toxica aceitavel.
Vérias modificaces dizem respeito ao anel de benzénico na THA, as quais, tem realizado um
aumento do numero de aneis condensados, modificacdo de seu tamanho e a introducéo de
heteroatomos,*® substituindo ou anulando efeitos com diferentes sistemas heterociclicos.*81%46
Por exemplo, diversos andlogos de THA, conjugados com heterociclos como tiofenos
(XLIX)*- pirrdis e indois (L),>2>* oxazdis, isoxazois e tiazois (L1),>°°! pirazois e imidazdis
(L11),5%6265  piridinas, pirimidinas, quinoxalinas e indolopiridinas (LII1),%7 e
pirazolopiridinas e pirazolopiranos (L1V)237475 derivados foram relatados como inibidores

de AChE multi-direcionados para uso no tratamento da DA (Figura 14).1°
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Figura 14 — Estruturas analogas a tacrina com diferentes sistemas heterociclicos
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Desta forma, com o intuito de investigar a obtencdo de inibidores da AChE e BChE mais
potentes e seletivos, trabalhos tem sido direcionados para novos analogos de THA, modificando
0 anel benzénico, incorporando um sistema aromatico de cinco membros,*9-3176.77

Uma opc¢do que tem sido aplicada é a substituicdo exploratéria em drogas bem-sucedidas
do anel de benzeno pela porc¢éo tiofeno, para a obtencao de tienopiridinas, que € amplamente
reconhecida como bioisostero do anel quinolinico na THA. Esta tem sido uma estratégia no
desenvolvimento de novas drogas, devido as suas interessantes atividades bioldgicas exibidas
em uma ampla gama de classes terapéuticas, potencial inibitério da AChE.**%"" Desta forma,
trabalhos substituindo o anel de benzeno na THA pelo anel tiofénico e isoxazolinico visa
investigar os efeitos bioldgicos dessas modificagbes estruturais da THA. 4958

Resultados obtidos por em 2010 por Badran e col.>! demonstraram atividade significativa
para compostos derivados de tienopiridinas (LVII) em comparagdo com a THA, cujos
resultados docking molecular revelaram que eles possuem interacbes comparaveis as da THA

porém com melhor atividade bioldgica (Figura 15).%*
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Figura 15 — Tienopiridinas andlogas a THA com atividade inibitéria de AChE

---R! CN o) BF3.0Et,, tolueno .~ - R
l‘ + ;S -~
\\RMNH RN
! 1
S 2 \L\::;/
LV LVII

R, R" = CH3 ~(CHp)3-, -(CHa)s-
n =1, 2, 1-indanona, 1-tetralona

Composto o
Inibicéo (%)
R, R! n
Controle 0
Tacrina 60,12
1 35,86
CHs
2 32,84
1 53,13
-(CH2)s-
2 39,84
1 15,62
-(CH2)4-
2 32,87
1-indanona 31,17
CHs
1-tetralona 34,38
-(CH2)s- 1-indanona 21,86

Em 2013, Badran e col.*®, demonstraram uma série de compostos contendo tienopiridina
analogos da THA (LX, LXIII, LXV e LXVII), aplicando uma estratégia para a obtencéo de
moléculas hibridas baseada em diferentes farmac6foros. Neste estudo os resultados
demonstraram que tais compostos possuiram atividade significativa em comparacdo com a

THA; com uma atividade inibitoria de boa a moderada (Figura 16).%°
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Figura 16 — DerivatizacGes em tienopiridinas andlogas a THA com atividade inibitéria de AChE
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i = 1-pentanol, refluxo, 24 h

ii = acido acético, refluxo, 20 h
iii = DMF, K,COs3, refluxo, 24 h
iv=DMF, ta, 24 h

R, R" = CHj ~(CHy)s-

n=34

Composto o
Inibicéo (%)
R, Rt n NR
Controle 0
Tacrina 54,91
3 - 25,15
CHs
- 41,53
4
-(CH2)s- - 35,67
3 46,20
CHs
4 55,56
2-N-isoindolina-1,3-diona
3 42,69
4 29,83
-(CH2)s- . L .
3 2-(2-(N-amino)etil)isoindolina- 43,86
4 1,3-diona 45,03
CHs o . 42,86
5-(1,2-ditiolan-3-il)-N-
. 56,73
-(CH2)s- pentanamida
4 21,41

Em 2019, El-Malah e col.*® projetaram e sintetizaran novos analogos de THA derivados
de tienopiridinas (LXX e LXXII), onde alguns dos compostos exibiram o perfil de inibicdo de
acetilcolinesterase in vivo promissores e foram submetidos & determinacéo de 1Cso in vitro.
Destes, o composto derivado da 1-tetralona e a alquilica diamina com 4 atomos de carbono
apresentou o melhor perfil com ICso de cerca de 172 nM, sendo este derivado um composto
potencial para o tratamento da DA (Figura 17).%°
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Figura 17 — Tienopiridinas andlogas a THA com atividade inibitéria de AChE

O
CN refluxo, 4 h
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n=1,2, 1-tetralona
n1=4,5

Triagem in vivo para a inibicdo (%) da atividade da
acetilcolinestrase (AChE) pelos compostos recentemente

sintetizados.

NH2(CHg)n1NH,,
etileno glicol,
Cu,0, K,CO3

7,273 55-75%

Atividade inibidora da acetilcolinestrase (AChE) in vitro
para 0s compostos expressa como valores de 1Cso e em

comparagao com a Tacrina como uma droga padréo

Composto Inibigdo Composto ICso0 (NM) de
AChE (U/g) L
n ny (%) n N1 inibicdo de AChE
Controle 1348,95+100,40 0 1 NH 278,0949,31
2
1 909,10+100,20 32,60 2 2541,96+87,10
2 NH2  1079,16+43,89 20,00 4 172,14+4,88
1-tetralona
1-tetralona 1665,66+43,89 -23,48 196,83+7,22
L 4 1255,11+150,22 6,96 Controle 67,63+2,76
5 1360,68+141,73 -0,87
) 4 1208,19+119,62 10,43
5 1243,38+108,78 7,83
4 1020,51+35,19 24,35
1-tetralona
5 1173,00+£123,02 12,04

Tanaka e col.”® avaliaram a estabilidade de isoxazoloazinas (LXXII1), na construcio de
isoxazolo[5,4-b]piridinas (LXXV1) contendo o grupo trifluormetila em sua estrutura, frente a
misturas de pentoxido de fosforo e aminas, ao qual esperava-se que 0s isoxazoOis fossem
sensiveis a essas condicdes de reacdo, porém foi demonstrado que estes reagentes se mostraram

Uteis para a preparacdo dos compostos de interesse (Esquema 10).
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Esquema 10
0 Q0
FsC ome NH2 Fsc  HN
P,0s, Et;N

7\ + 220 °C, 30 min 4 N
N\O NH, " Nl _

07 >N
LXXIII LXXIV LXXV LXXVI

O trabalho desenvolvido por Cherif e col.,®® por sua vez, desenvolveu isoxazolotacrinas
(LXX1X), visando a construcdo, avaliacdo bioldgica e o efeito da solubilidade dessas tacrinas,

para a obtencao de resultados confiaveis e satisfatérios (Esquema 11).

Esquema 11
R CN Q R NH
/ i 4 NrR!
N NH,  \-¢) N i
o 2 R1 n (o] N
LXXVII LXXVIII LXXIX

i = AICl3, 1,4-dioxano, MW, 100 °C, 30 min
R= Me, Et, CGH5

R'=H, 2-Me, 4-Me, 4-Bu

n=1,273

Como resultado deste trabalho os autores identificaram o composto 3-fenil-5,6,7,8-
tetrahidroisoxazolo[5,4-b]quinolin-4-amina como um analogo de tacrina ndo téxico para
celulas HepG2, com uma capacidade moderada e seletiva de inibi¢do da butirilcolinesterase
humana (hBChE). Com este estudo, percebeu-se também que os analogos de tacrina
substituidos pelo substituinte R = CsHs, foram 0s que se mostraram menos toxicos em relacdo
a tacrina, mostrando uma atividade anti-butirilcolinesterasica boa e seletiva, com valores de
ICs0 na faixa de pM, resultando em uma droga promissora para desenvolvimentos futuros.%®

O grupo NUQUIMHE, por sua vez, através de diversos trabalhos desenvolvidos por Silva
e col.2>27 obtiveram diferentes compostos analogos a tacrina (LXXXII). Nestes estudos, um
nucleo base 7-amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-cicloalcanos] foi obtido a partir de
espiro[croman-2,1°-cicloalcan]-4-onas (LXXI) em reagfes com 2-amino-benzonitrilas

(LXXX) na presenca de catalise &cida, com rendimentos de 30-65 % (Esquema 12).
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Esquema 12
R
0 >Z
z z E
CN :
N
o - -
Z “NH, o
"R
LXXX LXXXI LXXXII

i=(1) AICl3, 110 °C, 24 h; (2) NaOH 2 M, 110 °C, 24 h.
Z =H, 9-Br, 9-Cl, 10-Cl
n=1,2,3,3(2-Me), 3(3-Me), 3(4'-Me), 3(4'-'Bu)

Com base no estudo de docking molecular e nos ensaios in vitro de inibi¢do da AChE
para 0s compostos LXXXII, verificou-se que a atividade sobre a AChE diminuiu com o
aumento do tamanho do ciclo da porcao espirocarbociclica, provavelmente devido ao efeito
estérico do anel carbociclico, conforme foi demonstrado pelos autores nos ensaios de interacdo
com os residuos de Tyr130 e Gly118 da enzima.?®>?® Adicionalmente a presenca de um atomo
de cloro ou bromo nas posi¢cGes 9 e 10 dos compostos ndo apresentaram um aumento no
potencial anti-AChE desses compostos.?®

Como derivatizacdo dos sistemas 7-amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1’-
cicloalcanos] (LXXXII) analogos a THA e visando explorar a baixa reatividade do grupo
amino ligado a um sistema pentaciclico, foram realizadas rea¢des do tipo Clauson-Kaas, para a

formag&o de novos pirrois derivados (LXXXIV, Esquema 13).

Esquema 13
NH, UpR ry N>R
+ QOMQ I, .
MeO o
LXXXII LXXXIIT LXXXIV

i = CH3COOH (7 mL), 90 °C, 48 h.
Z =H, 9-Br, 9-Cl, 10-CI
n=1,2,3,3(4-Bu)

Este método util permitiu a sintese de uma nova série de 11 exemplos de estruturas espiro-
hexaciclicas, cujo sistema contendo o atomo de bromo na posicdo 9 também demonstrou ser
util para o uso em reacGes de acoplamento cruzado CC e CN, fornecendo analogos de tacrina
com propriedades fotofisicas interessantes devido aos efeitos eletrénicos dos novos
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substituintes inseridos (LXXXV-LXXXVII), quando comparados com seus respectivos
precursores (LXXXIV), demonstrando altos rendimentos quanticos de fluorescéncia (em

solucdo) e moderados a altos deslocamentos de Stokes (Esquema 14).

Esquema 14

LXXXVI

LXXXVII

i =Cul (10 mol%), K3POy4 (3 equiv.), 1H-indol (1,4 equiv.), tolueno (6 mL/equiv.), DMEDA (20 mol%), 110 °C, 12 h
ii = Pd(OACc); (2mol%), PPh3 (6 mol%), Cul (2 mol%), DMF (3 mL/equiv.), fenilacetileno (3,2 equiv.), e EtzN (7,2 equiv.), 110 °C, 8 h.
iii = Pd(OAc), (2 mol%), XPhos (4 mol%), and NaO'Bu (3 equiv.), tolueno (6 mL/equiv.), morfolina (3 equiv.), 100 °C, 12 h
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3 APRESENTACAO E DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Neste capitulo serdo apresentados e discutidos os resultados pertinentes aos processos
sintéticos propostos para esta tese, a numeragdo e nomenclatura dos compostos sintetizados,
assim como, as rotas sintéticas propostas e desenvolvidas, incluindo a discusséo da otimizacao
das condicdes reacionais, a purificacdo dos produtos, a elucidacéo estrutural e identificacdo dos
compostos isolados por técnicas espectroscopicas e espectrométricas, € 0S mecanismos
propostos para a formacao dos produtos.

Para a realizagdo desta tese foram selecionados inicialmente trés sistemas heterociclicos
de cinco membros, denominados, tiofeno-, isoxazol- e triazol-amino carbonitrilas, como blocos
precursores para a sintese dos compostos analogos a tacrina. Desta forma, a apresentacdo dos
compostos serd realizada demonstrando os resultados obtidos para cada um dos blocos
heterocicliclos selecionados.

Em cada secdo referente ao sistema heterociclico correspondente, sera apresentada a
sintese dos precursores referentes ao objetivo de interesse, assim como o0s dados
espectrométricos e espectroscopicos de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de H, 3C,
13C-1H HMBC e HSQC, Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (HRMS) e de difracio
de raios-X em monocristal, aos quais serdo apresentados e discutidos.

Em sequéncia, em um capitulo Unico, serdo abordados os resultados pertinentes a
derivatizacdo dos sistemas hibridos e analogos da tacrina, em reac6es envolvendo a formacao
de pirrdis, cujas caracteristicas espectrométricas e espectroscdpicas também serdo apresentadas
e discutidas.

No Esquema 15 esta representado a rota sintética adotada nesta tese.

Esquema 15
U\
- NH T p2 N
R CN (0] ! R\ 2 ! R\
2 Z X n ' Z X n
\ 7 j 1 ii 1
¥ . — > R-Y | zn — R-Y | =
RNy NHp () XTON L FTONTTE D
| Ll’_/l bR
R R i
R, R2 = alquil, aril
R1,_R21 =2H,3ciglga;qhtfg ol Heterociclos X Y Z
()n=1,2,3, 5,6-dihidronaftaleno, Tiofenos SCC

6-espiro[croman-5,1'-ciclopentano],
6-espiro[croman-5,1'-ciclohexano], Isoxazois ONC
6-espiro[croman-5,1'-cicloheptano] 1.2 3-Triazéis N N N

i = &cido de Lewis
ii = 2,5-dimetoxitetrahidrofurano, acido acético
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3.1 NOMENCLATURA E NUMERACAO DOS COMPOSTOS

As nomenclaturas adotadas para 0s compostos sintetizados seguiram as normas da Uniéo
Internacional de Quimica Pura e Aplicada (IUPAC). Na Tabela 1, estdo representadas as
estruturas, numeracdo dos compostos sintetizados, ao qual, optou-se por apresentar a
nomenclatura através de exemplos representativos das séries ja obtidas. As respectivas
nomenclaturas, na sua forma individualizada e integral, estdo apresentadas na parte

experimental desta tese.

Tabela 1 — Exemplo de nomenclatura das séries sintetizadas

(continua)
Representante da Série Nome (IUPAC)
CN
@NHZ 2-aminotiofeno-3-carbonitrila
3

espiro[croman-2,1'-ciclohexan]-4-ona

espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-

ciclohexan]-7-amina

N 5-amino-3-fenil-isoxazol-4-carbonitrila

10a
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Tabela 1 — Exemplo de nomenclatura das séries sintetizadas

(continuacdo)

3- fenil-5,6,7,8-tetrahidroisoxazolo[5,4-b]quinolin-4-

amina

5-amino-1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrila

Ph
15a
NH,
N
N\;q | 3-benzil-5,6,7,8-tetrahidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-
N b]quinolin-9-amina
Ph

7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-
e]piridina-6,1'-ciclohexano]

18ab

3.2

REACOES DE 2-AMINOTIOFENO-3-CARBONITRILAS (3, 5 COM
ESPIRO[CROMAN-2,1°-CICLOALCAN]-4-ONAS  (7) NA SINTESE DE
ESPIRO[CROMENO[4,3-b] TIENO[3,2-e]PIRIDINA-6,1'-CICLOHEXAN]-7-AMINA
(8).

Para a realizagdo do primeiro objetivo deste trabalho e considerando dados ja relatados

na literatura,®* em que, as reacles entre aminotiofeno-carbonitrilas e cicloalcanonas,

permitiram a obtencdo e o isolamento de hidrociclo-tieno-quinolinaminas/piridinaminas, o

objetivo inicial desta tese, foi avaliar o potencial sintético das 2-aminotiofeno-3-carbonitrilas

(3 e 5a-c) frente a diferentes espiro[croman-2,1°-cicloalcan]-4-onas (7), visando o isolamento
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e elucidacdo estrutural das espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-¢e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-
aminas (8) (Esquema 16).

Esquema 16
TR CN 9 '\/
“ Acido de Lewis
\\ ~ /ﬁ\ '
R s NH2 0 ' n
3,5 7
R, R"=H, -(CHp)s-, -(CHz)s-, -(CHz)s-
n=1,23

3.2.1 Sintese de 2-aminotiofeno-3-carbonitrila (3)

Em passo reacional inicial, foi sintetizado o precursor 2-aminotiofeno-3-carbonitrila (3)
conforme descrito na literatura’®, que consistiu em uma reacao envolvendo 2,5-dihidroxi-1,4-
ditiana (1) e malononitrila (2) em quantidades equimolares, utilizando DMF como solvente e
EtsN como base, a uma temperatura de 50 °C por 2 h. O tiofeno 3 foi identificado por ponto de
fusdo e RMN H, cujo rendimento foi condizente conforme descrito na literatura’, para

posterior utilizacdo em passo reacional subsequente (Esquema 17).

Esquema 17
J:SJ/OH CN DMF, Et;N CN
+ 50 °co, 2h l_g\
HO S CN 80% S NH,
1 2 3

3.2.2 Sintese de 2-amino-cicloalcano[b]tienil-3-carbonitrilas (5a-c)

Ainda como parte do primeiro objetivo deste trabalho, foram sintetizados os precursores
2-amino-cicloalcano[b]tiofeno-3-carbonitrilas 5, obtidos conforme descrito na literatura.2® O
procedimento empregou quantidades equimolares de ciclo-alcanonas (4a-e) e malononitrila (2),

0s quais foram dissolvidos em etanol absoluto, com adicdo de 1,1 equivalentes de enxofre
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elementar em pd e 1 mL/mmol de morfolina. Para a sintese de 5a-c, as misturas foram aquecidas
a temperatura de refluxo e submetidas a agitacdo magnética, por 2 horas. Os produtos 5 foram
entdo purificados por recristalizagdo em etanol, com rendimentos de 75 — 88%, os quais foram
condizentes com a literatura.® Os compostos 5, ap6s isolados e purificados, foram

identificados por ponto de fusio e RMN !H, antes de sua utilizagdo em reacdes posteriores

(Esquema 18).

Esquema 18
Sg EtOH,

o CN mérfolina CN
refluxo, 2h

* < 75-88% i\
CN n=1,23 N Ng NH,
4a-c’ 2 5a-c

3.2.3 Sintese de espiro[croman-2,1°-cicloalcan]-4-onas (7a-c)

As cetonas precursoras 7a-c, ou seja, as espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-onas, foram
sintetizadas conforme ja descrito na literatura por Kabbe® 8 e aperfeicoado pelo grupo
NUQUIMHE/UFSM.238 As reagbes consistiram em ciclo-condensacbes promovidas por
pirrolidina e envolveram a 2-hidréxi-acetofenona (6) e as ciclo-alcanonas (4a-c). As condi¢des
reacionais utilizadas, bem como os rendimentos obtidos nesta tese, encontram-se representados

no Esquema 19.

Esquema 19
O O pirolidina, O
110 °C, 6h
- 0, Q|
OH . 65-90 % o ]
6 4a-c 7a-c

As reaces de ciclo-condensacao foram conduzidas em quantidades de 50 mmol para cada
cetona ciclica (4a-c) utilizando aquecimento convencional e agitagdo magnética, mantendo a
mistura em 110 °C por 6 horas. Posteriormente o produto foi isolado mediante a uma destilacéo

a pressdo reduzida. As espiro-cromanonas (7a-c) foram obtidas como 6leos amarelos em
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rendimentos semelhantes aos descritos na literatura e identificadas através de seus pontos de
ebulicdo e RMN de H.

3.2.4 Sintese de espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-aminas (8)

Visando a sintese da série de espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-
7-aminas (8), de acordo com o primeiro objetivo apresentado nesta tese, descreve-se
inicialmente a otimizacao das condicdes reacionais, buscando obter-se o melhor rendimento a
partir da rota sintética proposta. As espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-
ciclohexan]-7-aminas foram obtidas através de uma reacdo de ciclocondensacdo entre
espiro[croman-2,1°-cicloalcan]-4-onas (7a-c) e tienil-aminonitrilas (3, 5a-c) na presenca de um
acido de Lewis.

Devido a ampla variedade de atividades bioldgicas que os compostos derivados de
tacrinas e hidrociclo-tieno-quinolinaminas/piridinaminas apresentam, a literatura é rica em
escopo de métodos sintéticos utilizados para obté-las*®>:768, Desta forma, inicialmente foram
utilizados os compostos 3 (R, R! = H) e 7a (n = 2) como materiais de partida, visando
estabelecer a melhor condicgdo reacional para a obtencao dos heterociclos hibridos 8.

Baseando-se em procedimentos experimentais ja descritos na literatura?®>1768
inicialmente foram realizados testes para uma escolha otimizada do solvente, do acido de Lewis

e da estequiometria mais adequada para esta transformacao quimica (Tabela 2).
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Tabela 2 — Otimizacdo das condi¢des reacionais para a sintese dos compostos 8.

CN Q
[, —¢
s~ "NH, o\ S
3

7b
Entrada® 7b Solvente Acido de Lewis  Rendimento® 8ab
(mmol) (mmol)  (mL/mmol) (mmol) (%)
1 1 1 - AlCl3 (1) 28
2° 1 - AICls (1) d
3 1 1 Tolueno (5 mL) AICl3 (1) 25
4 1 1  Tolueno (0,3 mL) AICI3 (1) 26
5 1 1  Tolueno (1,2 mL) AICl3 (1) 15
6 1.2 1 - AlICI3 (1) 18
7 1 1.2 - AICI3 (1) 11
8 1 1 - AlCl3 (1,2) 11
9 1 1 - InCls (1) 6
10 1 1 - FeCls (1) 5
11 1 1 - BF3.0Ety(1) 3
12 1 1 - ZnCl (1) d
13¢ 1 1 - AlICI3 (1) 20

aCondig&o reacional: (1) 110 °C, 24 h; (2) Sol. ag. NaOH 2M, 110 °C, 24 h. ®PRendimento obtido apds purificacio
via coluna cromatrografica; ‘Reacéo realizada por irradiacdo de microondas. “Degradacio dos materiais de partida
e obtencdo apenas do intermediario ndo ciclizado; ¢ Reacdo realizada sob atmosfera de argbnio.

Inicialmente, com base em trabalhos desenvolvidos por Bonacorso e col.,®® foi empregado
0 uso de uma quantidade equimolar (1 mmol) dos materiais de partida tiofeno-aminonitrila (3)
e espiro[croman-2,1°-cicloalcan]-4-ona (7b), assim como, 1 mmol de AICIz como &cido de
Lewis e na auséncia de qualquer solvente. Estas condi¢des forneceram o composto 8ab em um
rendimento de somente 28%.

Como a literatura descreve a obtencdo de estruturas semelhantes usando irradiacdo de
micro-ondas,>8%-88 seguimos a mesma relagdo estequiométrica quando usamos o aquecimento

térmico convencional, no tempo de 30 min; a reacdo foi realizada seguindo as condic¢des
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descritas na literatura,® cujos resultados foram insatisfatorios e resultaram na degradacéo dos
materiais de partida e obtencao apenas do intermediario ndo ciclico (Tabela 2, entrada 2).

Dado o uso generalizado de tolueno como solvente para obter compostos semelhantes aos
pretendidos®?, foram realizados testes variando a quantidade de solvente utilizada (Tabela 2,
entradas 3-5), visando o0 aumento de rendimento. Entretanto, tal fato ndo ocorreu, percebendo-
se um decréscimo ou estabilizacdo no valor de rendimento (15-26%). Como a presenca de
solvente ndo apresentou um acréscimo no valor de rendimento, decidiu-se avaliar
individualmente a estequiometria dos materiais de partida e acido de Lewis (Tabela 2, entradas
6-8), porém, tais tentativas ndo mostraram efeitos positivos para a elevacdo do rendimento.

Foram avaliados ainda diferentes tipos de &cidos de Lewis (AlCls, InCls, FeCls, BF3.OEt,
e ZnCly, Tabela 2, entradas 1 e 8-11, respectivamente) na sintese do composto 8ab. Entre todos
os acidos de Lewis testados na auséncia de solvente, o AICI; foi 0 que se mostrou mais eficiente
na sintese do composto de interesse, com rendimento de 28%. Ainda, considerando a
possibilidade da reacéo entre a umidade do ar com os acidos de Lewis, avaliou-se a presenga
de atmosfera de argdnio, como fato que poderia ser positivo na elevacdo de rendimento, porém
tal efeito ndo foi observado (Tabela 2, entrada 13).

Desta forma, estabeleceu-se que a melhor condicdo reacional para a obtencdo dos
compostos 8, foi através da metodologia que emprega quantidades equimolares de tienil-
aminonitrila (3 e 4a-c), espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-4-onas (7a-c) e de AlCls, sob agitagédo
e aquecimento de 110 °C por 24 h, seguido da adi¢do de uma solucdo aquosa de NaOH 2M (6
mL/mmol), por adicionais 24 h a 110 °C. Assim, esta metodologia foi estendida para a obtencéo
de uma série inédita de doze exemplares para os compostos 8, variando substituintes R e R e
0 numero de unidades metilénicas (n) da porcdo espiro-carbociclica. Os rendimentos, apds o
isolamento dos produtos, variaram na faixa de 20-33% (Tabela 3).

Os baixos valores de rendimento (20-33%) podem ser inicialmente atribuidos a alta
complexidade estrutural dos compostos desejados 8. A literatura ndo traz valores tdo altos para
compostos semelhantes contendo a porgao espiro (30— 65%).2° Além disso, quando tiofenos
sdo utilizados para hibridizagcdo em sistemas poliheterociclicos para obter analogos de tacrina,
como tetrahidropiridina e dihidroquinolina, também foram relatados baixos valores de
rendimentos (62 e 29%, respectivamente).®® Assim, apesar dos baixos rendimentos obtidos (20—
33%), a variacao dos substituintes R e R1 e do numero de unidades metilénicas (n) na porcéao
espirocarbociclica foram necessarias para o presente estudo avaliar a influéncia do efeito do
substituinte e tamanho das cadeias metilénicas na atividade anti-ChE.
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3.2.5 Purificagdo dos  compostos  espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-
ciclohexan]-7-aminas (8)

Para a purificacdo os compostos 8, inicialmente, apos transcorrido o tempo reacional, a
mistura foi arrefecida até a temperatura ambiente e entdo extraida com cloroférmio (3 x 25 mL),
lavada com agua destilada (2 x 50 mL) e com uma solucéo aquosa de cloreto de sodio saturada
(50 mL). A fase organica foi entdo tornada anidra com sulfato de sédio anidro e o solvente
removido em rotaevaporador sob pressdo reduzida. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel, empregando acetato de etila e hexano como eluentes e
em proporcdes que variaram de acordo com o substituinte. As principais impurezas observadas
foram a existéncia de tracos dos materiais de partida, produtos de degradacdo e de
intermediarios reacionais.

Os compostos resultantes apresentaram-se na forma de solidos beges, amarelos ou
marrons, dependendo do substituinte. Os valores de rendimento, ponto de fusdo e caracteristicas

fisicas dos compostos obtidos nesta tese, encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3. Espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1"-ciclohexan]-7-aminas (8): Caracteristicas fisicas,

Pontos de fusdo, rendimentos e HRMS.

Rl CN , -‘
1 I \
N o T R
- RMNH " 20-33%
S 2 0"\
3, ba-c Ta-c 8aa-cd

R, R" = H (3, 8aa-ca), -(CH,)s- (5a, 8ab-cb), -(CH,)4- (5b, 8ac-cc), -(CH,)s- (5¢, 8ad-cd)
n =1 (7a, 8aa-ad), 2 (7b, 8ba-bd), 3 (7c, 8ca-cd)

i = 1) 3, 5a-c (1 mmol), 7a-c (1 mmol), AICl; (1 mmol), 110 °C, 24h; 2) NaOH (6 M, 6mL/mmol), 110 °C, 24h

HRMS
Rend.?  Caracteristica P.F. Formula (g/mol)
Composto R, R? .
(%) fisica (°C) Molecular  Cal./Exp.
[M+H]*
) 309,1056/
8aa H,H 20 Sélido marrom  162-166  CigH16N2OS
L 309.1028
) 349.1369/
8ab -(CH2)3- 24 Solido bege 184-188 C21H20N205

349.1358
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) 363.1526/

8ac -(CH2)s- 32 Sélido amarelo  149-151  C2H2~N,0S
363.1507
) 377.1668/

8ad -(CH2)s- 24 Sélido amarelo  145-148  Ca3H2N.0S
377.1650
322.1213/

8ba H,H 28 Sélido marrom  161-166  Ci9H1sN2OS
322.1209
. 363.1526/

8bb -(CH)s- 26 Solido amarelo  203-206  CzH22N.0S
) 363.1512
. 377.1682/

8bc -(CHa)s- 33 Sélido bege  212-217  CasH2N20S
377.1686
) 391.1839/

8bd -(CH)s- 24 Solido amarelo  154-157  Ca4H2sN20S
391.1816
) 359.1189/

8ca H, H 20 Soélido bege 154-158  CyoH20N.0S
359.1209°
) 377.1682/

8cb -(CH2)s- 22 Sélido amarelo  194-199  Ca3H2N.0S
3 377.1675
) 391.1839/

8cc -(CH2)s- 23 Sélido amarelo  160-163  Ca4H2sN20S
391.1854
. 427.1815/

8cd -(CHZ)S' 20 Solido amarelo  169-171 CasH2sN,0S
427.1849°

aRendimento isolado. ® [M+Na]*.
3.2.6 Espiro[cromenol[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-aminas (8):

Identificacdo Estrutural por espectroscopia de RMN e Difragdo de raios-X

A identificacdo dos compostos 8 foi realizada através das técnicas de RMN de *H e 13C.

Também foi necessario a utilizagio da espectroscopia de RMN bidimensional de *C-'H HMBC

e HSQC para uma correta atribuicdo dos deslocamentos quimicos (sinais) relativos aos

compostos obtidos. Em sequéncia, foi realizada a analise por difracdo de raio-X em monocrisal

de um exemplo da seérie, para a identificacdo estrutural inequivoca das moléculas inéditas 8.

Nesta secdo, serdo apresentados e discutidos os dados de RMN para o composto 8ba (R=R'=

H, n = 2, Figura 18), como um exemplo estrutural selecionado para a atribui¢do de sinais da

série 8. Os dados espectroscopicos de RMN para as demais moléculas da série 8 serdo

apresentados na parte experimental e nos anexos desta tese.
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Figura 18 — Férmula estrutural e a numeracdo dos atomaos principais para o heterociclo 8ba

3.2.6.1RMN de 'H, ¥C, ¥C-1H HMBC e HSQC de espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-
e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-aminas (8):

Os espectros de RMN de *H e 1*C obtidos para as séries de compostos 8 foram registrados
em CDCls utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. As atribuicdes dos sinais
foram baseadas em dados publicados na literatura para compostos semelhantes*®>1768% ¢ em

experimentos de correlagio bidimensionais, ou seja, RMN 2D de **C-'H HMBC e HSQC.

Figura 19 — Espectro de RMN de *H a 600 MHz, em CDCl; do composto espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-

e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-amina (8ba)

n o
Mm ™M
BOBBBONNNNNNRNNNNNNRNNNNNNGOOSOCOSTANNANNNNNNNNNNNNNA A A A A A A A
e e e s e e e |
3,9 (m)
7.27
CH2 (m)| | CH2 (m)
2.01 1.35
18(23) NH2 (s) CH2 (m) | CH2 (m)
3(7.81, 1.69 4.60 2.29 1.63
CH2 (m)
1.86
4
3
| JL
g S8 a
< ce e o
— N = —
T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0
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Observa-se no espectro de RMN de H, para a molécula da espiro[cromeno[4,3-
b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-amina (8ba) (Figura 19) que: na regido de 8,27 ppm
tem-se um sinal relativo a um duplo dupleto e referente ao hidrogénio H-1, do anel cromano,
com J=7,81¢e 1,69 Hz. Estes acoplamentos se devem a interacdo com os demais hidrogénios
do respectivo anel. Em 7,27 ppm pode-se observar um multipleto referente aos hidrogénios H-
3 (do anel cromano) e H-9 (do anel tiofeno). Em 7,12 ppm é possivel observar um dupleto
referente ao H-8 com J = 6,06 Hz referente a porcao heterociclica do tiofeno. A regido de 7,04
ppm apresenta um tripleto referente ao hidrogénio H-2 do anel cromano, além de um duplo
dupleto em 7,49 ppm, referente ao hidrogénio H-4 do anel cromano e com J = 8,06 e 1,15 Hz.
A regido de 4,60 ppm apresenta um sinal em forma de um simpleto caracteristico e referente ao
deslocamento dos dois hidrogénios ligados ao atomo de nitrogénio (grupo NHy).

Observa-se ainda que, com menor deslocamento quimico, com desdobramento sob forma
de multipletos, 10 hidrogénios (5 unidades CHy), referentes a porc¢do espiro-cicloexilica ligada

ao espiro C-6 do anel cromano, com deslocamentos quimicos de 2,29, 2,01, 1,86, 1,63 e 1,36

ppm.

Figura 20 — Espectro de RMN de **C & 150 MHz, em CDCls, do composto espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-

e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-amina (8ba)
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O espectro de RMN de $3C desacoplado obtido para o composto 8ba (Figura 20) observa-
se um sinal referente ao carbono C-10a em 161,35 ppm, carbono este mais desblindado por
estar vizinho ao atomo de nitrogénio da piridina e do enxofre do tiofeno; em 153,21 ppm o
carbono C-11b; em 147,40 ppm o sinal referente ao carbono C-11a, carbono vizinho ao &tomo
de nitrogénio da piridina e do anel cromano; em 143,77 ppm o sinal referente ao carbono C-7,
carbono ligado ao 4tomo de nitrogénio (NH-), que causa a desblindagem deste sinal para tal
regido caracteristica; em 130,68, 125,66 e 123,89 ppm tém-se os sinais referentes aos carbonos
C-3, C-1 e C-4ado anel cromano, respectivamente; em 123,70 ppm observa-se o sinal referente
ao carbono C-9 do anel tiofeno; em 121.67 ppm o sinal referente ao carbono C-2 do anel
cromano; em 121.54 ppm apresenta-se o sinal referente ao carbono C-7a; em 117,01 ppm
observam-se dois sinais sobrepostos, referentes aos carbono C-4 e C-8, tal fato identificado
através dos experimentos de RMN em duas dimensdes (**C-*H HMBC e HSQC) e em 114,00
ppm apresenta-se o sinal referente ao carbono C-6a. O sinal referente ao carbono espiro C-6,
apresenta um deslocamento quimico de 79,53 ppm. Com menor deslocamento quimico, 0s
sinais referentes aos carbonos da porcdo espiro-carbociclica (CHz), sdo observados com
deslocamentos quimicos de 34,37, 25,47 e 21.61 ppm.

De modo a complementar e realizar a atribuigdo correta dos sinais nos espectros de RMN
de H e BC foi realizado o experimento de RMN em duas dimensdes de HSQC de modo a

atribuir os carbonos hidrogenados do composto 8ba (Figura 21).



Figura 21 — Espectro de RMN 2D 3C-H HSQC, 600 MHz, em CDCls, do composto espiro[cromeno[4,3-

b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-amina (8ba)
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Figura 22 — Expanséo 1 do espectro de RMN 2D *3C-H HSQC, 600 MHz, em CDCls, do composto

espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-amina (8ba)
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Utilizando o espectro de HSQC, expansao 1 (Figura 22), observou-se a interacdo entre o
duplo dupleto em 8,27 ppm (J = 7,81 e 1,69 Hz) referente ao H-1 com seu respectivo carbono
C-1 em 125,66 ppm. Foi possivel observar também a confirmacdo dos sinais referentes aos
hidrogénios H-3 e H-9, que se encontram sobrepostos em 7,27 ppm, e que no espectro de
carbono estdo em regides e desdobramentos bem caracteristicos para os carbonos C-3 (130,69
ppm) e C-9 (123,7 ppm). Foi possivel realizar ainda a confirmacdo dos sinais referentes aos
carbonos C-4 e C-8, em 117,01 ppm, que se encontram sobrepostos, e que no espectro de
hidrogénio estdo em regides bem definidas, com o hidrogénio H-8 na forma de um dupleto em
7,12 ppm, com J = 6,06, e em 6,95 Hz, o hidrogénio H-4, como um duplo dupleto, com J = 8,06
e 1,15 Hz. Também foi possivel confirmar os sinais referentes ao H-2 e C-2, que se desdobra
na forma de um triplo dupleto em 7,04 ppm, com J = 7,50 e 1,16, no espectro de hidrogénio,
COMO 0 Seu respectivo carbono em 121,27 ppm

Desta forma, para complementar a atribuicéo dos sinais foi realizado uma anélise de RMN
em duas dimensoes, tipo HMBC, que correlaciona hidrogénios e carbonos a duas e trés ligacdes
de distancia (Figura 23). O espectro para 0 composto 8ab bem como as regides do espectro

foram expandidas para uma maior clareza da anélise.

Figura 23 — Espectro de RMN 2D *3C-*H HMBC, 600 MHz, em CDCls, do composto espiro[cromeno[4,3-

b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-amina (8ba)
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Figura 24 — Expanséo 1 do espectro de RMN 2D **C-*H HMBC, 600 MHz, em CDCls, do composto
espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-amina (8ba)
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Na expanséo 1 (Figura 24) é possivel observar o acoplamento do hidrogénio H-1 com os
carbonos C-3 e C-11b a duas ligacdes de distancia e a trés ligacbes com o carbono C-11a.
Observa-se também que os acoplamentos entre o hidrogénio H-4 a duas ligacdes com o carbono
C-2 e a trés ligagdes com o carbono C-11b. E possivel se observar o acoplamento entre o
hidrogénio H-2 a duas ligacdes com o carbono C-4 e a trés ligacdes com o carbono C-4a, fica
evidenciada também a interacdo do hidrogénio H-8 com os carbonos C-7a e C-10a, a trés
ligacOes de distancia. Observa-se ainda os acoplamentos entre os hidrogénios H-2 e H-9, que
se encontram sobrepostos, em que o hidrogénio H-3 interage com os carbonos C-2, a duas
ligacOes, e C-11b, a trés ligacOes, e o hidrogénio H-9 interage com os carbonos C-7a e C-8, a

duas ligagdes, e C-10a, a trés ligagdes.
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Figura 25 — Expansao 2 do espectro de RMN 2D **C-*H HMBC, 600 MHz, em CDCls, do composto
espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-amina (8ba)
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Na expansdo 2 (Figura 25) é possivel observar os acoplamentos entre os hidrogénios,
ligados ao 4tomo de nitrogénio do grupo amino (NH2) com os atomos de carbonos a trés
ligacGes adjacentes C-6a e C-7a.

Os dados e os espectros de RMN de *H e 'C dos demais compostos 8aa-cd encontram-
se nos anexos desta tese, cujas variagcbes nos deslocamentos quimicos encontradas para 0s
demais compostos foram atribuidas levando em consideracéo o efeito do substituinte R, os quais

demonstraram pequenas variagoes.

3.2.6.2 Analise por Difragdo de Raio-X em monocristal para 0 composto espiro[cromeno[4,3-

b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-amina (8ba)

De modo a complementar a caracterizagdo das espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-
e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-aminas (8), foi realizado a determinagdo por difracdo de raio-X
em monocristal (Figura 26) para o composto 8ba, visando determinar a estrutura molecular e

conformacédo real dos compostos em fase solida. Através dos monocristais obtidos para o
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composto 8ba, gerados através da evaporacao lenta em cloroférmio, a temperatura ambiente,
foi possivel a aquisicdo dos dados cristalograficos do composto 8ba e a elucidagdo estrutural

do mesmo, conforme pode-se verificar no ORTEP apresentado na Figura 26.

Figura 26 — ORTEP obtido para o composto espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-amina
(8ba)

A partir dos dados de refinamento do composto 8ba, péde-se confirmar a obtengdo do
composto de interesse, através da formacdo do sistema hibrido espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-
e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-amina constituido pela fusdo direcionada entre um tiofeno, uma
piridina e um cromeno conforme projetado teoricamente.

O angulo de tor¢cdo C8-C7a-C10a-N11 para o composto 8ba é 179,91°, o que indica que
0s anéis tiofeno e piridina apresentam coplanaridade. A coplanaridade também é confirmada
pelo angulo diedro de 2,34° entre os &tomos do anel piridinico N11-C10a-C7a-C7 e 1,38° para
os atomos tiofeno S10-C10a-C7a-C8. Uma pesquisa na literatura também mostrou que a
geometria espacial observada para esta fracdo da nova tacrina 8ba é bastante semelhante a
alguns sistemas de tienopiridinas aromaticas.*

O composto 8ba apresenta um angulo de tor¢do observado de 15,45° para a sequéncia
atdbmica N11-C11a-Cl11b-C, indicando que o anel benzénico fundido a C4a-Cllb do
heterociclo pirano ndo aromético ndo é coplanar a por¢éo tienopiridina.

O éangulo de ligacdo de 109,57° observado para O5-C6-C6a indica uma geometria
tetraédrica para o &tomo de carbono espiro C(6), cujo comprimento de ligacdo de 1,459 A para
C6-05 é esperado e semelhante para uma ligacdo carbono-oxigénio com hibridizagao sp® para

ambos 0s 4tomos e em uma conformacao cadeira ja esperada.® .
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Os dados de difracdo de raio-X em monocristal também mostram que o atomo de
nitrogénio N71 no grupo NH: tem uma geometria piramidal ligeiramente distorcida, fato
observado em outros trabalhos contendo compostos semelhantes ao desenvolvido.*

Este fato pode ter ocorrido devido ao composto apresentar uma forte ligacdo de
hidrogénio N71-H71a---N11, com distancia interatbmica de 3,205 A entre os atomos
N71---N11, e uma ligagdo de hidrogénio fraca entre os &tomos N71-H71A:--S10, com uma
distancia interatbmica de 3,679 A entre os 4&tomos N71---S10. Juntas, essas duas interacoes
sugerem que o composto 8ba atua de forma bidentada como doador e aceptor de prétons,
formando um pseudo-anel de seis membros semelhante a compostos descritos na literatura.®
(Figura 27)

Figura 27 — (a) Vista lateral e (b) projecdo das pontes de hidrogénio no empacotamento cristalino do composto
8ba

Os dados cristalograficos mais detalhados para analises de maior interesse estrutural

encontram-se nos anexos desta tese.

3.2.7 Atividade inibitoria in vitro de AChE e BChE

Um dos tratamentos da DA mais amplamente utilizados é baseado em medicamentos
inibidores da AChE, como tacrina, donepezil, galantamina e rivastigmina, que, ao inibir a
enzima, aumentam a transmissdo de impulsos elétricos no sistema colinérgico.® Desta forma,
devido a similaridade estrutural dos compostos 8aa-cd e visando verificar a capacidade

inibitdrio destes, a série de compostos 8 foram avaliados como possiveis novos inibidores de
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Homo sapiens AChE e BChE de eritrécitos e plasma, respectivamente, na concentracéo de 10
uM. Os compostos 8aa, 8ba e 8ca, todos estes contendo substituintes R, R* = H na porgéo do
anel tiofénico e com diferentes numeros de unidades metilénicas (n = 1, 2 e 3), inibiram
significativamente a acdo de BChE (77, 76 e 83%, respectivamente; p-value<0,0001; Figura
28) em uma faixa semelhante aos analogos 7-amina-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1'-
cicloalcanos] ja descritos pelo grupo NUQUIMHE.?® Os demais compostos ndo apresentaram
capacidade inibitoria significativa. O teste enziméatico com a AChE revelou uma incapacidade
dos compostos em inibir esta enzima (Figura 29), sugerindo uma possivel seletividade dos
compostos para BChE. Este fato se torna interessante, pois em casos avangados de DA, os niveis
de BChE aumentam consideravelmente e gradualmente, enquanto os niveis de AChE diminuem
até 85% em algumas areas do cérebro,® além disso, ha evidéncias de uma relagio entre altos
niveis de BChE e maior densidade e patogenicidade da placa f-amiléide em pacientes com
DA,*® e compostos que apresentem esta caracterisca podem atuar como agentes seletivos a DA.
Os compostos 8aa, 8ba e 8ca foram aparentemente melhores inibidores de BChE do que
compostos cicloalquiltieno[2,3-b]quinolina/piridina,®’ e estdo na mesma faixa de inibicio das
espirocromeno[4,3-b]quinolinas?® relatadas anteriormente. Em contraste com os analogos de
tienopiridina-tacrina,®® as moléculas aqui estudadas ndo sdo inibidores potentes de AChE,
sugerindo que a porcao espiro pode afetar sua acdo. Nesse sentido, esses dados preliminares
sugerem que os hibridos de tacrina espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina]-7-amina (8) sdo
inibidores promissores de BChE podendo ser melhor estudados como potenciais drogas para

tratar a DA em estagios avancgados.

Tabela 4 — Relagéo dos compostos 8 utilizados nos ensaios de atividade inibitéria de AChE e BChE

Composto R, R! n
8aa H, H
8ab -(CH2)s-
8ac -(CH2)4-
8ad -(CH2)s-
8ba H,H
8bb -(CH2)s-
8bc -(CH2)-
8bd -(CH2)s-
8ca H,H
8ch -(CH2)s-
8cc -(CH2)4-

8cd -(CH2)s-
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Figura 28 — Ensaios de atividade inibitéria de AChE para compostos 8aa-cd. Os dados foram expressos como
média £ SEM, n= 9, *p-value < 0.0001; ASCh = iodeto de acetiltiocolina.
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Figura 29 — Ensaios de atividade inibitéria de BChE para os compostos 8aa—cd (10 uM). Os dados foram

expressos como média = SEM, n= 3, *p-value <0.0001; ASCh = iodeto de acetiltiocolina.
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3.2.8 Andlise in silico de AChE e BChE por docking molecular

nmol ASCh
hidrolizado / min / mg de proteina

Realizou-se também a analise in silico de docking molecular de modo a entender acerca
das interacGes entre os compostos 8aa-cd e as enzimas AChE e BChE. Os dados in vitro
demonstraram que as moléculas 8aa—cd foram incapazes de inibir a AChE, e as simulacdes de
docking indicam que elas interagem na regido superficial do sitio ativo (Figura 30 e Figura 31)
no subsitio anidnico periférico, fazendo interagGes hidrofobicas com o residuo Trp286 (Figura
31), sugerindo ser inibidores fracos. No entanto, os hibridos de tacrina 8aa-cd se ligam na
regido inferior do sitio ativo de BChE (Figura 30 e Figura 32). Os compostos 8aa, 8ba e 8ca
demonstraram ser inibidores de BChE, e a posicao de ligacao prevista obtida a partir do docking
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molecular mostrou claramente uma conformacéo distinta entre 0os compostos inibidores e ndo
inibidores (Figura 31 e Tabela 5). Os compostos 8aa, 8ba e 8ca, que ndo possuem substituintes
no anel tiofeno (R, R' = H), adotam uma conformacio semelhante, onde o grupo tiofeno
interage com o Trp231 da cavidade de ligacao acila, a por¢do cromeno interage com o Trp82
do subsitio ani6nico e o grupo amina fez uma ligacéo de hidrogénio com o residuo Pro285. As
demais moléculas 8 apresentam conformacdes diferentes, possivelmente devido a um maior
impedimento estérico dos anéis alifaticos, e as interagfes ocorrem principalmente entre a
porcdo cromeno e Trp231. Os dados sugerem que a cavidade de ligacao e as interacdes adotadas
por 8aa, 8ba e 8ca sdo essenciais para a inibicdo de BChE nesta classe molecular e, de fato, as
interagBes quimicas com Trp231, Trp82 e Pro285 ja foram relatadas para inibidores de
BchE.99,100

Figura 30 — Estruturas AChE e BChE com composto 8aa (molécula representativa) em seus sitios ativos

HsAChE HsBChE
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Figura 31 — Interacdes de 8aa (A), 8ab (B), 8ac (C), 8ad (D), 8ba (E), 8bb (F), 8bc (G), 8bd (H), 8ca (1), 8cb
(J), 8cc (K), e 8cd (L) com o sitio ativo da AChE.

Figura 32 — Interagdes de 8aa (A), 8ab (B), 8ac (C), 8ad (D), 8ba (E), 8bb (F), 8bc (G), 8bd (H), 8ca (1), 8cb
(J), 8cc (K), e 8cd (L) com o sitio ativo da BChE.
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Tabela 5 — InteracGes e AG previsto (kcal/mol) entre BChE e 8aa—cd

Residuo Tipo 8aa 8ab 8ac 8ad 8ba 8bb 8bc 8bd 8ca 8cb 8cc 8cd

T-T 5,0 - - - 4,9 - - - 5,0 - - -

Trp82 - 53 i ] ] 50 ) ) ] 22 ] ] ]
GIvii6 m-amida - 53 51 50 - 51 52 49 - 51 49 50
y m-amida - 42 41 40 - 42 42 40 - 41 40 41
Trp231 T-T 49 49 49 48 50 49 49 48 49 51 49 50

T-T 49 49 48 48 51 49 49 48 50 52 51 52
Leu286 =-alquil 53 50 50 50 54 50 50 50 54 54 54 54
-1 52 53 54 54 51 54 53 54 52 53 54 54

Phes2s 1+ s . . . 55 . . 1 56 . 1
His438 nm-alquil - 49 49 52 - 49 50 52 - 52 52 54
Ser198 H-bond 27 - - - 26 - - - 27 - - -
Pro285 H-bond 2,7 - - - 2,4 - - - 2,3 - - -

AG  kcal/mol -85 -10,6 -109 -11,0 -10,1 -10,9 -11,2 -11,2 -10,2 -10,7 -10,9 -10,9

33 REAGCOES DE 5-AMINO-3-ARIL/HETEROARIL-ISOXAZOL-4-CARBONITRILAS
(10a-h) COM CICLO-ALCANONAS (4a-¢)

Para a realizacdo do segundo objetivo deste trabalho e considerando dados ja relatados
na literatura, em que, reacdes entre alguns exemplos de aminoisoxazdis-carbonitrilas e
cicloalcanonas,® permitiram a obtencdo e o isolamento de hidrociclo-isoxazolo-
quinolinaminas/piridinaminas, esta secdo tem como objetivo avaliar o potencial sintético das 5-
amino-3-aril/heteroaril-isoxazol-4-carbonitrilas (10a-h) frente a diferentes ciclo-alcanonas (4a-
e), visando o isolamento e elucidacdo estrutural das hidrociclo-isoxazolo-

quinolinaminas/piridinaminas (11) (Esquema 20).
Esquema 20

O]

aril, heteroaril

R
n=1, 2, 3, 5,6-dihidronaftaleno
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3.3.1 Sintese de 5-amino-3-aril/heteroaril-isoxazol-4-carbonitrilas (10a-h)

Como parte do segundo objetivo deste trabalho, inicialmente realizou-se a sintese dos
diferentes precursores 5-amino-3-aril/heteroaril-isoxazol-4-carbonitrilas (10a-h), de acordo
com procedimentos descritos na literatura, 101102

Para a obtencdo dos materiais de partida de interesse, inicialmente, fez-se necessario a
obtencdo do intermediario oxima 9°, obtido atraves da reacdo entre diferentes aldeidos arilicos
(9) e cloridrato de hidroxilamina, e utilizando carbonato de potassio como base e metanol como
solvente, a temperatura ambiente por 3 h. Decorrido o tempo reacional, o solvente foi removido
sob pressao reduzida, &gua foi entdo adicionada ao residuo e o sistema de mistura foi extraido
com acetato de etila, cujas oximas 9°, foram utilizadas na etapa posterior sem purifica¢o.o
De posse das oximas 9°, em dimetilformamida, foram adicionados 1,1 mmol de N-
clorossuccinimida (NCS), em pequenas por¢des e sob baixa temperatura. Apds isso, a mistura
foi agitada a temperatura ambiente durante 16 h e, terminado o tempo reacional, o contetido foi
vertido em agua fria, a solucao foi extraida com éter dietilico e utilizada diretamente na proxima
etapa sem purificacdo adicional.1%2

Por fim, de modo a obter as 5-amino-3-aril/heteroaril-isoxazol-4-carbonitrilas (10a-h) de
interesse, preparou-se primeiramente uma solucdo de etéxido de sodio (5 mmol de Na® em
etanol), ao qual, foi adicionado uma solucdo de malononitrila (5 mmol em THF), lentamente a
temperatura ambiente. A mistura reacional foi adicionada uma solucdo do interemediario 9’
em etanol, lentamente e em banho de gelo e que, passada a adicdo, foi agitada a temperatura
ambiente por 1 h e a 45 °C por mais 1 h. A mistura foi entdo concentrada, adicionado agua
destilada e extraida com acetato de etila, lavada com uma solu¢do aquosa de cloreto de sddio
saturada (3 x 50 mL), fase organica foi entdo tornada anidra com sulfato de sédio anidro e o
solvente removido em rotaevaporador sob pressao reduzida e o produto bruto foi purificado por
recristalizacdo, empregando etanol como solvente, com rendimentos condizentes com a
literatura, 1% cujos compostos obtidos foram ainda identificados por ponto de fusdo e RMN
H, para posterior utilizagdo em passo reacional subsequente?®? (Esquema 21), em que, aqueles
que sdo inéditos e ndo possuem seus dados descritos, encontram-se apresentados na secao

experimental desta tese.
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Esquema 21
R
o, |HO-y - | HO-y CN
1 11
)]\ — > | — > | — N 4 |
R H R)\H R)\CI \O NH
2
9a-h 9a'-h' 9a"-h" 10a-h

R = CgHs, 4-OMeCgHy, 4-MeCgHy 4-FCgH4, 4-BrCgHy 4-NO,CgH,, 5-Cl-2-furil, 2-tienil
i = NH,OH.HCI, K,CO3 MeOH, t.a., 4h

ii =NCS, DMF, t.a., overnight

iii = (2) malononitrila, Na®, EtOH, THF, t.a., 1h; (2) 45 °C, 1h

3.3.2 Sintese de 3/8-aril/heteroaril-hidrociclo-isoxazolo[5,4-

b]quinolinaminas(piridinaminas) (11)

Visando a sintese da série de 3/8-aril/heteroaril-hidrociclo-isoxazolo[5,4-
b]quinolinaminas/piridinaminas (11), descreve-se inicialmente a otimizacdo das condi¢cfes
reacionais, buscando obter-se o melhor rendimento a partir da rota sintética proposta.
Inicialmente foram utilizados os compostos 10a (R= CsHs) e 4b (n = 2) como material de
partida, para estabelecer a melhor condigéo reacional, para a obteng@o dos novos compostos 11.

Baseado em procedimentos experimentais descritos na literatura, ¢ inicialmente foram
realizados testes para uma escolha otimizada da presenca de solvente, da estequiometria mais
adequada dos reagentes utilizados para esta transformacao quimica e o método de obtencéo dos

mesmos (Tabela 6).
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Tabela 6 — Otimizacdo das condi¢des reacionais para a sintese dos compostos 11

0
CN
7 N
N, | + - >
O™ NH, ©
10a 4b

10a 4b AICIls 1,4-Dioxano  Temp. Tempo Poténcia  Conversdo 1lab

Entrada
(mmol) (mmol) (mmol) (mL) ((®)] (min.) (W) (%)°
12 1 1,5 1,5 7 100 30 250 50 (45)¢
2° 1 1,5 1,5 7 100 1440 - 50 (46)¢
3 1 1,5 1,5 7 100 30 100 40
4 1 1,5 1,5 7 100 30 200 33
5 1 1,5 1,5 7 100 30 300 23
6 1 1,5 1,5 7 90 30 250 15
7 1 1,5 1,5 7 110 30 250 33
8 1 1,5 1,5 7 100 45 250 15
9 1 1,5 1,5 7 100 15 250 57
10 1 1,5 1,5 7 100 10 250 10
11 1 1,5 1,5 3 100 15 250 57
12 1 1,5 1,5 1 100 15 250 80
13 1 1,5 1,5 0,5 100 15 250 90
14 1 1,5 1,5 - 100 15 250 >95 (89)¢
15 1 1 1,5 - 100 15 250 85
16 1 1,5 1 - 100 15 250 80

2 reacGes realizadas por irradiagdo de microondas; ° reacBes conduzidas por aquecimento convencional, condigio
reacional (1) 110 °C, 24 h, (2) NaOH 2M, 110 °C, 24 h; ¢ Determinada por RMN de *H; ¢ rendimento obtido apds
recristalizagdo em EtOH.

Devido a dois compostos da série 11 ja serem descritos por Cherif e col.,”® (11ab e 11ac),
Inicialmente foi utilizada a mesma metodologia descrita na literatura, baseando-se nestes
compostos, o0 5-amino-isoxazol-4-carbonitrila (10, 1,0 mmol) foi dissolvido em 1,4-dioxano
anidro, em seguida o AICI3 como &cido de Lewis (1,5 mmol) e cicloalcanona (4b, 1,5 mmol)
foram adicionados a esta solucdo. A mistura de reacao foi aquecida a 100°C sob irradiacao de
micro-ondas por 30 min. A mistura reacional foi diluida com uma solucéo de cloroférmio/agua
(1/1) e tratada com uma solugdo aquosa de hidroxido de sodio (10% m/V) até pH 11-12. Apo6s

agitacdo durante 30 min, a mistura foi extraida com CHCls, em que se obteve uma conversao
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de 50 % ao produto de interesse, determinada por RMN de *H e um rendimento isolado, obtido
apos recristalizacdo em EtOH, de 45 % (Tabela 6, entrada 1).

Estudos para a sintese de estruturas semelhantes as desenvolvidas neste trabalho mostram
que a utilizacdo do aquecimento térmico convencional também é uma possibilidade para a
obtencdo destes compostos,® portanto, utilizando a mesma relagdo estequiométrica, quando
realizada via irradiagdo por microondas, no entanto em 1440 min (24 h) (Tabela 6, entrada 2)
;0 resultado mostrou equivalente ao da técnica via microondas, com uma conversdo de 50 % e
um rendimento isolado de 46 %, se mostrando entdo como mais viavel o método por
microondas, por demandar menos tempo e condi¢des mais brandas.

Sendo assim, visou-se uma otimizacdo dos parametros experimentais da técnica via
microondas, uma vez que, os resultados obtidos ndo se mostraram condizentes aos obtidos por
Cherif e col.,*® para o composto 11ab, onde entfo foram avaliados os parametros de poténcia
(Tabela 6, entradas 3-5), temperatura (Tabela 6, entradas 6 e 7) e temperatura (Tabela 6,
entradas 8-10), onde percebeu-se que, na entrada 9, com a diminui¢do do tempo para 15 min.,
a conversdo ao produto elevou-se para 57 %

Como a presenca de solvente nem sempre se faz necessario para a obtencdo destes
compostos, como ja demonstrado em trabalhos desenvolvidos por Bonacorso e col.,% foram
realizados testes diminuindo a quantidade de 1,4-dioxano utilizado (Tabela 6, entradas 11-14),
visando o aumento de rendimento. Através disso, percebeu-se um aumento no valor de
conversao a medida que foi diminuindo a quantidade deste, alcancando uma conversdo >95 %
e um rendimento isolado de 89 %, se mostrando entdo como mais viavel a auséncia deste para
a obtencéo do composto 11ab.

Por fim, visando o aumento de rendimento, realizou-se também testes avaliando a
estequiometria dos materiais de partida e de AICIs (Tabela 6, entradas 15 e 16), em que,
percebeu-se um decréscimo na conversdo ao produto, quando reduzido as quantidades de
cicloalcanona (4b) e AICla.

Desta forma, estabeleceu-se que a melhor condicdo reacional para a obtencdo dos
compostos 11, foi através da metodologia que emprega 1 mmol de 5-amino-isoxazol-4-
carbonitrila (10) e quantidades equimolares (1,5 mmol) de cicloalcanona (4) e AICIs, sob
irradiacdo de microondas, cujos parametros experimentais estabelecidos foram a 100 °C, 15
min. e 250 W, seguido da diluicdo com uma solugéo de cloroformio/agua (1/1) e tratada com
uma solucéo aquosa de hidréxido de sédio (10% m/V) até pH 11-12, sob agitacdo durante 30
min. Assim, esta metodologia foi estendida para a obtencdo dos demais compostos da serie 11,
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variando substituintes R e o numero de unidades metilénicas (n) da porcdo carbociclica, cujos
rendimentos variaram na faixa de 15-88 % (Tabela 7).

A variacdo dos substituintes R e nimero de unidades metilénicas (n) na por¢édo
carbociclica foram realizadas com o intuito de avaliar a influéncia do efeito substituinte e
tamanho das cadeias metilénicas na atividade anti-ChE.

Se percebeu que, quando se submeteu a reacao a sistemas poliheterociclicos nas unidades
metilénicas, como o precursor espiro[croman-2,1°-cicloalcan]-4-onas (7), ndo se percebeu a
formacéo do composto de interesse 11, fato que pode ser justificado, pois quando séo utilizados
ciclos de maior complexidade estrutural na hibridizagdo em sistemas poliheterociclicos, para
obtencdo de tacrina analogos, como pirazol com biciclo[3.3.1]nonanos (33-41%)% e
pirazolo[3,4-b]piridinas com ciclohexanona (8-18%),5? por exemplo, mostra uma tendéncia
para diminuir os estes valores.

A presenca de grupos doadores de elétrons ligados a porcdo oxadiazol também
influenciaram consideravelmente o valor de rendimento, onde se pode observar que quando ha
substituintes que aumentem a conjugacao eletrénica, como 4-OMeCgHa e 1-naftil, por exemplo,

ndo foi possivel se obter os compostos 11.

3.3.3 Purificagdo dos compostos 3/8-aril/heteroaril-hidrociclo-isoxazolo[5,4-

b]quinolinaminas/piridinaminas (11)

Para a purificacdo os compostos 11, inicialmente, apds transcorrido o tempo reacional, a
mistura foi arrefecida até a temperatura ambiente e entdo extraida com cloroférmio (3 x 25 mL),
lavada com agua destilada (2 x 50 mL) e com uma solucédo aquosa de cloreto de sodio saturada
(50 mL). A fase organica foi entdo tornada anidra com sulfato de sédio anidro e o solvente
removido em rotaevaporador sob pressdo reduzida. O produto bruto foi purificado por
recristalizacdo, empregando etanol como solvente, cujas solugdes resultantes foram submetidas
a temperatura de -7 a 0 °C durante o periodo de 24 horas. Apos, 0s precipitados foram filtrados
sob pressdo reduzida, lavados com etanol gelado e tornado anidros a pressdo reduzida,
resultando em sélidos brancos, beges, marrons ou laranjas, dependendo do substituinte.

Os valores de rendimento, ponto de fusdo e caracteristicas fisicas dos compostos obtidos

nesta tese encontram-se na Tabela 7.
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Tabela 7 — Hidrociclo-isoxazolo-quinolinaminas/piridinaminas (11): Caracteristicas fisicas, Pontos de fuséo,
rendimentos e HRMS.

O
CN ;
N\/ ‘ + (/’/::\\\ - > N
0 NH, \L‘;;’: )n 15-88%
10a-g 4a-d 11aa-gb

R = CgHs, 4-OMeCgHy, 4-MeCgHy 4-FCgHy4 4-BrCgHy 4-NO2CgHy 5-Cl-2-furil, 2-tienil
n=1, 2,3, 56-dihidronaftaleno

i = 1) 10a-g (1 mmol), 4a-d (1,5 mmol), AICI5 (1,5 mmol), MW (250 W, 100 °C, 15 min.)
2) NaOH (10 %, pH 10-11), t.a., 30 min.

. HRMS (g/mol)
Rend.? Caracteristica P.F. Férmula
Composto R n - Cal./Exp.
(%) fisica (°C) Molecular
[M+H]
1laa CH, 1 15 Sélido bege 246-248 CisH1sNsO 252.1131/252.1127
11ab” CH, 2 89 Solido marrom  252-256  CyeHisNzO b
11ac’ CH, 3 55 Sélido branco ~ 275-277 Ci7H1N:O b
1lad CH, dihidronaftaleno 88 Sélido marrom  192-195 CzoH1sNz0 314.1288/314.1282
11bb 4-MeC H, 2 35 Sélidobege  225-227 Ci7HiN;O 280.1444/280.1525
11ch 4-FCH, 2 42 Sélido branco ~ 293-296 CisHuFNsO  284.1194/284.1210
11db 4-BrC H, 2 50 Sélido bege 252255  CiHuBrN;O  344.0393/344.0410
1leb 4-NOCH, 2 72 Sélido marrom  195-197 C16H14N,O3 311.1139/311.1148
11fb 5-Cl-fur-2-il 2 25 Sélido laranja~ 102-105  CisH1,CIN3O,  290.0691/290.0710
11gb 2-tienil 2 36 Solidobege ~ 172-176  C1,HiNsOS  272.0852/272.0861
aRendimento isolado; PDescrito por Cherif e col.>®
3.3.4 3(8)-Aril/heteroaril-isoxazolo[5,4-b]quinolinaminas(piridinaminas) (11):

Identificacdo Estrutural por espectroscopia de RMN

A identificacdo dos compostos 11 foi realizada através das técnicas de RMN de H e 3C.
Nesta secéo, serdo discutidos os dados obtidos para o0 composto 11 (R= CeHs e n = 2, Figura
33), sendo que para as demais moléculas da série estas informagdes serdo apresentadas na parte
experimental e nos anexos desta tese. Devido a dois compostos da série 11 ja serem descritos
por Cherif e col.,*® (11ab e 11ac), a elucidac&o estrutural se fez baseada nos dados descritos na
literatura, baseando-se nestes compostos.



Figura 33 — Férmula estrutural e a numeracdo dos 4&tomos principais para o heterociclo 11ab
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3.3.4.1 RMN de H, 3C de 3(8)-aril/heteroaril-isoxazolo[5,4-b]quinolinaminas(piridinaminas)

(11)

Os espectros de RMN de *H e 3C obtidos para as séries de compostos 11 foram

registrados em DMSO-ds utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. As

atribuicdes dos sinais foram baseadas em dados publicados na literatura para compostos

semelhantes.®®78

Figura 34 — Espectro de RMN de *H a 600 MHz, em DMSO-dg, do composto 3-fenil-5,6,7,8-

tetrahidroisoxazolo[5,4-b]quinolin-4-amina (11ab)
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WOWWMWMVWWAONNNNNNNNNNO NANANANANANNA A A A A A A A
e e 2 N e
C6H5 (m) 8 (m)
7.59 2.48
C6H5 (m) NH2 (s) 5 (m) 6 71(7‘1;'")
8.11 6.48 2.75 15.73)
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No espectro de RMN de 'H, 3-fenil-5,6,7,8-tetrahidroisoxazolo[5,4-b]quinolin-4-amina

(11ab) (Figura 34) observa-se que nas regides de 8,11 e 7,59 ppm, 0s 5 hidrogénios aromaticos
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referentes ao substituinte R= CgHs, sob a forma de dois multipletos. Ainda, na regido de 6,48
ppm, apresenta-se um simpleto alargado caracteristico referente ao deslocamento dos dois
hidrogénios ligados ao 4&tomo de nitrogénio (grupo NH>), que evidencia claramente a obtencéo
do produto.

Nas regides de menor deslocamento quimico, observa-se ainda, dois sinais referentes aos
8 hidrogénios (4 unidades CHy), referentes a por¢édo carbociclica, onde: em 2,75 ppm tem-se
um multipleto, referente aos dois hidrogénios H-5; em 2,48 ppm um multipleto, referente aos
dois hidrogénios H-8; e em 1,78 ppm um quinteto, referente aos quatro hidrogénios H-6 e H-7,

que se sobrepdem, com J = 3,73 Hz.

Figura 35 — Espectro de RMN de *3C do composto 3-fenil-5,6,7,8-tetrahidroisoxazolo[5,4-b]quinolin-4-amina
(11ab) a 150 MHz, em DMSO-de.
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Com relagdo ao espectro de RMN de 3C desacoplado obtido para o composto 11ab
(Figura 35), foi possivel observar o sinal referente ao carbono C-8a, em 157,88 ppm, carbono
vizinho ao 4&tomo de nitrogénio da piridina e do anel carbociclico insaturado; em 156,90 ppm,
apresenta-se o sinal referente ao carbono C-9a, carbono este vizinho aos &tomos de nitrogénio

da piridina e do isoxazol. Os demais carbonos referentes ao anel piridinico C-9a e C-8a
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encontram-se em 143,06 e 108,83 ppm, respectivamente; e em 145,27 ppm o sinal referente ao
carbono C-4, carbono ligado ao 4&tomo de nitrogénio (NH>).
Além disso, os sinais, com menor deslocamento quimico, pertencentes aos carbonos C-
5, C-8, C-7 e C-6, referentes a por¢édo carbociclica, com deslocamentos quimicos de 32,79,
23,11, 22,40 e 22,08 ppm, respectivamente.
Os dados e os espectros de RMN de H e *C dos demais compostos 11 encontram-se
nos anexos desta tese, cujas variagdes nos deslocamentos quimicos encontradas para 0s demais
compostos foram atribuidas levando em consideracdo o efeito do substituinte R, os quais

demonstraram pequenas variagoes.

3.3.5 Atividade inibitéria in vitro de AChE e BChE

Devido a similaridade estrutural dos compostos 11aa-gb com medicamentos inibidores
das enzimas colinesterasicas, como descrito para 0s compostos 8, e como ja demonstrado por
Cherif e col.%® que as moléculas 11ab e 11ac, ao qual percebeu-se também que os analogos de
THA substituidos pelo substituinte R = CgHs, demonstraram uma boa e seletiva atividade anti-
BChE, verificou-se a atividade inibitdria frente a AChE e BChE da nova série de compostos
sintetizadas 11, aril substituidas.

Os ensaios de inibi¢do das enzimas colinesterasicas demonstraram que 0s novos hibridos
de tacrina 11, apresentaram uma biaxa atividade inibitoria de AChE e BChE, sendo excecao 0s
compostos 1laa, 1lad e 11gb, que apresentaram % de inibicdo para BChE interessantes
(Tabela 8).

Com os dados de % de inibicdo para BChE, percebeu-se que o tamanho da porgéo
carbociclica n ndo foi um fator de relevancia para inibigdo, pois quando se comparam os valores
de 1laa-da, percebeu-se que, grupos menores e mais volumosos ligado ao composto 11
(derivado de cicloentanona — 11aa — e tetralona — 11ad) foram os compostos que demostraram
uma inibicao enzimatica elevada (% de inibicdo para BChE de 57,71 e 79,89, respectivamente),
sugerindo que a inibicdo de BChE ndo esta diretamente afetada pelo tamanho das porgdes de
cicloalcano para os compostos 11.

Ao avaliar-se ainda a influéncia do substituinte R pode-se observar que 0 composto 11gb
(R = 2-tienil) apresentou elevada atividade inibitoria, com % de inibicdo para BChE de 71,85.

Em geral, as moléculas testadas tém valores atividade inibitéria aproximadas a outros

derivados de tacrina encontrados na literatura.>®
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Tabela 8 — Ensaios de atividade inibitéria de AChE e BChE para os compostos 11aa-gb.

R NH,
AN n
N\/ | RoER
O
n
% de inibicdo % de inibicdo
Composto (25 pM) R n
AChE? BChEP
11aa CeHy 1 25.86 57.71
11ab CH, 2 18.57 6.70
11ac CH, 3 1.03 14.08
dihidronaftaleno
11ad C,H, 0.86 79.89
11bb 4-MeC¢H, 2 10.84 4.10
11cb 4-FCH, 2 10.01 5.20
11db 4-BrC¢H, 2 0.00 4.30
11eb 4-NO,C(H, 2 0.86 13.52
11fb 5-Cl-fur-2-il 2 0.00 22.30
11gb 2-tienil 2 20.05 71.85
Tacrina* - - 02.68 97.68

& AChE de eritrocitos humanos. PBChE de Plasma de sangue humano. *Tacrina & 6.25uM.

3.3.6 Andlise in silico de AChE e BChE por docking molecular

As simulacdes de docking molecular foram aplicadas para entender as interacdes de

ligagdo dos ligantes com os alvos macromoleculares. Nesse sentido, como percebido pela

avaliacdo da capacidade inibitoria dos compostos 11 utilizando as enzimas AChE e BChE

humana, infelizmente nenhum dos compostos inibiram significativamente a AChE, mas por

outro lado, a molécula 11ad inibiu 80% da atividade da BChE. A simulacdo de docking do

composto 1lad demonstrou que este se liga no sitio ativo da BChE através de interacGes

hidrofobicas com os residuos Trp82, Tyr332 e His438, além de uma ligagéo de hidrogénio com

uma molécula de 4gua (Figura 36), de maneira semelhante a outros inibidores.1%6-108

Figura 36 — Resultados de docking molecular de BChE para os compostos 11ad. Apenas 0s principais

residuos envolvidos nas interacdes sao mostrados como bastdes. Os inibidores sdo mostrados no modelo bola e
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bastdo, com os atomos de carbono na cor ciano. As ligacdes H e as intera¢des hidrofdbicas sdo mostradas como

linhas pontilhadas verdes e rosa, respectivamente, com as distancias em A.

Tyr332

3.4 REACOES DE 5-AMINO-1-ALQUI(BENZIL/ARIL)-1H-1,2,3-TRIAZOL-4-
CARBONITRILAS (15a-k) COM CICLO-ALCANONAS (4a-¢e)

Para a realizacdo do terceiro objetivo deste trabalho e considerando dados ja relatados na
literatura, em que, amino-1,2,3-triazois-carbonitrilas utilizados para a construcdo de novos
heterociclos com potenciais propriedades bioldgicas e sintéticas,’210%11.16.36-39.4243 nesta secio
avaliou-se o0 potencial sintético das 5-amino-1-alqui(benzil/aril)-1H-1,2,3-triazolil-4-
carbonitrilas (15a-k) frente a diferentes ciclo-alcanonas (4a-e), visando o isolamento e
elucidacéo estrutural das 3/10-alquil(benzil/aril)-hidro-[1,2,3]triazolo-

quinolinaminas/piridinaminas (15) (Esquema 22).

Esquema 22
NH
0 2
N I t Py N\I | _ ,oIn
/N NH2 (‘l s )n !\l N . ,),>
R I R “T
14 4 15

R = alquil, aril, heteroaril
n=1, 2, 3, 5,6-dihidronaftaleno
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3.4.1 Sintese de 5-amino-1-alqui(benzil/aril)-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrilas (14a-k)

Como parte do terceiro objetivo deste trabalho, inicialmente realizou-se a sintese dos
diferentes precursores 5-amino-1-alqui(benzil/aril)-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrilas (14a-k).

Inicialmente se fez necesséria a obtencao das azidas arilicas, benzilicas e alquilicas. Desta
forma, as azidas benzilicas e alquilicas utilizadas neste trabalho foram obtidas atraves da reacdo
substituicdo nucleofilica alifatica com seus respetivos cloretos ou brometos com azida de sodio
utilizando DMSO como solvente a temperatura ambiente, seguindo metodologia descrita na
literatura.!'% As aril azidas, por sua vez, foram sintetizadas através da reacdo de formagéo de
sal de diazonio seguido de substituicdo por azida de s6dio em agua, seguindo metodologia
descrita na literatura (Esquema 23).1! Em ambos os casos as azidas sintetizadas foram obtidas

em rendimentos similares a literatura e utilizadas sem prévia purificacao.

Esquema 23

DMSO, ta
R—-X _NaN; , R—-Nj3

12a-c 13a-c

R = CH,Ph, CH; (CH,);CHj
X =1, Br, Cl

NH2 HC', NaN02, N2X NaN3 N3
/©/ 0°C, 10 min /©/ 25°C, 2h O/
R R R

12d-k 13d'-k’ 13d-k
R = H, OMe, Me, F, Br, SO,NH, NO, 2-Py

De posse das azidas organicas, foram sintetizados os precursores derivados de triazois de
interesse para o trabalho, sendo obtidos conforme descrito na literatura’®®2, em que,
quantidades equimolares da azida orgéanica (13a-k) e malononitrila (2) foram dissolvidos em
DMSO, juntamente com 3 mmol de K>COz anidro e a mistura foi agitada a 40-50 ° C por 4h .
Apbds decorrido o tempo reacional, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente, vertida em
agua fria e o contetdo filtrado sob pressdo reduzida. O produto foi entdo purificado por
recristalizacdo em etanol, com rendimentos condizentes com a literatura, cujos compostos
obtidos foram ainda identificados por ponto de fusdo e RMN H (Esquema 24). Aqueles que
sdo inéditos e ndo possuem seus dados descritos, encontram-se apresentados na secdo

experimental desta tese.
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Esquema 24.
K;CO3 DMsO, N | CN
50°C,4h N
RNs+ NN 7 I
N™ “NH,
R
13a-k 2 14a-k

3.4.2 Sintese de 3/10-alquil(benzil/aril)-[1,2,3]triazolo-quinolinaminas(piridinaminas)
(15)

Visando a sintese da série de 3-alquil(benzil/aril)-hidrociclo-[1,2,3]triazolo-
quinolinaminas/piridinaminas (15), descreve-se inicialmente a otimizagdo das condig¢des
reacionais, buscando-se obter o melhor rendimento a partir da rota sintética proposta.
Inicialmente foram utilizados os compostos 13a (R= CH2Ce¢Hs) e 4b (n = 2) como material de
partida, para estabelecer a melhor condig&o reacional, para a obtengdo dos novos compostos 15.

Baseado em procedimentos experimentais descritos na literatura,20214748.85113
inicialmente foram realizados testes para uma escolha otimizada do solvente, do acido de Lewis

e da estequiometria mais adequada para esta transformacdo quimica (Tabela 9).
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Tabela 9 — Otimizacdo das condicdes reacionais para a sintese dos compostos 15

NH
N CN o 2
u. S0
+ —_— N
Z‘ NH, Zj N7
Ph Ph
14a 4b

15ab
Entrada® 1l4a 4b Tolueno Acido de Lewis Rendimento® 15ab

(mmol) (mmol) (mL/mmol) (mmol) (%)
1 1 1 1 mL AICI, (1) 40
2 1 2 1 mL AlICI, (1) 20
3 1 1 2mL AICL (1) 20
4 1 1 1 mL AlClL, (2) 57
5 1 1 1 mL AICI, (3) 40
6 1 1 1 mL AICI, (2) d
7 1 1 1 mL InCl; (2) 15
8 1 1 1 mL FeCl, (2) d
9 1 1 1 mL BF,.OEt,(2) d
10 1 1 1 mL ZnCl, (2) 18
1° 1 1 1 mL AICL (1) 36

3 Condigéo reacional: (1) 110 °C, 24 h; (2) Sol. ag. NaOH 2M, 110 °C, 24 h. ® Rendimento isolado; ¢ Reagéo
realizada por irradiagdo de microondas. ¢ Degradacédo dos materiais de partida e obtencdo apenas do intermedidrio
ndo ciclizado; ® Reagdo realizada sob atmosfera de argonio.

Inicialmente foi utilizada a mesma metodologia descrita na literatura,®® empregando-se
uma quantidade equimolar (1 mmol) dos materiais de partida 5-amino-1-alqui(benzil/aril)-1H-
1,2,3-triazol-4-carbonitrila (14a) e cicloalcanona (4b), assim como 1 mmol de AICIz como
acido de Lewis, utilizando 1 mL/mmol de tolueno como solvente, em que se obteve um
rendimento de 40%, para o composto 15ab.

Visando o aumento de rendimento, realizou-se testes dobrando individualmente a
estequiometria dos materiais de partida e de AICIs, além do volume de solvente utilizado
(Tabela 9, entradas 2-4), em que, percebeu-se um decréscimo no rendimento quando foram

elevadas as quantidades de cicloalcanona (4b) e do volume de solvente, ambos 20%, j&, quando
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a estequiometria de AICIs, foi dobrada, o rendimento se estabeleceu em 57%. Desta forma,
verificou-se se 3 mmol de AICIz (Tabela 9, entrada 5), teriam um efeito positivo no acréscimo
de rendimento, fato este que ndo se demonstrou positivo, decaindo o valor de rendimento para
40%.

Estruturas semelhantes as desenvolvidas neste trabalho mostram a utilizacdo da irradiacao
por microondas como possibilidade de reducdo do tempo de reagdo,*®#-8 portanto, utilizando
a mesma relacdo estequiometrica, quando realizada via aquecimento térmico convencional, em
30 min; no entanto, o resultado foi insatisfatorio, resultando na degradacdo dos materiais de
partida e obtendo apenas o intermediario ndo ciclizado (Tabela 9, entrada 6).

Foi avaliado ainda diferentes tipos de &cido de Lewis (AICIs, InCls, FeClz, BF3.OEt; e
ZnCly, Tabela 9, entradas 5 e 7-10, respectivamente) na sintese do composto 15ab, ao qual, dos
acido de Lewis testados, o AlCIz foi o que se mostrou, novamente, mais eficiente na sintese do
composto de interesse, com rendimento de 57%. Por fim, considerando a possibilidade da
reacdo entre a umidade do ar com os &cidos de Lewis, avaliou-se a presenca de atmosfera de
argonio, como fato que poderia ser positivo na elevacdo de rendimento, porém tal efeito ndo foi
observado (Tabela 9, entrada 11).

Desta forma, estabeleceu-se que a melhor condicdo reacional para a obtencdo dos
compostos 16, foi através da metodologia empregando quantidades equimolares de partida 5-
amino-1-alqui(benzil/aril)-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrila (14a) e cicloalcanona (4b), 2 mmol
de AIClI3 e na presenga de 1 mL/mmol de tolueno como solvente, sob agitacdo e aquecimento
de 110 °C por 24 h, seguido da adicdo de uma solucdo de NaOH 2M (6 mL/mmol), por
adicionais 24 h a 110 °C. Assim, esta metodologia foi estendida para a obtencdo dos demais
compostos da série 15, variando substituintes R e 0 nimero de unidades metilénicas (n) da
porcao carbociclica, cujos rendimentos variaram de 8-57% (Tabela 10).

A variagdo dos substituintes R e numero de unidades metilénicas (n) na porcao
carbociclica foram realizadas com o intuito de avaliar a influéncia do efeito do substituinte e
do tamanho das cadeias metilénicas na atividade anti-ChE.

Se percebeu fato semelhante ocorrido aos isoxazolo derivados (11), se¢do 1.3.2 desta tese,
porém, quando se utilizou 0 mesmo precursor 1-tetranola (4c), a presenca de sistemas policiclo
na unidade metilénicas diminuiram o valor de rendimento (15ad-4%) para os derivados de
triazol, e quando utilizado sistemas poliheterociclicos, como o precursor espiro[croman-2,1°-
cicloalcan]-4-onas (7), ndo se percebeu a formacdo do composto de interesse 15, podendo ser
justificado pelo mesmo fato apresentado na se¢do 1.3.2, baseados em fatos descritos na

literatura,®162
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A presenca de grupos retiradores de elétrons ligados a porgdo 1,2,3-triazol também
influenciou consideravelmente o valor de rendimento, onde se pode observar que quando ha
substituintes halogenados, como 4-FCeH4 e 4-BrCeH4, 0s valores diminuem para 27 e 25%,
respectivamente, e quando fortes grupos retiradores de eletrons estdo presentes, como 4-
SO2NH2CgHa, 4-NO2CeH4 € 2-Py, os valores diminuem para 8, 0 e 0%, respectivamente. Esse
fato pode ser devido a uma possivel diminuicdo da nucleofilicidade do grupo amino,
responsavel pelo primeiro ataque ao grupo carbonila, proposto no mecanismo de obtencdo de

compostos analogos a tacrina.®4*14

3.4.3 Purificagdo dos compostos 3/10-alquil(benzil/aril)-[1,2,3]triazolo-

guinolinaminas(piridinaminas) (15)

Para a purificacdo dos compostos 15, inicialmente, ap6s transcorrido o tempo de
reacional, a mistura foi arrefecida até a temperatura ambiente e entdo extraida com cloroférmio
(3 x 25 mL), lavada com agua destilada (2 x 50 mL) e com uma solu¢do aquosa de cloreto de
sodio saturada (50 mL). A fase organica foi entdo tornada anidra com sulfato de sodio anidro e
0 solvente removido em rotaevaporador sob pressédo reduzida. O produto bruto foi purificado
por recristalizacdo, empregando etanol como solvente, cujas solucbes resultantes foram
submetidas a temperatura de -7 a 0 °C durante o periodo de um dia. Apds, os precipitados foram
filtrados sob pressao reduzida, lavados com etanol gelado e tornado anidros a presséo reduzida,
resultando em sélidos marrons.

Os valores de rendimento, ponto de fusdo e caracteristicas fisicas dos compostos obtidos

nesta tese encontram-se na Tabela 10.
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Tabela 10 — 3/10-alquil(benzil/aril)-[1,2,3]triazolo-quinolinaminas (piridinaminas) (15): Caracteristicas fisicas,

Pontos de fusdo, rendimentos e HRMS.

14a-i

R= CH206H5’ CH3’ ((:H2)7CH3Y CGH5’ 4-OMeCeH4Y 4-MeCsH4, 4-FCGH4’ 4-BFCGH4,
4-SOZNH2C6H4
n=1,2, 3, 5,6-dihidronaftaleno

i = 1) 14a-i (1 mmol), 4a-e (1 mmol), AICl; (2 mmol), tolueno (1 mL/mmol), 110 °C, 24h;

)

4a-e

15aa-ia

2) NaOH (6 M, 6mL/mmol), 110 °C, 24h

Rend.? Caracteristica P.F. Férmula HRMS (g/mol)
Composto R n . Cal./Exp.
(%) fisica (°C) Molecular

[M+H]*
15aa CHyPh 1 38 Sélido bege 184-189 CisHisNs 266.1400/266.1406
15ab CHPh 2 57 Sélido marrom 214-217 Ci6H17Ns 280.1557/280.1559
15ac CH,Ph 3 40 Sélido branco 180-184 Ci7H19Ns 294.1713/294.1711
15ad CH,Ph dihidronaftaleno 4 Sélido marrom 124-126 Cz0H17Ns 328.1557/328.1565
15ba CHs 2 74 Sélido bege 189-192 C1oH13Ns 204.1244/204.1250
15ca (CH.)7CHs 2 52 Sélido bege 88-91 Ci7H2Ns 302.2339/302.2347
15da CeHs 2 42 Sélido vermelho 173-176 CisH1sNs 266.1400/266.1407
15ea 4-OMeCgH, 2 42 Sélido bege 190-193 Ci16H17NsO 296.1506/296.1511
15fa 4-MeCgH, 2 44 Sélido rosa 193-196 Ci6H17Ns 280.1557/280.1564
15ga 4-FCgH4 2 27 Sélido bege 177-180 CisH14FNs 284.1306/284.1312
15ha 4-BrCeH,4 2 25 Sélido laranja 201-204 C1sH14BrNs 344.0505/344.0498
15ia 4-SO,NH,CeH4 2 8 Sélido bege 210-213 C H NOS 345.1128/345.1140

15 16 6 2

@Rendimento isolado.

3.4.4 3(10)-Alquil(aril)-[1,2,3]triazolo-quinolinaminas(piridinaminas) (15): Identificacéo

Estrutural por Espectroscopia de RMN e Difragdo de Raios-X

A identificacdo dos compostos 16 foi realizada através das técnicas de RMN de 1H e t3C.

Também foi necessario a utilizagio da espectroscopia de RMN bidimensional de **C-*H HMBC

e HSQC para uma correta atribuicdo dos deslocamentos quimicos (sinais) relativos aos

compostos obtidos. Em sequéncia, foi realizado da andlise por difracdo de raio-X em

monocrisal de um exemplo da série, para a identificacdo estrutural inequivoca das moléculas

inéditas 15. Nesta se¢do, serdo apresentados e discutidos os dados de RMN para 0 composto

15ab (R= CH.Ce¢Hs, n = 2, Figura 37), como um exemplo estrutural selecionado para a

atribuicdo de sinais da série 15. Os dados espectroscépicos de RMN para as demais moléculas

da série 15 serdo apresentados na parte experimental e nos anexos desta tese.
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Figura 37 — Férmula estrutural e a numeracdo dos atomos principais para o heterociclo 15ab

NH,

3.441RMN de 'H, ¥C, ¥C-'H HMBC e HSQC de 3(10)-alquil(aril)-[1,2,3]triazolo-

quinolinaminas(piridinaminas) (15)

Os

espectros de RMN de H e *C obtidos para as séries de compostos 15ab foram

registrados em CDCIs utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. As

atribuicdes dos sinais foram baseadas em dados publicados na literatura para compostos

semelhantes?0:21474885113 o em experimentos de correlagdo bidimensionais, ou seja, RMN 2D
de 3C-'H HMBC e HSQC.

Figura 38

— Espectro de RMN de *H, do composto 3-benzil-5,6,7,8-tetrahidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-
9-amina (15ab) & 600 MHz, em CDCls.
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Pode-se observar no espectro de RMN de 'H da 3-benzil-5,6,7,8-tetrahidro-3H-
[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-9-amina (15ab) (Figura 38) que nas regides de 7,39, 7,29 e 7,26
ppm os sinais referentes aos hidrogénios aromaticos do substituinte R = C¢Hs, ligados a porcéo
benzila do triazol. Ainda, referente a esta por¢do do composto, observa-se em 5,77 ppm 0s
hidrogénios H-3’ (CH>), com na forma de um simpleto. A regido de 5,13 ppm apresentou um
simpleto alargado caracteristico referente ao deslocamento dos dois hidrogénios ligados ao
atomo de nitrogénio (NHy).

Nas regides de campo mais alto, observa-se ainda, trés sinais referentes a 8 hidrogénios
(4 unidades CH?>), da porcdo carbociclica, onde: em 2,96 ppm tem-se um tripleto, referente aos
dois hidrogénios H-5, com J =5,99 Hz; em 2,55 ppm um tripleto, referente aos dois hidrogénios
H-8, com J = 6,13 Hz; e em 1,90 ppm um multipleto, referente aos quatro hidrogénios H-6 e

H-7, que se sobrepdem.

Figura 39 — Espectro de RMN de *C do composto 3-benzil-5,6,7,8-tetrahidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-
9-amina (15ab) a 150 MHz, em CDCls.
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No espectro de RMN de **C desacoplado obtido para o composto 15ab (Figura 39) foi
observado o sinal referente ao carbono C-4a em 159,76 ppm, em 144,94 o carbono C-3a, ambos
mais desblindados por estarem vizinhos ao atomo de nitrogénio da piridina. Em 143,06 e 108,83
ppm, encontram-se 0s demais carbonos C-9a e C-8a, respectivamente, e em 127,93 ppm o sinal
referente ao carbono C-9, carbono ligado ao 4&tomo de nitrogénio (NH-), sendo estes referentes
aos carbonos pertencentes ao anel da piridina. E em 135,94, 128,62, 128,08 e 127,25 ppm
encontram-se ainda os sinais dos carbonos aromaticos pertencentes aos substituintes R = CgHs.

Em campo mais alto, observa-se os sinais referentes aos carbonos CH, C-3” em 49,65
ppm, ligados a porcéo benzila do triazol, e os carbonos C-5, C-8, C-6 e C-7, referentes a porcao
carbociclica, com deslocamentos quimicos de 34,15, 23,04, 22,82 e 2257 ppm,
respectivamente.

De modo a complementar a atribuicdo dos sinais nos espectros de RMN de *H e 3C foi
realizado um espectro de RMN em duas dimensdes de HSQC de modo a atribuir os carbonos
hidrogenados do composto 15ab.(Figura 40)

Figura 40 — Espectro de RMN 2D *3*C-'H HSQC, 600 MHz, em CDCls, do composto 3-benzil-5,6,7,8-
tetrahydro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-9-amina (15ab)
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No espectro de HSQC (Figura 40) observa-se a interacdo entre o simpleto em 5,77 ppm
referente aos hidrogénios H-3’com seu respectivo carbono C-3’ em 49,65 ppm. Em campo mais
alto, em ambos os espectros (*H e 13C), foi possivel observar também a confirmag&o dos sinais
referentes a porcédo carbociclica da estrutura, tendo as interagdes dos sinais referentes aos H-5,
6, 7 e 8, com seus respectivos carbonos. E fica demonstrado também a interacdo entre os
hidrogénios e carbonos respectivos da por¢do aromaética do substituinte R = CeHs.

Desta forma, para complementar a atribuicdo dos sinais foi realizado uma analise de RMN
em duas dimensdes HMBC que correlaciona hidrogénios e carbonos a duas e trés ligacdes de
distancia (Figura 41). O espectro para 0 composto 15ab bem como as regides do espectro foram

expandidas para uma maior clareza da analise.

Figura 41 — Espectro de RMN 2D *C-'H HMBC, 600 MHz, em CDCls, do composto 3-benzil-5,6,7,8-
tetrahidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-9-amina (15ab)
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No espectro de HMBC (Figura 41) é possivel observar o acoplamento dos hidrogénios
aromaticos pertencentes ao substituinte R = CsHs com o carbono C-3°, além dos acoplamentos

entre os hidrogénios e carbonos da porcio aromatica do substituinte R. E possivel se observar
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0 acoplamento entre os hidrogénios H-3> com os carbonos arométicos pertencentes ao
substituinte R = CgHs €, a trés ligacGes de distancia, com o carbono C-3a.

Observa-se ainda, os acoplamentos entre os hidrogénios, ligados ao atomo de nitrogénio
do grupo amino (NH2) com os atomos de carbonos C-9a a duas ligagOes de distancia e trés
ligacOes, o acoplamento com o carbono C-8a.

Foi possivel observar também a interacdo entre os hidrogénios da por¢éo carbociclica: H-
5, com os carbonos C-4a e C-8a, a duas e trés ligacdes de distancia, respectivamente; H-8, com
os carbonos C-4a, C-8a e C-9a; H-7 com o carbono C-8a, a duas ligacdes; e H-6 com o carbono

C-4a, a duas ligacdes.

Figura 42 — Expansao 1 do espectro de RMN 2D **C-*H HMBC, 600 MHz, em CDCls, do composto 3-benzil-
5,6,7,8-tetrahydro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-9-amina (15ab)
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Na expansdo 1 (Figura 42) é possivel observar os acoplamentos entre os hidrogénios e
carbonos da porcéo carbociclica, onde, o hidrogénio H-5 acopla com os carbonos C-6 e C-7, a
duas e trés ligaces, respectivamente; o hidrogénio H-8 acopla com o carbono C-7, a duas e trés
ligacOes; e os hidrogénios que se encontram sobrepostos, H-6 e H-7, interagem com os carbonos
C-7 (H-6), C-6 (H-7) e C-8 (H-6 e H-7).
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Os dados e os espectros de RMN de H e *C dos demais compostos 15 encontram-se
nos anexos desta tese, cujas pequenas variagcdes nos deslocamentos quimicos encontradas para

0s demais compostos foram atribuidas levando em consideracéo o efeito do substituinte R.

3.4.4.2 Andlise por Difragdo de Raio-X em monocristal para o composto 3-benzil-5,6,7,8-
tetrahidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-9-amina (15ab)

De modo a complementar a caracterizacdo das 3(10)-alquil(aril)-[1,2,3]triazolo-
quinolinaminas(piridinaminas) (15), foi realizada a determinag&o estrutural por difracdo de
raio-X em monocristal para o composto 15ab, visando determinar a estrutura molecular e
conformacdo real deste composto em fase solida. Através dos monocristais obtidos para o
composto 15ab, gerados através da evaporacdo lenta em etanol, a temperatura ambiente, foi
possivel a aquisicdo dos dados cristalograficos do composto 15ab e a elucidacéo estrutural do
mesmo, conforme pode-se verificar no ORTEP apresentado na Figura 43.

Figura 43 — ORTEP obtido para o composto 3-benzil-5,6,7,8-tetrahidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-9-
amina (15ab)
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A partir dos dados de refinamento do composto 15ab, pdde-se confirmar a obtencdo do
composto de interesse, atraves da confirmacdo da formacgéo do sistema hibrido constituido pela
fusdo direcionada entre um 1,2,3-triazol e uma piridina conforme projetado teoricamente. De posse
dos dados cristalograficos foi possivel verificar que o angulo de tor¢cdo N2-N3-C3a-N4 para o
composto 15ab é de 0,7°, o que indica que os anéis triazolicos e piridinicos apresentam
coplanaridade. A coplanaridade também é confirmada pelo angulo diedro de 0,9° entre os

atomos do anel piridinico N4-C3a-C9a-N1. O composto 15ab apresenta um angulo diedro



90

observado de 22,55° para a sequéncia atdbmica N4-C4a-C5-C6, indicando que o anel piridina
fundido a C4a-C8a do anel ciclohexeno ndo aromatico ndo é coplanar a porg¢&o triazolopiridina.
Os dados cristalograficos mais detalhados para andlises de maior interesse estrutural

encontram-se nos anexos desta tese.

3.4.5 Atividade inibitéria in vitro de AChE e BChE

Devido a similaridade estrutural dos compostos 15aa-ib com medicamentos inibidores
das enzimas colinesterasicas, como descrito para os compostos 8, e com o intuito de verificar a
capacidade inibitéria da nova série de compostos sintetizadas 15.

Os ensaios de inibicdo das enzimas colinesterasicas demonstraram que 0s novos hibridos
de tacrina 15 contendo substituintes R na posicdo 3 mais volumosos apresentaram uma
atividade inibitoria de AChE reduzida (Tabela 11 e Tabela 12).

De fato, o composto 15bb, um derivado da ciclohexanona, que possui um substituinte R
= CHzs na porcéo triazolica, demonstrou ser o melhor inibidor de AChE da série, com % de
inibicdo de 85,10 e I1Cso de 12,01 uM. Embora as porgdes cicloalcano de 15aa-ib paregam ser
menos importantes para a atividade de AChE do que os substituintes R, o grupo volumoso
ligado ao composto 15ad (derivado de tetralona) mostrou uma inibigcdo enzimatica mais baixa
(% de inibicdo de 5,91).

Avaliando a inibicdo da BChE, pode-se observar que o composto 15ib apresentou a
melhor atividade de inibicdo, apesar de apresentar um substituinte R volumoso (R = p-
NH2SO2CsH4). Além disso, percebeu-se que a inibicdo de BChE ¢é afetada pelo tamanho das
porcdes de cicloalcano para a sequéncia de compostos 15aa-ai, sugerindo que, neste caso, a
porcdo cicloalcano interfere claramente no potencial de inibicdo do BChE. O melhor inibidor
de AChE, 15bb, neste caso, ndo demonstrou uma inibicdo significativa de BChE. A mesma
observacao pode ser observada para o melhor inibidor de BChE 15ib.

Possivelmente, essas observacdes podem estar relacionadas ao formato do sitio ativo
AChE/BChE e ao modo de ligagdo das moléculas 15 nos respectivos sitios ativos.'!® De fato, é
bem conhecido que o sitio ativo da AChE é menor que o BChE, o que poderia explicar a causa
dos compostos contendo substuintes mais volumosos serem melhores inibidores de BChE do
que AChE.!*>116 Em geral, as moléculas testadas tém valores de 1Cso na mesma faixa (M) que

outros derivados de tacrina publicados anteriormente.!
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Tabela 11 — Ensaios de atividade inibitéria de AChE e BChE para os compostos 15aa-ib.

% de inibicdo %o de inibicdo

Composto (25 pM) R n . ches
15aa CH:Ph 1 10,68 88.89
15ab CHzPh 2 1053 1952
15ac CHzPh 3 1013 14,59
15ad CHzPh dihidronaftaleno 591 79.13
15bb CHs 2 85,10 22.04
15¢cb (CH2)7CHs 2 26.82 65,47
15db CeHs 2 6,83 20,24
15eb 4-OMeC¢H4 2 13,04 19,63
15fb 4-MeCsHs 2 21,34 11,44
15gb 4-FCgH4 2 11,23 78,44
15hb 4-BrCsHs 2 13,29 65.06
15ib 4-SO,NH2CsH4 2 30,98 94,46

Tacrina* - - 94.91 99,68

@ AChE de eritrécitos humanos. "PBChE de Plasma de sangue humano. *Tacrina a 6,25uM.

Tabela 12 —Valores de ICs para ensaios de atividade inibitéria de AChE e BChE para os compostos 15.

Composto R n ICs0 AChE? ICs0 BChEP
15aa CHzPh 1 nd 3,06 £ 1,60 uM
15ad CH2Ph dihidronaftaleno nd 4,53 + 2,58 uM
15bb CHs 2 12,01 £ 1,36 uM nd
15ch (CH2)7CH3 2 nd 13,05 + 1,87 uM
15gb 4-FCeH4 2 nd 6,11+ 1,85 uM
15hb 4-BrCsHa4 2 nd 12,15+ 1,90 uyM
15ib 4-SO;NH,CgH4 2 40,35 + 2,02 uM 1,78 £1,20 uyM

Tacrina - - 49,38 £ 0,80 nM 9,59 £ 0,50 nM

2 AChE de eritrocitos humanos. "BChE de Plasma de sangue humano. ICsp = concentragio do inibidor que inibe
50% das atividades de AChE ou BChE (média + DP). nd = ndo determinado.
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3.4.6 Anélise in silico de AChE and BChE por docking molecular

As simulacbes de docking molecular foram aplicadas para entender as interacfes de
ligacdo dos ligantes com os alvos macromoleculares. Nesse sentido, foram selecionados 0s
compostos 15bb, 15ib (melhores inibidores), 15ab (exemplo de inibidor fraco) e tacrina
(controle positivo). 15bb é a melhor inibicdo da AChE, entre as outras moléculas testadas,
provavelmente porque sua cavidade de ligacdo e interacdes sdo semelhantes a tacrina (um
classico inibidor da AChE) (Figura 44), sugerindo que o tamanho da molécula desempenha um
papel essencial na AChE. Alguns estudos ja relataram observac6es semelhantes para derivados
de tacrina. %117 Ambas as moléculas interagem na parte inferior do sitio ativo da AChE, perto
da triade catalitica (Ser203, His447 e Glu334), fazendo interacdes hidrofobicas com Trp86,
Tyrl24 e Tyr337. Esses residuos tém sido relatados como importantes para a estabilizacdo do
complexo enzima-inibidor.1%71% A frac&o triazol de 15bb tem 0 mesmo tipo de interagdo que a
fracdo benzeno da tacrina (empilhamento n-n) e o grupo metil (posicdo 3) ndo apresentam
nenhum impedimento estérico observavel com o sitio ativo. Por outro lado, as moléculas 15ab
e 15ib, que sdo maiores que 15bb, possuem um modo de interacdo diferente, ligando-se no
subsitio aniénico periférico (PAS), fazendo interagdes hidrofébicas com o residuo Trp286.
Ambas as moléculas possuem uma interacdo de empilhamento n-xt entre o triazol e os anéis
indol, sugerindo desfavoravel, uma vez que sdo inibidores fracos.

Para o BChE, apesar da intera¢do 15ab e 15bb estar no mesmo sitio de intreracdo que a
tacrina (Figura 45), eles ndo s&o fortes inibidores do BChE como tacrina e 15ig. Possivelmente,
as interacOes de ligacdo de hidrogénio (H-bonds) entre a porcao triazol e o residuo Gly117 ndo
sdo favoraveis, diminuindo a inibi¢cdo de BChE. Por outro lado, 15ig apresenta uma cavidade
de ligacéo e interacBes distintas com BChE, apresentando interagdes hidrofébicas com os
residuos Gly117, Thr120, Trp231, Leu286 e Phe329, além de H-bonds com Ile69 e uma
molécula de 4gua. Provavelmente a presenca de um grupo doador de ligagdo H na posi¢éo para
do anel benzénico, ou seja, a benzenossulfonamida, aumenta as interacbes com a enzima e
consequentemente as inibe. De fato, foi relatado que a interacdo com 11e69 é importante para a
inibicdo de BChE.811% As energias de ligagéo previstas (AG, em kcal/mol) para AChE (15ab
= -8,6; 15bb = -7,6; 15ib = - 8,2; tacrina = -7,9) e BChE (15ab = -9,4; 15bb = -7,3; 15ib = -
9,3; tacrina = -8,2) ndo estdo correlacionados com a atividade bioldgica, no entanto, indica que
a posicao de ligacdo prevista é termodinamicamente favoravel. Em ambos os casos, simula¢Ges
de docking de AChE e BChE, o inibidor de tacrina apresentou uma cavidade de ligacéo e

interaces de acordo com dados tedricos e experimentais anteriores,'%-1% reforcando a precisao
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do método aplicado neste estudo. Os dados aqui apresentados estdo de acordo com um estudo

anterior, no qual o anélogo triazdlico de tacrina e donepezil foi menos ativo contra AChE e

BChE quando comparado com os medicamentos padrdo.'?°

Figura 44 — Resultados de docking molecular de AChE para os compostos 15ab (A), 15bb (B), 15ib (C) e THA
(D). Apenas os principais residuos envolvidos nas interagdes sdo mostrados como bastdes. Os inibidores séo
mostrados no modelo bola e bastdo, com os &tomos de carbono na cor ciano. As ligagdes H e as interacdes

hidrofdbicas séo mostradas como linhas pontilhadas verdes e rosa, respectivamente, com as distancias em A.
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Figura 45 —Resultados de docking molecular de BChE para os compostos 15ab (A), 15bb (B), 15ib (C) e THA

(D). Apenas os principais residuos envolvidos nas interagfes sdo mostrados como bastdes. Os inibidores sdo

mostrados no modelo bola e bastdo, com os dtomos de carbono na cor ciano. As ligagdes H e as interagdes

hidrofébicas sdo mostradas como linhas pontilhadas verdes e rosa, respectivamente, com as distancias em A.
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3.5 MECANISMO REACIONAL GERAL PROPOSTO PARA A SINTESE DOS
COMPOSTOS ANALOGOS A TACRINA (8, 11 E 15)

O mecanismo geral proposto, para a sintese dos compostos 8, 11 e 15 (Esquema 25) €
representado de forma genérica, porém abrange todas as séries de compostos andlogos a tacrina
desenvolvidas neste trabalho. Desta forma, através de mecanismos j& propostos na literatura
para esta classe de compostos?4612! sugere-se inicialmente, uma adicdo nucleofilica do grupo
amino, sobre o grupo carbonilico (1), formando uma imina (Il), que por sua vez, esta em
equilibrio com uma enamina (I11). Em seguida, a nitrila ativada sofre uma adicdo
intramolecular da enamina (1V), e essa ap6s hidrélise alcalina da origem aos compostos de
interesse 8, 11 e 15 (V).

Esquema 25
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Z ’ \Z ! R\ T |
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6-espiro[croman-5,1'-ciclopentano], Heterociclos X Y Z RLY\X | e
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3.6 REACOES DE DERIVATIZACAO DOS COMPOSTOS 8

A fim de estudar a reatividade e potencializar as possiveis bioatividades dos compostos
desenvolvidos nesta tese, nesta secdo serdo apresentados os compostos sintetizados a partir de
reacOes de derivatizagcdo do grupo amino (NH>) que esta ligado diretamente ao anel piridinico,
uma vez que, considerando compostos descritos na literatura, tais transformagdes em estruturas

semelhantes &s propostas, demonstraram um amplo espectro de atividades bioldgicas.?"*??

3.6.1 Sintese de 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1"-
ciclohexano (17)

Visando a sintese da série de 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-
e]piridina-6,1'-ciclohexano (17), de acordo com o quarto objetivo apresentado nesta tese,
descreve-se inicialmente a otimizacdo das condicOes reacionais, buscando obter-se o melhor
rendimento a partir da rota sintética proposta. Os compostos 17, foram obtidos através de uma
reacdo de Clauson-Kaas na presenca de acido acético glacial, entre as espiro[cromeno[4,3-
b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-aminas (8aa-cd) e 2,5-dimetoxi-tetrahidrofurano
(2,5-DMOTHF, 16), em que, inicialmente, foi utilizado o composto 8ba (R, R! =Hen =2)
como materiais de partida, visando estabelecer a melhor condicéo reacional, para a obtencao
dos novos compostos heterocicliclos hibridos 17aa-cd.

Baseado em procedimentos experimentais descritos na literatura,?’ inicialmente foram
realizados testes para escolha otimizada da estequiometria, volume de solvente e temperatura

mais adequadas para esta transformacdo quimica (Tabela 13).
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Tabela 13 — Otimizacdo das condi¢des reacionais para a sintese dos compostos 17

2,5-DMOTHF (16) AcOH Tempo Rendimento® (17ba)

Entrada?
(mmol) (mL/mmol) (h) (%)
1 2 5 48 81
2 2 5 24 95
3 2 5 16 82
4 1,5 5 24 55
5 2 2 24 79

3 Condico reacional: 8ba (1,0 mmol), 90 °C; "Rendimento obtido ap6s purificagéo via coluna cromatrografica.

Inicialmente, com base em trabalhos desenvolvidos por Bonacorso e col.?’, os quais,
utilizam as 7-amino-espiro[cromeno[4,3-b]quinolina-6,1°-cicloalcanos] como materiais de
partida, na obtengdo de novos pirrdis derivados, foi empregado o uso de uma proporc¢édo 1:2 de
espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-amina (8ba) em relagdo ao 2,5-
DMOTHF, em 5 mL de acido acético glacial, a 90 °C pelo periodo de 48 h, em que se obteve
um rendimento de 81%.

Devido ao longo periodo de tempo reacional estabelecido pela literatura, avaliou-se se,
em um menor periodo, este seria satisfatorio (Tabela 13, entradas 1-3), ao qual verificou-se que
e 24 h, esta foi a que apresentou um maior acréscimo no valor de rendimento (95%).

Foram avaliados ainda, a estequiometria dos materiais de partida e o volume de solvente
utilizados (Tabela 13, entradas 4 e 5), porém tais tentativas ndo mostraram-se efetivas para um
acréscimo no rendimento.

Assim, de acordo com os procedimentos experimentais otimizados para a sintese dos
compostos 17, estabeleceu-se que a melhor condicéo reacional para a obtencdo dos compostos
17, foi através da metodologia que emprega uma propor¢do 1:2 de espiro[cromeno[4,3-
b]tieno[3,2-¢e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-amina (8aa-cd) em relacdo ao 2,5-DMOTHF, sob
agitacao e aquecimento de 90 °C por 24 h Assim, esta metodologia foi estendida para a obtencéo

de uma série inédita de doze exemplares para os compostos 17, variando substituintes R e R* e
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0 numero de unidades metilénicas (n) da porcao espiro-carbociclica. Os rendimentos, apds o
isolamento dos produtos, variaram na faixa de 66-95% (Tabela 14).

3.6.2 Purificagdo dos compostos 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-
e]piridina-6,1'-ciclohexano (17)

Para a purificacdo os compostos 17, inicialmente, apos transcorrido o tempo de reacional,
a mistura foi arrefecida até a temperatura ambiente e entdo extraida com cloroférmio (3 x 25
mL), lavada com &gua destilada (2 x 50 mL) e com uma solucdo aquosa de cloreto de sodio
saturada (50 mL). A fase orgénica foi entdo tornada anidra com sulfato de sodio anidro e o
solvente removido em rotaevaporador sob pressao reduzida. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel, empregando acetato de etila e hexano como eluentes e
em proporcdes que variaram de acordo com o substituinte. As principais impurezas observadas
foram a existéncia de tracos dos materiais de partida e de produtos de degradacéo.

Os compostos resultantes apresentaram-se na forma de solidos brancos, beges ou
amarelos, dependendo do substituinte. Os valores de rendimento, ponto de fusdo e

caracteristicas fisicas dos compostos obtidos nesta tese encontram-se na Tabela 14.
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Tabela 14 — 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexano (17): Caracteristicas

8aa-cd

fisicas, Pontos de fusdo, rendimentos e HRMS.

MeO

i

ﬁonvle
o

16

66-95%

R, R" = H (17aa-ca), -(CH,)3- (17ab-cb), -(CH,),- (17ac-cc), -(CH,)s- (17ad-cd)
n =1 (17aa-ad), 2 (17ba-bd), 3 (17ca-cd)

i = 8aa-cd (1 mmol), 16 (2 mmol), AcCOH (5 mL), 90 °C, 24 h

17aa-cd

HRMS®
Rend.? Caracteristica P.F. Formula (g/mol)
Composto R, R! .
(%) fisica (°C) Molecular Cal./Exp.
[M+H]*
] 359.1213/3
17aa H, H 88 Sélido branco 142-145 C22H18N20S
59.1220
) 399.1526/3
17ab -(CHy)s- 83 Sélido bege 203-206 CasH22N20S
99.1520
) 413.1682/4
17ac -(CH2)s- 66 Solido branco 199-203 Ca26H24N20S
13.1697
) 427.1839/4
17ad -(CHy)s- 77 Sélido branco 183-186 Ca7H26N20S
27.1849
) 373.1369/3
17ba H, H 95 Sélido bege 184-187 Ca3H30N20S
73.1377
) 413.1682/4
17bb -(CHy)s- 66 Sélido amarelo 222-225 C26H24N20S
13.1701
) 427.1839/4
17bc -(CH2)4- 81 Sélido bege 230-233 Ca7H26N20S
27.1856
_ 441.1995/4
17bd -(CHa)s- 88 Soélido branco 185-189 CasH2sN20S
41.2000
) 387.1526/3
17ca H,H 83 Sélido bege 163-166 C24H22N20S
87.1553
) 427.1839/
17¢cb -(CH2)s- 85 Sélido branco 212-216 Ca7H26N20S
427.1852
) 441.1995/4
17cc -(CH2)4- 88 Sélido bege 227-231 CasH2sN20S
41.2008
) 455.2152/
17cd -(CH2)5- 78 Sélido bege 203-206 C29H30N208
455.2192

aRendimento isolado.
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3.6.3 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexano  (17):

Identificacdo Estrutural por espectroscopia de RMN e Difragdo de raios-X

A identificacdo dos compostos 17 foi realizada através das técnicas de RMN de 1H e 13C.
Também foi necessario a utilizagio da espectroscopia de RMN bidimensional de 3C-'H HMBC
e HSQC para uma correta atribuicdo dos deslocamentos quimicos (sinais) relativos aos
compostos obtidos. Em sequéncia, foi realizado da analise por difracdo de raio-X em
monocrisal de um exemplo da série, para a identificacdo estrutural inequivoca das moléculas
inéditas. Nesta secdo, serdo apresentados e discutidos os dados de RMN para o composto 17ba
(R, R'=H, H, n = 2, Figura 46), como um exemplo estrutural selecionado para a atribuicio de
sinais da série 17. Os dados espectroscopicos de RMN para as demais moléculas da série 17

serdo apresentados na parte experimental e nos anexos desta tese.

Figura 46 — Formula estrutural e a numeragdo dos 4tomos principais para o heterociclo 17ba

3.6.3.1RMN de 'H, 3C, 3C-'H HMBC e HSQC de 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-
b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexano (17)

Os espectros de RMN de H e *C obtidos para as séries de compostos 17ba foram
registrados em CDCIs utilizando tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. As
atribuicfes dos sinais foram baseadas em dados publicados na literatura para compostos
semelhantes?’ e em experimentos de correlagdo bidimensionais, ou seja, RMN 2D de *C-'H
HMBC e HSQC.
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Figura 47 — Espectro de RMN de *H a 600 MHz, em CDCls, do composto 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-
b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexano] (17ba)
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No espectro de RMN de 'H, para a molécula da 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-
b]tieno[3,2-¢e]piridina-6,1'-ciclohexano] (17ba) (Figura 47) observa-se que houveram poucas
alteracdes nos deslocamentos quimicos dos sinais base da estrutura (anel cromano e anel
tiofeno), cujos sinais se apresentam como: um duplo dupleto, na regido de 8,35 ppm, referente
ao hidrogénio H-1, do anel cromano, com J = 7,84 e 1,66 Hz, um multipleto, em 7,36 ppm,
referente aos hidrogénios H-3 (do anel cromano) e H-9 (do anel tiofeno); um dupleto, em 6,69
ppm, referente ao H-8 com J = 6,61 Hz referente a por¢éo heterociclica do tiofeno; um tripleto,
7,13 ppm com J = 7,55 Hz, referente ao hidrogénio H-2, do anel cromano; um duplo dupleto,
em 7,04 ppm, referente ao hidrogénio H-4, do anel cromano, com J = 8,03 e 1,10 Hz; além dos
sinais em campo mais alto, com desdobramento sob forma de multipletos, dos 10 hidrogénios
(5 unidades CHy), referentes a porgdo espiro-carbociclica ligada ao carbono espiro do anel
cromano, com deslocamentos quimicos de 2,10, 1,79, 1,66, 1,43, 1,19, 1,09 ppm,
respectivamente.

E possivel observar também no espectro de RMN de *H do composto 8ba a auséncia do
sinal referente aos hidrogénios ligados ao atomo de nitrogénio (grupo NH>), o que da o indicio
de que a reacéo tenha ocorrido, além disso, o espectro de RMN de *H demonstra a formag&o do

produto, através do surgimento de dois novos sinais, sob a forma de tripletos, em 6,81 e 6,39
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ppm, com J = 2,10 e 2,11 Hz, referentes aos hidrogénios 72 e 73, respectivamente, do anel

pirrélico.

Figura 48 — Espectro de RMN de *3C a 150 MHz, em CDCls, do composto 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-
b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexano] (17ba)
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O espectro de RMN de **C desacoplado obtido para o composto 17ba (Figura 48), assim
como no espectro de RMN H, ndo foram observadas grandes alteragdes nos deslocamentos
quimicos dos sinais base da estrutura, em que, foi observado: o sinal referente ao carbono C-
10a em 161,16 ppm; em 153,69 ppm o carbono C-11b; em 148,26 ppm o sinal referente ao
carbono C-11a; em 131,48, 125,62 e 123,86 ppm tém-se 0s sinais referentes aos carbonos C-3,
C-1 e C-4a do anel cromano, respectivamente; 127,37 ppm apresenta-se o sinal referente ao
carbono C-9 do anel tiofeno; em 122,11 ppm o sinal referente ao carbono C-2 do anel cromano;
em 119, 65 e em 117,49 ppm observam-se 0s sinais referentes aos carbono C-4 e C-8.

Os sinais ao qual se observou uma maior alteracdo em seus deslocamentos quimicos
foram aqueles vizinhos ao novo heterociclo formado, em que o sinal referente ao carbono C-7,
carbono ligado ao atomo de nitrogénio (NH2), antes em 143,77 ppm, agora encontra-se em

139,05 ppm, em 139,05 ppm, apresenta-se o sinal referente ao carbono C-7a, que antes estava
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em 121.54 ppm; e em 128,48 ppm apresenta-se o sinal referente ao carbono C-6a, que
encontrava-se em 114,00 ppm. Além da alteracdo dos deslocamentos quimicos destes, outro
fato que demonstra a formacdo do pirrol de interesse é a presenca de dois sinais em 123,20 e
109,65 ppm, referentes aos carbonos pirrolicos C-72 e C-73, rescpetivamente.

Os sinais referentes a porcao espiro-carbociclica, também ndo demonstraram alteracdo
em seus deslocamentos quimicos, em que, o sinal referente ao carbono espiro C-6, apresenta
um deslocamento quimico de 80,06 ppm e em campo mais alto, os sinais referentes aos
carbonos da porgéo espiro-carbociclica (CH.), sdo observados com deslocamento quimico de
33,40, 24,63 e 21.67 ppm, respectivamente.

De modo a complementar e realizar a atribuigéo correta dos sinais nos espectros de RMN
de H e 13C, foi realizado uma analise de RMN em duas dimensées de HSQC de modo a atribuir

os carbonos hidrogenados do composto 17ba (Figura 49)

Figura 49 — Espectro de RMN 2D *C-H HSQC, 600 MHz, em CDCl3, do composto 7-(1H-pirrol-1-

il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexano] (17ba)
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Figura 50 — Expansao 1 do espectro de RMN 2D **C-*H HSQC, 600 MHz, em CDCls, do composto 7-(1H-
pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexano] (17ba)
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Como ja mencionado anteriormente, ndo foram observadas grandes alteracdes nos
deslocamentos quimicos dos sinais base da estrutura, em que, se observa na expansao 1 (Figura
50) as interacOes entre os hidrogénios e respectivos carbonos hidrogenados do composto 17ba,
podendo desta forma atribui-los corretamente, cujos novos sinais hidrogenados, ao qual, foi
possivel realizar a confirmacdo, sdo os sinais referentes a porcdo pirrélica (H-72, com seu
respectivo carbono C-72, e H-73, com seu respectivo carbono C-73).

Desta forma, para complementar a atribuicdo dos sinais foi realizado uma anélise de RMN
em duas dimensdes, tipo HMBC, que correlaciona hidrogénios e carbonos a duas e trés ligacdes
de distancia (Figura 51). O espectro para 0 composto 17ab bem como as regides do espectro

foram expandidas para uma maior clareza da analise.
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Figura 51 — Espectro de RMN 2D 3C-*H HMBC, 600 MHz, em CDCls, do composto 7-(1H-pirrol-1-
il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexano] (17ba)
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Figura 52 — Expanséo 1 do espectro de RMN 2D **C-*H HMBC, 600 MHz, em CDCls, do composto 7-(1H-
pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexano] (17ba)
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Na expansdo 1 (Figura 52) é possivel observar o acoplamento do hidrogénio H-1 com os
carbonos C-3 e C-11b a duas ligagdes de distancia e a trés ligacdes com o carbono C-11a.

Figura 53 — Expansao 2 do espectro de RMN 2D *C-*H HMBC, 600 MHz, em CDCls, do composto 7-(1H-
pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexano] (17ba)

1 o r105
3 .
< =) 110
(C-73/H-72)
(C-4/H-2)| F115
[C-8/H-9) T (C-2/H-4) 120
(C-1/H- WH2) (C4a CTHTY) = s
[C1/H3) | (CHaH2) [(CAaH-4) ( ) £ (CTHTY)
(C-9/H-8) 130
e — = - ) —
1lc-7aH-9 T £
a/H-9) (C-7a/H-8) r135 s
3 73 140
L 145
-150
| (C-11b/H-3) (C-11/H-4)
- 8 4 [155
3 <> 3rie0
. 100 /1 2
(C-10a/H-9) (C-10a/H-8) s

740 730 720 710 7.00 fo?pp;m 680 670 660 650 640 630
Na expansdo 2 (Figura 53) observa-se os acoplamentos entre os hidrogénios H-3 e H-9,
gue se encontram sobrepostos, em que, o hidrogénio H-9 interage com os carbonos C-7a e C-
8, a duas ligacdes, e C-10a, a trés ligacdes, e o hidrogénio H-3 interage com os carbonos C-1,
a duas ligagOes, e C-11b, a trés ligagBes. E possivel se observar o acoplamento entre o tripleto
do hidrogénio H-2 a duas ligagdes com o carbono C-4 e a trés ligagbes com o carbono C-4a,
assim como, a interagdo entre o dupleto referente ao hidrogénio H-4 a duas liga¢cbes com o
carbono C-2 e C-4a, e a trés ligacdes com o carbono C-11b, além de ficar evidenciada também
a interacdo do hidrogénio H-8 com os carbonos C-9, a duas ligacdes, e com os carbonos C-7a
e C-10a, a trés ligacOes de distancia.
Observa-se, por fim, a interacdo referente aos hidrogénios (H-72 e H-73) e carbonos (C-
72 e C-73), da porcéo pirrolica, entre si, a duas e trés ligacoes.
Os dados e os espectros de RMN de H e *C dos demais compostos 17 encontram-se

nos anexos desta tese, cujas variagdes nos deslocamentos quimicos encontradas para 0s demais
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compostos foram atribuidas levando em consideracdo o efeito do substituinte R, os quais

demonstraram pequenas variagoes.

3.6.3.2 Analise por Difracdo de Raio-X em monocristal para o composto 7-(1H-pirrol-1-

il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexano] (17ba)

Como método complementar de identificacdo estrutural das 7-(1H-pirrol-1-
il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexano  (17ba), foi realizado a
determinacéo por difracdo de raio-X em monocristal (Figura 54) para o composto 17ba, visando
determinar a estrutura molecular e conformacé&o real dos compostos em fase solida. Através dos
monocristais obtidos para o composto 17ba, gerados através da evaporacdo lenta de
cloroférmio, a temperatura ambiente, foi possivel a aquisicdo dos dados cristalograficos do
composto 17ba e a elucidagédo estrutural do mesmo, conforme pode-se verificar no ORTEP
apresentado na Figura 54.

Figura 54 — ORTEP obtido para o composto 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-

ciclohexano] (17ba)
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A partir dos dados de refinamento do composto 17ba, péde-se confirmar a obtencdo do
composto de interesse, através da formacgdo do sistema hibrido, através da formacdo do anel
pirrolico, conforme projetado teoricamente. Os dados cristalograficos mais detalhados para

analises de maior interesse estrutural encontram-se nos anexos desta tese.
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3.6.4 Propriedades Fotofisicas dos compostos 17

A fluorescéncia é um dos varios processos fotofisicos que ocorrem a partir da desativacéo
de uma espécie eletronicamente excitada a espécie fundamental, quando esta é capaz de dissipar
a energia absorvida.'?® Tal processo ocorre quando uma molécula absorve um féton de luz e um
elétron é promovido do estado fundamental (So)para o estado excitado e apds atingir o estado
singlete eletronicamente excitado (S1) e decai ao estado So.}23124

Algumas moléculas organicas sdo capazes de absorver luz na regido do ultravioleta ou
visivel e emitir na regido do visivel. Pela medida de separacdo entre as bandas de absorcao e
emissdo € possivel mensurar em termos de deslocamento Stokes, que é definido como sendo a
diferenca entre os maximos de absorcdo e de emissdo da molécula. Para moléculas que
apresentam elevados valores de deslocamento Stokes, ou seja, uma grande distancia (em nm)
entre as bandas méxima de absorcdo e emissdo, é permitida a sua utilizagdo como sondas ou
marcadores para a observagao de estruturas e mecanismos celulares, muitas vezes com o intuito
de obter informagdes sobre o metabolismo celular.!2*-12

Tendo em vista que a presenca de fluorescéncia em compostos organicos possibilita sua
aplicacdo em diversas areas do conhecimento, foram realizadas anélises das propriedades
fotofisicas para esta série de compostos 17 sintetizada (Tabela 15).

Tabela 15 — Relacdo dos compostos 17 utilizados para avaliagdo das propriedades fotofisicas

Composto R, R? n
17aa H, H
17ab -(CH2)s-
17ac -(CH2)4-
17ad -(CH2)s-
17ba H, H
17bb -(CH2)s-
17bc -(CH2)s-
17bd -(CH2)s-
17dca H,H
17cb -(CH2)s-
17cc -(CH2)s-

17cd -(CH2)s-
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Portanto, inicialmente, realizou-se a dissolu¢do de uma pequena quantidade da série de
compostos 17aa-cd em cloforérmio (CHCI3). Posteriormente, estas solugdes foram submetidas
a luz UV (A= 365 nm) e observou-se que estes compostos apresentaram fluorescéncia, cuja

Figura 55 ilustra 0 comportamento dos compostos 17aa-cd dissolvidos em CHCl3, sob luz UV.

Figura 55 — Composto 17aa-cd em solucido de CHCI3 sob a luz UV

17aa 17ab 17ac 17ad 17ba 17bb 17bc 17bd 17ca 17cb 17cc  17cd

Desta forma, inicialmente foram obtidos os espectros de absor¢do UV-vis para 0s
compostos 17aa-cd em solugdo de CHCls, os quais exibiram transi¢des eletronicas na regido

do ultravioleta, na faixa de 250-400 nm para todos os compostos (Figura 56).

Figura 56 — Espectros de absorcdo na regido do UV-Vis para os compostos 17aa-cd em solucdo de CHCl;

1.0

0.8
— 17aa
— 17ab
—— 17ac
— 17ad

17ba
—— 17bb

17bc
—— 17bd
= 17ca
— 17cb

17cc
—— 17cd

0.6 K5

Abs

0.4

0.2

00 T T T T T T T T T 1
250 300 350 400 450 500
Comprimento de onda (nm)

Neste contexto, avaliando a influéncia dos diferentes tamanhos das porgdes carbociclicas
substituintes R e R! e 0 niimero de unidades metilénicas (n) da porgdo espiro-carbociclica
(17aa-cd) em solucdo de CHClIs, foi possivel observar que, nestes estudos iniciais, em geral
todos os derivados 17 mostraram absorcdo de radiacdo na regido ultravioleta, com duas

principais bandas de absorcdo maxima (280 e 350 nm).
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Estas transi¢des eletronicas podem ser atribuidas as transi¢des do tipo 1 — w*,
possivelmente referentes aos anéis aromaticos, caracteristicas deste tipo de esqueleto
heterociclico. Pode-se observar, ainda, um mesmo padrdo espectral independente do tamanho
das porgdes carbociclicas substituintes R e R* e 0 niimero de unidades metilénicas (n) da porcéo
espiro-carbociclica avaliadas.

A partir dos resultados obtidos da analise por espectrofotometria UV-vis, foi realizada a
determinacéo do estudo de fluorescéncia. Os compostos 17aa-cd foram analisados em solucGes
de CHCl3, conforme pode ser observado no espectro de emisséo (Figura 57), cujas excitacoes

foram realizadas nas transicoes eletrdnicas menos energéticas para cada um dos compostos 17.

Figura 57 — Espectros de emissdo de fluorescéncia para 0s compostos 17aa-cd em solugéo de CHCls
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A andlise dos espectros de emissdo demonstrou que todos os compostos apresentaram
emissdo de fluorescéncia na regido do violeta, quando excitados na transi¢do/banda de absor¢éo
de menor energia, na faixa de 380-400 nm.

Ao analisar a influéncia do tamanho das porgdes carbociclicas substituintes R e R e 0
numero de unidades metilénicas (n) da porcéo espiro-carbociclica, se percebeu que ndo houve
deslocamento no pico maximo de emissédo de fluorescéncia.

Além disso, a série de compostos 17 apresentou diferentes valores de tempos de vida de

fluorescéncia, a partir dos dados de emissao dos respectivos compostos (Figura 58).
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Figura 58 — Tempos de vida de fluorescéncia dos compostos 17aa-cd em solugédo de CHCl3
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Ao analisar os tempos de vida, percebe-se uma maior influéncia no tamanho das porgdes
carbociclicas substituintes R e R! para o valor destes, onde quando comparados 0s compostos
contendo o mesmo numero de unidades metilénicas (n) da porcdo espiro-carbociclica, por
exemplo, nota-se que os valores de tempo de vida diminuem a medida que se insere e/ou
aumenta a presenca de substituintes R e R?, tendo uma variagdo significativa, quando se
compara, por exemplo, os compostos 17aa (R, R'= H, H) e 17ad (R, R'= -(CHy)s-), cujos
valores de tempos de vida de fluorescéncia sdo de 2,40 ns e 1,49 ns, respectivamente.

Esses resultados nos mostram que a estereoquimica da presenca das porgées carbociclicas
dos substituintes R e R?, ligados diretamente & porcéo tiofénica, esta diretamente relacionada a
fotofisica atribuida aos compostos 17, onde, mesmo que emissdo dos compostos estejam na
mesma transicdo eletronica, a persisténcia no estado singleto (fluorescéncia) destes, esta sendo
destinada de acordo com esta caracteristica.

Além disso, estudos fotofisicos em diferentes solventes para 0s demais compostos 17
estdo em andamento, com o intuito de comparar os resultados da influéncia dos substituintes e

verificar se existe alguma mudanca nos dados de absorcéo e emissao.
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3.6.5 Mecanismo geral proposto para a sintese dos compostos 17

O mecanismo proposto para a formacgdo dos compostos 17 (Esquema 26) é representado
de forma genérica, abrangendo todas as séries de compostos desenvolvidas neste trabalho.
Desta forma, através de mecanismos propostos pela literatura’?®1%’, pode ser visto, que, na
primeira etapa, o grupo acetal do 2,5-DMOTHF é protonado (I), seguido da eliminacdo de
MeOH (1), formando o intermediario I11. Em seguida, ocorre um ataque nucleofilico do grupo
amino ao atomo de carbono do acetal formando o intermediério IV, cujo intermediario
protonado, é convertido em uma imina (V), seguido da eliminacdo de MeOH (V1), seguido da
tautomericdo a uma enamina, em que, ocorre entdo uma nova adicdo nucleofilica (VII), e o

produto ciclizado é desidratado (V111), dando origem aos pirrois de interesse 17 (1X).

Esquema 26
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E SOLVENTES UTILIZADOS

Para o desenvolvimento deste trabalho foram utilizados reagentes e solventes com
qualidade técnica ou P.A., e/lou foram purificados segundo metodologias usuais de

laborat6rio.*?® A seguir estdo descritos os reagentes e solventes utilizados.
4.1.1 Reagentes

1-Bromooctano; 1-Tetralona; 2,5-Dihidroxi-1,4-Ditiana; 2,5-Dimetoxitetrahidrofurano;
2-Furaldeido; 2-hidrdxi-acetofenona; 2-Tiofenocarboxaldeido; 4-Bromobenzaldeido; 4-
FlGorbenzaldeido; 4-Metilbenzaldeido; 4-Metdxibenzaldeido; 4-Nitrobenzaldeido; Acido
acético glacial; Acido cloridrico; Anidrido acético; Azida de so6dio; Benzaldeido; Carbonato de
potassio; Carbonato de potassio; Cicloheptanona; Ciclohexanona; Ciclopentanona; Cloreto de
aluminio; Cloreto de benzila; Cloreto de indio; Cloreto de sddio; Cloreto de zinco; Cloreto
férrico; Cloridrato de hidroxilamina; Enxofre elementar; Hidroxido de sodio; lodometano;
Malononitrila; Morfolina; N-clorossuccinimida; Pirrolidina; S6dio elementar; Sulfato de sédio

anidro; Tetrametilsilano; Trietilamina.
4.1.2 Solventes

Acetato de Etila; Agua; Cloroférmio; Cloroférmio deuterado; Dimetilformamida;
Dimetilsulféxido; Dimetilsulféxido deuterado; Etanol; Eter dietilico; Hexano; Metanol:
Tetrahidrofurano; Tolueno.

4.2 EQUIPAMENTOS

4.2.1 Espectroscopia de Ressonéncia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 1 ¢ 13¢ foram registrados nos Espectrometros: BRUKER

DPX-400 (400,13 MHz para 1H e 100,62 MHz para *C) e Bruker Avance I11 (600 MHz para
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'H e 150 MHz para 3C). Ambos os equipamentos esto instalados no Departamento de Quimica
da UFSM. Os dados de 'H e 3C foram obtidos em tubos de 5 mm, temperatura de 300 K, em
cloroférmio deuterado (CDCl3) ou dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-dg) como solvente,
utilizando tretrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os espectros de 2D (**C-'H HMBC
e HSQC) foram adquiridos em Bruker Avance 111 (600 MHz para *H e 150 MHz para *C)
equipado com um probe PABBO de 5mm, com tubos de 5 mm a 298 K. Todos os resultados
foram apresentados com o deslocamento quimico (§), multiplicidade, integracdo e constantes
de acoplamento (Hz). As abreviaturas para as multiplicidades sdo: s = simpleto, d = dupleto, t

= tripleto, q = quarteto, m = multipleto, dd = duplo dupleto e quin = quinteto.

4.2.2 Ponto de Fusao

Os pontos de fuséo foram determinados em aparelho digital MQAPF-302, marca Micro

Quimica Equipamentos Ltda.

4.2.3 Difracdo de raios-X

A coleta de dados para a analise estrutural por difracdo de Raio X em monocristal foi
realizada em um Difratdmetro Bruker D8 Venture com goniémetro KAPPA de quatro circulos,
equipado com detector de area PHOTON 100 CMOS, monocromador de grafite e fonte de
radiacdo Mo-Ka (= 0,71073 A) e em um Difratdmetro Bruker D8 QUEST com goniémetro
KAPPA de quatro circulos, equipado com detector de area PHOTON Il CPAD, monocromador
de Cobre e fonte de radiagdo Cu-Ka (= 1,54080 A). Ambos os equipamentos estdo instalados
no Departamento de Quimica da UFSM. A solucdo e o refinamento das estruturas foram
realizados com o pacote de programas cristalograficos WinGX a partir dos programas
SHELXS-97 e SHELXL-97 baseando-se nos quadrados dos fatores estruturais e na técnica da
matriz completa/minimos quadrados. Os &tomos ndo hidrogenoides foram localizados
experimentalmente baseado na interpretagédo dos Mapas de Fourier diferenca e refinados com
parametros térmicos anisotrépicos. Os atomos de hidrogénio foram localizados
geometricamente e refinados com pardmetros térmicos isotropicos. As projecdes graficas foram
construidas utilizando o programa Ortep3 for Windows incluido no pacote de programas
WinGx.
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43 ANALISE DE HOMO SAPIENS ACETILCOLINESTERASE (AChE) E
BUTIRILCOLINESTERASE (BChE)

Amostras de sangue total humano foram coletadas em tubos heparinizados e
centrifugadas a 2000 rpm por 10 min para isolar eritrocitos e plasma para determinar as
atividades de AChE e BChE, respectivamente.'® Eritrdcitos e plasma foram transferidos para
outros tubos. Os eritrocitos foram suspensos em 2 mL de solucdo salina normal (0,9%) e
centrifugados a 2000 rpm por 10 min; a lavagem foi repetida trés vezes. As amostras foram
congeladas e, antes de analisar a atividade enzimaética, os eritrocitos foram diluidos 200 vezes
enquanto o plasma foi diluido 40 vezes. Eritrécitos e plasma foram obtidos de voluntarios
saudaveis, e o protocolo foi aprovado pelo Comité de Etica Humana da Universidade Federal
de Santa Maria (n° 3.471.823).

As atividades enzimaticas foram realizadas de acordo com o método proposto por Ellman
e col.'?® e adaptado de Rocha e col.®**13! As taxas de hidrélise v foram medidas em uma
concentracdo de iodeto de acetiltiocolina (ASCh) (0,8 mM), incluindo 20 pL de ensaio em uma
placa Elisa, com solu¢bes de pocos, com 20 pL de tampéo fosfato 1 mM, pH 7,5, 10 uL de 10
mM DTNB, 20 pL de soluges de eritrécitos ou plasma e 120 uL de dgua destilada a 25°C. No
caso dos testes com hemacias, a solucdo foi diluida 200 vezes e no plasma 40 vezes. Este
sistema foi pré-incubado por 30 min (25°C) com 0,05% de DMSO, &gua (controle) ou inibidor
(compostos teste 8aa-cd, 11aa-gb e 15aa-hb) e a hidrélise foi monitorada pela formacgéo do
dianion tiolato de DTNB a 415 nm por 18 min (intervalos de 1 min) usando um Bio-Rad
iMark™ Microplate Absorbance Reader. Todas as amostras foram executadas triplicadas.

Para verificar a capacidade de inibicdo de cada composto, 11aa-gb, 15aa-hb e tacrina,
em cada enzima, foi utilizada uma faixa final em cada poco incluindo 0,1 pL de DMSO diluido
25 uM. A tacrina foi utilizada neste trabalho como controle positivo. Apés 0s testes anteriores
em solucdes de eritrécitos e plasma, foi determinado para os testiculos 1Cso, apenas 0s
compostos que apresentaram inibigdo acima de 30% em qualquer enzima (AChE ou BChE),
em uma concentracdo final de 25 puM, foram escolhidos. Com esses pardmetros, foram
determinados os testes de 1Csopara 0s seguintes compostos: 15bb e 15ib para a AChE e 15aa,
15ad, 15cb, 15gb e 15ib para a BChE. Para estes compostos foi utilizada a faixa de 25 uM-0,8
MM
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4.4 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram analisados com andlise de variancia (ANOVA) de uma via usando o
software GraphPad Prism 6 (versdo 6.01, GraphPad Software, Inc., EUA). Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo da média (SEM); p-values < 0,0001 foram considerados

significativamente diferentes.

45 SIMULACOES DE DOCKING MOLECULAR

Para melhor entender a posicao de ligagdo dos compostos com as enzimas colinesterase,
foi utilizado o software Vina 1.1.1.1%2 Assim, de acordo com a literatura, consideramos a
importancia da rede altamente conservada de moléculas de agua nos sitios ativos de AChE e
BChE, onde algumas moléculas de dgua foram consideradas nas simulacdes.'%13 A caixa de
grade de AChE (PDB ID 4EY6) e BChE foram centrados nas coordenadas x = -13,25, y = -
46,76 ez =33,52 ex=138,8,y = 111,5 e z = 39,9 (tamanhos: 30 x 30 x 30 A), respectivamente.
Os ligantes foram criados usando o software Avogadro 1.1.1,'** seguido de uma otimizacéo de
geometria quantica semi-empirica (método PM6).1* Os conformeros mais populosos do cluster
com a energia livre de ligagdo prevista mais favoravel (AG, kcal/mol) foram selecionados e

analisados usando o software Accelrys Discovery Studio Visualizer.136-140

4.6 ANALISE FOTOFISICA EM SOLUCAO

A espectroscopia de absorcdo UV-Vis foi registada usando um espectrofotometro
Shimadzu UV-2600 (intervalo de dados, 1,0 nm) utilizando diclorometano como solvente, na
gama de 250-600 nm com concentracdo fixa de 10 puM.

Foram medidos espectros de emissdo de fluorescéncia em estado estacionario dos
compostos 17 em CHCIls com um espectrofluorimetro Horiba Yvon-Jobin Fluoromax Plus
(Em/Exc; fenda de 3,0 mm) na gama de 300-700 nm a uma concentragéo fixa de 1,0 uM.

As experiéncias de fluorescéncia foram registadas usando o método de Contagem de
Fotons Unicos (TCSPC) com o controlador DeltaHub em conjunto com o espectrofluorimetro
Horiba. Os dados foram processados com o software DAS6 e Origin® 8.5 utilizando o ajuste
exponencial (mono-exponencial) de dados em bruto. Fonte NanoLED (Horiba) (1,0 MHz;
largura de pulso < 1,2 ns; comprimento de onda de excitagédo de 284 nm) foi utilizada como

fonte de excitacgéo.



116

4.7 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS SINTETICOS

4.7.1 Sintese de 2-aminotiofeno-3-carbonitrila (3)

v~
L T
3
A 2-aminotiofeno-3-carbonitrila  foi sintetizada de acordo com procedimento
experimental descrito na literatura.!* A uma mistura de 2,5-dihidroxi-1,4-ditiana (6,5 mmol),
malononitrila (6,5 mmol) em DMF (5 mL), EtsN (0,8 mL) foi adicionado gota a gota e a mistura
aquecida a 50 ° C por 2 h. Em seguida, a solucdo foi diluida com &gua e neutralizada com acido
acético, a mistura foi entdo extraida com éter dietilico e seca sobre Na2SO4 anidro. O solvente
foi evaporado para obter o produto como um sélido castanho, utilizado sem a necessidade de

prévia purificacdo.
4.7.2 Sintese de 2-amino-hidrociclo[b]tienil-3-carbonitrilas (5)

Sg, EtOH,

o CN morfolina CN
refluxo, 2h
* < 75-88% ]\
CN n=1,2,3 N Ng NH,
4a-¢" 2 5a-c

As  2-amino-hidrociclo[b]tienil-3-carbonitrilas ~ foram  sintetizadas  conforme
procedimento experimental descrito na literatura.X*> Em um baldo de 100 mL, munidos de
agitacdo magnetica, 5 mmol de ciclo-alcanona (4a-c) e 5 mmol de malononitrila (2) foram
dissolvidos em 75 mL etanol absoluto, foram entdo adicionados 11 mmol de enxofre em p6 e 5
mL de morfolina. A mistura foi aquecida ao refluxo com boa agitagdo, por 2 h, sendo entéo
resfriada a temperatura ambiente e vertido sobre 150 mL de agua gelada. O precipitado formado
foi filtrado, lavado com agua fria e purificado por recristalizagcdo em etanol, sendo obtidos na

forma de soélidos em rendimentos de 75 — 88%.
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4.7.3 Sintese de espiro[croman-2,1°-cicloalcan]-4-onas (7)

o o Pirrolidina,
110°C 6h
Shger sl
65 - 90 %
OH
6 4a-c Ta-c

As espiro-croman-4-onas foram obtidas conforme descrita inicialmente por Kabbe3:83 e

aperfeicoado por Bonacorso.®®'* Em um baldo de 100 mL foi adicionada 2-hidroxi-
acetofenona (6, 50 mmol), da cetona ciclica (4a-c, 50 mmol) e de pirrolidina (50 mmol). A
mistura foi mantida sob agitacdo magnética por 6 horas a uma temperatura de 110 °C. Apds o
tempo reacional, a pirrolidina foi removida sob pressao reduzida em evaporador rotatorio e o
6leo resultante foi destilado sob pressdo reduzida. As respectivas espiro-croman-4-onas 3 foram

obtidas na forma de 6leos em rendimentos de 65-90 %.

4.7.4 Sintese de espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-aminas (8)

<Rl CN 0 (
' /ﬁ\ + Acido de Lewis _ R
TR NH
S 2 0"\
3, 5a-c 7a-c 8aa-cd

R, R" = H (3, 8aa-ca), -(CH,)s- (5a, 8ab-cb), -(CH,)4- (5b, 8ac-cc), -(CH,)s- (5¢, 8ad-cd)
n =1 (7a, 8aa-ad), 2 (7b, 8ba-bd), 3 (7¢c, 8ca-cd)

A uma mistura de tienil-aminonitrila (3 e 4a-c,1 mmol) e espiro[croman-2,1’-cicloalcan]-
4-onas (7a-c, 1 mmol), foi adicionado o cloreto de aluminio (AICI3, 1 mmol), a mistura
reacional foi aquecida a 110 °C sob agitacdo magnética por 24 horas. Em seguida, foi
adicionado uma solucdo de NaOH (2M, 6 mL) e a mistura reacional permaneceu sob agitacao
magnética a mesma temperatura por mais 24 horas. Ap6s o resfriamento do sistema a
temperatura ambiente, os compostos 8aa-cd foram extraidos em cloroférmio (30 mL) e a fase
organica foi tornada anidra sobre sulfato de sodio anidro, filtrada e o solvente removido em
rotaevaporador sob pressdao reduzida. Os produtos brutos foram entdo purificados por
cromatografia em coluna de silica gel empregando acetato de etila e hexano como eluentes e
em proporgOes que variaram de acordo com o substituinte, obtendo os produtos com
rendimentos de 20-33 %.



118

espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclopentan]-7-amina (8aa)
Aspecto fisico: sélido marrom. Rendimento: 20%. P.F.: 162-166 °C.

'H RMN (600 MHz, CDCls) 6 (ppm): 8.25 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H,
H-1), 7.28 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H-9), 7.28 — 7.22 (m, 1H, H-3), 7.13 (d, J
= 6.1 Hz, 1H, H-8), 7.07 — 7.00 (m, 1H, H-2), 6.86 (dd, J = 8.1, 1.1 Hz,
1H, H-4), 4.45 (s, 2H, NH>), 2.36 — 2.25 (m, 4H, CH>), 2.14 — 2.06 (m,
2H, CH), 1.84 - 1.76 (m, 2H, CH>).
13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 161.41 (C-10a), 153.58 (C-11b), 146.60 (C-11a), 143.10
(C-7), 130.54 (C-3), 125.41 (C-1), 123.60 (C-9), 123.17 (C-4a), 121.64 (C-2), 120.95 (C-7a),
117.19 (C-8), 116.85 (C-4), 112.39 (C-6a), 88.96 (C-6), 37.95 (CH>), 25.49 (CH>).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C1sH1sN20S: 309,1056. Encontrado: 309.1028.

9,10-dihidro-8H-espiro[cromeno[4,3-b]ciclopenta[4,5]tieno[3,2-e]piridina-6,1"-
ciclopentan]-7-amina (8ab)

Aspecto fisico: solido bege. Rendimento: 24%. P.F.: 184-188 °C.

'H RMN (600 MHz, CDCls3) § (ppm): 8.21 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H, H-
1), 7.24 — 7.21 (m, 1H, H-3), 7.02 (td, J = 7.5, 1.2 Hz, 1H, H-2), 6.84
(dd, J =8.0, 1.1 Hz, 1H, H-4), 4.42 (s, 2H, NH>), 3.11 (ddt, J = 9.1,
7.2,1.9 Hz, 2H, CH>), 2.99 (m, 2H, CH>), 2.52 (quint, J = 7.3 Hz, 2H,
CH2), 2.29 (m, 4H, CH>), 2.12 — 2.04 (m, 2H, CH2), 1.84 — 1.74 (m, 2H, CH>).

13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 165.93 (C-10a), 153.35 (C-11b), 145.23 (C-11a), 143.02
(C-7), 139.03 (C-9), 134.43 (C-8), 130.16 (C-3), 125.19 (C-1), 123.30 (C-4a), 121.55 (C-2),
117.96 (C-7a), 117.06 (C-4), 112.93 (C-6a), 88.95 (C-6), 37.90 (CH2), 30.01 (CH>), 29.69
(CH), 27.79 (CH2), 25.50 (CH>).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C21H20N20S: 349.1369. Encontrado: 349.1358.

8,9,10,11-tetrahidroespiro[benzo[4,5]tieno[2,3-b]cromeno[3,4-e]piridina-6,1'-
ciclopentan]-7-amina (8ac)

Aspecto fisico: sélido amarelo. Rendimento: 32%. P.F.: 149-151 °C.
'H RMN (600 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 8.20 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H,
H-1), 7.25 - 7.19 (m, 1H, H-3), 7.04 — 6.98 (m, 1H, H-2), 6.84 (dd, J
=8.2,1.4 Hz, 1H, H-4), 4.52 (s, 2H, NH>), 3.05 - 2.99 (m, 2H, CH>),
2.84 — 2.81 (m, 2H, CHy), 2.30 — 2.27 (m, 4H, CHy), 2.12 — 2.06 (m,
2H, CH2), 1.95-1.88 (m, 4H, CH>), 1.81 — 1.76 (m, 2H, CH>).
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13C RMN (150 MHz, CDCl3) d (ppm): 160.62 (C-10a), 153.30 (C-11b), 145.12 (C-11a), 144.36
(C-7), 133.77 (C-9), 130.12 (C-3), 126.03 (C-8), 125.18 (C-1), 123.33 (C-4a), 121.56 (C-2),
120.34 (C-7a), 117.04 (C-4), 113.06 (C-6a), 89.13 (C-6), 37.71 (CH>), 27.08 (CH), 25.92
(CHy), 25.59 (CH>), 22.92 (CH>), 22.44 (CH>).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C22H22N20S: 363.1526. Encontrado: 363.1507.

9,10,11,12-tetrahidro-8H-espiro[cromeno[4,3-b]ciclohepta[4,5]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-
ciclopentan]-7-amina (8ad)

Aspecto fisico: sélido amarelo. Rendimento: 24%. P.F.: 145-148 °C.
'H RMN (600 MHz, CDCl3) ¢ (ppm): 8.21 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H,
H-1), 7.22 (td, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H, H-3), 7.02 (t, J = 7.3 Hz, 1H, H-
2),6.84 (d, J =8.0 Hz, 1H, H-4), 4.40 (s, 2H, NH>), 3.16 — 3.12 (m,
2H, CH2), 2.91 -2.87 (m, 2H, CHy), 2.33 —2.27 (m, 4H, CH>), 2.14
—2.06 (m, 2H, CHy), 1.94 — 1.88 (m, 2H, CH>), 1.86 — 1.77 (m, 6H, CH>).

13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 159.73 (C-10a), 153.32 (C-11b), 144.95 (C-11a), 144.33
(C-7), 138.20 (C-9), 131.18 (C-8), 130.09 (C-3), 125.12 (C-1), 123.37 (C-4a), 121.71 (C-7a),
121.61(C-2),117.11 (C-4),113.75 (C-6a), 89.23 (C-6), 37.61 (CH2), 30.85 (CH>), 29.83 (CH>),
29.30 (CHy), 27.10 (CHy), 26.49 (CH>), 25.60 (CHy).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C23H2aN20S: 377.1668. Encontrado: 377.1650.

espiro[cromenol4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-amina (8ba)

Aspecto fisico: sélido marrom. Rendimento: 28%. P.F.: 161-166 °C.

'H RMN (400 MHz, CDCls) 6 (ppm): 8.27 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H, H-
1), 7.30 — 7.25 (m, 2H, H-2, H-3, H-9), 7.12 (d, J = 6.1 Hz, 1H, H-8),
7.04 (td, J =7.5, 1.2 Hz, 1H, H-2), 6.95 (dd, J = 8.1, 1.2 Hz, 1H, H-4),
4.60 (s, 2H, NHy), 2.33 — 2.25 (m, 2H, NH>), 2.10 — 1.94 (m, 4H, CH),
1.90 - 1.84 (m, 1H, CHy), 1.67 — 1.61 (m, 2H, CH>), 1.39 — 1.27 (m, 1H, CH>).

13C RMN (100 MHz, CDCls) & (ppm): 161.35 (C-10a), 153.21 (C-11b), 147.40 (C-11a), 143.77
(C-7), 130.68 (C-3), 125.66 (C-1), 123.89 (C-4a), 123.70 (C-9), 121.67 (C-2), 121.54 (C-7a),
117.01 (C-4, C-8), 114.00 (C-6a), 79.53 (C-6), 34.37 (CH2), 25.47 (CH>), 21.61 (CH>).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C19H1sN20S: 322.1213. Encontrado: 322.12009.
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9,10-dihidro-8H-espiro[cromeno[4,3-b]ciclopenta[4,5]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-
ciclohexan]-7-amina (8bb)

Aspecto fisico: solido amarelo. Rendimento: 26%. P.F.: 203-206 °C.
'H RMN (600 MHz, CDCl3) § (ppm): 8.22 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H, H-
1), 7.27 — 7.24 (m, 1H, H-3), 7.03 (td, J = 7.5, 1.2 Hz, 1H, H-2), 6.94
(dd, J =8.1, 1.2 Hz, 1H, H-4), 4.59 (s, 2H, NH>), 3.13 — 3.09 (m, 2H,
CH2), 3.00 — 2.96 (m, 2H, CH>), 2.51 (quint, J = 7.3 Hz, 2H, CH>),
2.30-2.19 (m, 2H, CH), 2.07 — 1.92 (m, 4H, CH2), 1.89 — 1.82 (m, 1H, CH>), 1.64 — 1.58 (m,
2H, CHy), 1.37 — 1.24 (m, 1H, CH>).

13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 165.77 (C-10a), 152.94 (C-11b), 145.92 (C-11a), 143.77
(C-7), 139.13 (C-9), 134.56 (C-8), 130.30 (C-3), 125.37 (C-1), 123.94 (C-4a), 121.58 (C-2),
118.55 (C-7a), 116.90 (C-4), 114.60 (C-6a), 79.45 (C-6), 34.21 (CH2), 30.19 (CH>), 29.69
(CHy), 27.80 (CH>), 25.44 (CH), 21.58 (CH>).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C22H22N20S: 363.1526. Encontrado: 363.1512.

8,9,10,11-tetrahidroespiro[benzo[4,5]tieno[2,3-b]Jcromeno[3,4-e]piridina-6,1'-
ciclohexan]-7-amina (8bc)

Aspecto fisico: s6lido bege. Rendimento: 33%. P.F.: 212-217 °C.
'H RMN (600 MHz, CDCls) 6 (ppm): 8.20 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H,
H-1), 7.27 — 7.23 (m, 1H, H-3), 7.03 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-2), 6.94
(dd, J=8.0,1.1 Hz, 1H, H-4), 4.71 (s, 2H, NH>), 3.04 (t, J = 6.0 Hz,
2H, CHy), 2.82 (t, J = 6.0 Hz, 2H, CH2), 2.26 — 2.20 (m, 2H, CH>),
2.11-2.03 (m, 2H, CHy), 2.02 — 1.83 (m, 7H, CH2), 1.66 — 1.60 (m, 2H, CH>), 1.36 — 1.23 (m,
1H, CHy).

13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 160.48 (C-10a), 152.87 (C-11b), 145.71 (C-11a), 145.18
(C-7), 133.93 (C-9), 130.25 (C-3), 126.13 (C-8), 125.33 (C-1), 123.88 (C-4a), 121.59 (C-2),
120.84 (C-7a), 116.85 (C-4), 114.78 (C-6a), 79.59 (C-6), 33.84 (CH2), 27.22 (CH>), 25.98
(CHy), 25.42 (CHy), 22.97 (CH2), 22.42 (CH>), 21.57 (CH2).HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc.
para C23H24N20S: 377.1682. Encontrado: 377.1686.
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9,10,11,12-tetrahidro-8H-espiro[cromeno[4,3-b]cicloheptal4,5]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-
ciclohexan]-7-amina (8bd)

Aspecto fisico: solido amarelo. Rendimento: 24%. P.F.: 154-157 °C.
'H RMN (600 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 8.20 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H,
H-1), 7.28 — 7.22 (m, 1H, H-3), 7.03 (td, J = 7.5, 1.2 Hz, 1H, H-2),
6.94 (dd, J = 8.0, 1.2 Hz, 1H, H-4), 4.56 (s, 2H, NHy), 3.17 — 3.07
(m, 2H, CH>), 2.91 — 2.86 (m, 2H, CH>), 2.26 — 2.20 (m, 2H, CH>),
2.12-2.06 (m, 2H, CH), 2.01 — 1.93 (m, 2H, CH), 1.92 - 1.89 (m, 2H, CH>), 1.84 — 1.80 (m,
4H, CH2), 1.66 — 1.59 (m, 2H, CHy), 1.34 — 1.24 (m, 2H, CH>).

13C RMN (150 MHz, CDCls) § (ppm): 159.51 (C-10a), 152.84 (C-11b), 145.37 (C-11a), 145.14
(C-7), 138.45 (C-9), 131.30 (C-8), 130.21 (C-3), 125.26 (C-1), 123.83 (C-4a), 122.21 (C-7a),
121.63(C-2), 116.91 (C-4), 115.43 (C-6a), 79.59 (C-6), 33.60 (CH>), 30.95 (CHy), 29.77 (CH>),
29.39 (CHy), 27.09 (CH>), 26.54 (CH>), 25.42 (CH2), 21.56 (CH>).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C24H26N20S: 391.1839. Encontrado: 391.1816.

espiro[cromenol4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-cicloheptan]-7-amina (8ca)

Aspecto fisico: sélido bege. Rendimento: 20%. P.F: 154-158 °C.

'H RMN (600 MHz, CDCl3) & (ppm): 8.25 (dd, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H, H-
1), 7.30 — 7.25 (m, 2H, H-3, H-9), 7.12 (d, J = 6.1 Hz, 1H, H-8), 7.07 —
7.03 (m, 1H, H-2), 6.94 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-4), 4.58 (s, 2H, NH>), 2.35
(m, 2H, CHy), 2.23 (m, 2H, CHy), 2.04 — 1.95 (m, 2H, CH>), 1.85-1.76
(m, 2H, CH2), 1.72 — 1.65 (m, 2H, CH2), 1.64 — 1.55 (m, 2H, CH>).

13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 161.17 (C-10a), 153.18 (C-11b), 146.41 (C-11a), 143.33
(C-7), 130.68 (C-3), 125.44 (C-1), 123.52 (C-9), 123.43 (C-4a), 121.62 (C-2), 121.10 (C-7a),
117.26 (C-8), 117.00 (C-4), 116.26 (C-6a), 83.49 (C-6), 38.24 (CH>), 29.79 (CH2), 24.09 (CH>).
HRMS-ESI(+): [M + Na]*: Calc. para C20H20N20S: 359.1189. Encontrado: 359.1209.
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9,10-dihidro-8H-espiro[cromeno[4,3-b]ciclopenta[4,5]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-
cicloheptan]-7-amina (8cb)

Aspecto fisico: sélido amarelo. Rendimento: 22%. P.F.: 194-199 °C.
'H RMN (600 MHz, CDClIs) 6 (ppm): 8.21 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H, H-
1), 7.27 —7.24 (m, 1H, H-3), 7.03 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-2), 6.92 (d, J =
8.0 Hz, 1H, H-4), 4.57 (s, 2H, NH2), 3.12 — 3.09 (m, 2H, CH>), 3.01 -
2.95 (m, 2H, CHy), 2.51 (quint, J = 7.3 Hz, 2H, CH>), 2.37 — 2.29 (m,
2H, CHy), 2.26 — 2.16 (m, 2H, CHy), 2.04 — 1.96 (m, 2H, CH>), 1.86 — 1.73 (m, 2H, CH>), 1.75
—1.63 (m, 2H, CH>), 1.63 — 1.53 (m, 2H, CH>).

13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 165.64 (C-10a), 152.96 (C-11b), 144.99 (C-11a), 143.33
(C-7), 138.92 (C-9), 134.57 (C-8), 130.32 (C-3), 125.22 (C-1), 123.51 (C-4a), 121.53 (C-2),
118.12 (C-7a), 117.14 (C-4), 116.88 (C-6a), 83.45 (C-6), 38.23 (CH2), 30.10 (CH), 29.81
(CHy), 29.67 (CH>), 27.78 (CH2), 24.10 (CH>).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C23H24N20S: 377.1682. Encontrado: 377.1675.

8,9,10,11-tetrahidroespiro[benzo[4,5]tieno[2,3-b]Jcromeno[3,4-e]piridina-6,1'-
cicloheptan]-7-amina (8cc)

Aspecto fisico: s6lido amarelo. Rendimento: 23%. P.F.: 160-163 °C.
'H RMN (600 MHz, CDCls) 6 (ppm): 8.19 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H,
H-1), 7.29 — 7.21 (m, 1H, H-3), 7.02 (td, J = 7.5, 1.2 Hz, 1H, H-2),
6.92 (dd, J=8.0, 1.1 Hz, 1H, H-4), 4.67 (s, 2H, NH>), 3.06 — 3.00 (m,
2H, CH), 2.84 —2.79 (m, 2H, CH), 2.37 — 2.28 (m, 2H, CH>), 2.27
—2.19 (m, 2H, CH), 2.05-1.96 (m, 2H, CH), 1.94 — 1.86 (m, 4H, CH2), 1.83 — 1.75 (m, 2H,
CH2), 1.69 — 1.63 (m, 2H, CH>), 1.61 — 1.54 (m, 2H, CH>).

13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 160.32 (C-10a), 152.89 (C-11b), 144.77 (C-11a), 144.72
(C-7), 133.71 (C-9), 130.29 (C-3), 126.15 (C-8), 125.20 (C-1), 123.47 (C-4a), 121.53 (C-2),
120.46 (C-7a), 117.20 (C-6a), 117.10 (C-4), 83.66 (C-6), 38.20 (CH2), 29.92 (CH>), 27.16
(CH>), 25.94 (CH?2), 24.30 (CHz), 22.93 (CH), 22.42 (CH>).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C2sH2sN20S: 391.1839. Encontrado: 391.1854.
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9,10,11,12-tetrahidro-8H-espiro[cromeno[4,3-b]cicloheptal4,5]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-
cicloheptan]-7-amina (8cd)

Aspecto fisico: solido amarelo. Rendimento: 20%. P.F.: 169-171 °C.
'H RMN (600 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 8.20 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H,
H-1), 7.27 — 7.23 (m, 1H, H-3), 7.02 (td, J = 7.5, 1.1 Hz, 1H, H-2),
6.92 (dd, J = 8.0, 1.1 Hz, 1H, H-4), 4.54 (s, 2H, NH), 3.19 — 3.05
(m, 2H, CHy), 2.94 — 2.79 (m, 2H, CH>), 2.47 — 2.30 (m, 2H, CH>),
2.30-2.22 (m, 2H, CH), 2.06 — 1.96 (m, 2H, CH2), 1.93 - 1.87 (m, 2H, CH>), 1.87 — 1.77 (m,
6H, CH), 1.71 - 1.62 (m, 2H, CH>), 1.61 — 1.53 (m, 2H, CH>).

13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 159.47 (C-10a), 152.88 (C-11b), 144.62 (C-11a), 144.57
(C-7), 138.17 (C-9), 131.31 (C-8), 130.26 (C-3), 125.13 (C-1), 123.49 (C-4a), 121.82 (C-7a),
121.55(C-2), 117.97 (C-6a), 117.14 (C-4), 83.73 (C-6), 38.23 (CH?>), 30.86 (CH2), 29.90 (CH>),
29.89 (CH2), 29.31 (CHy), 27.10 (CH>), 26.48 (CH>), 24.32 (CH>).

HRMS-ESI(+): [M + Na]™: Calc. para C25H2sN20S: 427.1815. Encontrado: 427.1849.

4.7.5 Sintese de 5-amino-3-aril/heteroaril-isoxazol-4-carbonitrilas (10)

R
o HO., HO., CN
)L i JN\ ii )'1 iii N |
R™ 'H R H R >cl 0 N\H
2
9a-h 9a'-h’ 9a"-h" 10a-h

R = CgHs, 4-OMeCgH, 4-MeCgH, 4-FCgH4 4-BrCgH, 4-NO,CgH,, 5-Cl-2-furil, 2-tienil
i = NH,0H.HCI, K,CO3 MeOH, t.a., 4h
ii =NCS, DMF, t.a., overnight
iii = (2) malononitrila, Na®, EtOH, THF, t.a., 1h; (2) 45 °C, 1h
Conforme procedimento experimental descrito na literatura,’®* em que, aril/heteroaril
aldeidos (9a-h, 10 mmol), cloridrato de hidroxilamina (NH2OH.HCI, 10 mmol) e carbonato de
potéssio (K2COs, 10 mmol) foram dissolvidos em 10 mL de metanol em um frasco de fundo
redondo de 125 mL. A mistura foi agitada a temperatura ambiente por 3 h. Apos a conclusédo
da reacéo, o solvente foi removido em rotaevaporador, agua foi entdo adicionada ao residuo e
o0 sistema de mistura foi extraido com acetato de etila. A fase organica foi tornada anidra com
sulfato de sodio anidro e concentrada em rotaevaporador de modo a obter-se o intermediario
benzaldoxima (9°), que foi usado diretamente na proxima etapa sem purificagdo adicional.
De posse das oximas 9°, a uma solucdo destas (10 mmol), em dimetilformamida (2 mL),

foi adicionado N-clorossuccinimida (NCS, 11 mmol), em pequenas porcdes e sob baixa
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temperatura, de acordo com procedimento experimental descrito na literatura.'? Apds a adigéo
total, a mistura foi agitada a temperatura ambiente durante 16 h e, terminado o tempo reacional,
o0 conteudo foi vertido em agua fria, a solucao foi extraida com éter dietilico e os compostos 9°°
foram utilizados diretamente na proxima etapa sem purificacdo adicional.

As 5-amino-3-aril/heteroaril-isoxazol-4-carbonitrilas (10a-h) foram obtidas de acordo
com procedimento experimental descrito na literatura,’°> em que, preparou-se primeiramente
uma solucdo de etoxido de sodio (50 mmol de Na® em 10 mL de etanol), ao qual, foi adicionado
uma solucdo de malononitrila (2, 50 mmol, em 10 mL de THF), lentamente a temperatura
ambiente. A mistura reacional foi adicionada uma solugdo do interemediario 9> em 10 mL de
etanol, lentamente e em banho de gelo e que, passada a adicdo, foi agitada a temperatura
ambiente por 1 h e a 45 °C por mais 1 h. A mistura foi entdo concentrada, adicionado agua
destilada e extraida com acetato de etila, lavada com uma solucdo aquosa de cloreto de sodio
saturada (3 x 50 mL), fase orgéanica foi entdo tornada anidra com sulfato de sédio anidro e o
solvente removido em rotaevaporador sob pressao reduzida e o produto bruto foi purificado por

recristalizacdo, empregando etanol como solvente, com rendimentos que variaram de 27-86%.

5-amino-3-(4-metoxifenil)isoxazol-4-carbonitrila (10b)

MeQ Aspecto fisico: solido branco. Rendimento: 52%. P.F.: 196-198 °C.
'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 8.53 (s, 2H, NH2), 7.72 (d, J
CN
/3 \4 = 8.8 Hz, 2H, H-4-OMeC¢H4), 7.11 (d, J = 8.8 Hz 2H, H-4-OMeCsHs),

2N\ 5"NH, 3.83 (s, 3H, OMe).

1 13C RMN (150 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 174.12 (C-5), 161.64 (4-
OMeCgH4), 161.05 (C-3), 128.70 (4-OMeCsHa), 119.86 (4-OMeCsHa), 115.06 (4-OMeCeHy),
114.37 (CN), 63.32 (C-4), 55.85 (OMe).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C11HoN30>: 216.0768. Encontrado: 216.0766.

5-amino-3-(4-fluorfenil)isoxazol-4-carbonitrila (10d)

F Aspecto fisico: sélido branco. Rendimento: 45%. P.F.: 177-180 °C.
'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 8.62 (s, 2H, NH>), 7.86 — 7.78
CN
A (m, 2H, H-4-FCgHa), 7.42 (t, J = 8.8 Hz, 2H, H-4-FCgHa).

/
Nvo”5"NH, 13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 173.60 (C-5), 163.38 (d, J =
1

248.7 Hz, 4-FCgHa4), 160.12 (C-3), 129.12 (d, J = 8.8 Hz, 4-FCsHa), 123.61
(d, J =3.2 Hz, 4-FC¢H4), 116.25 (d, J = 22.1 Hz, 4-FCeH4), 113.50 (CN), 63.04 (C-4).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C10HsFN3O: 204.0568. Encontrado: 204.0578.
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5-amino-3-(4-bromofenil)isoxazol-4-carbonitrila (10e)

Br Aspecto fisico: solido branco. Rendimento: 49%. P.F.: 206-208 °C.
'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 8.65 (s, 2H, NH2), 7.79 (d, J =
CN
/3 (" 8.3 Hz, 2H, H-4-BrCeHa), 7.71 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-4-BrCsHa).

MNvg”5"NH, 3C RMN (150 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 173.64 (C-5), 160.13 (C-3),
1 132.17 (4-BrCeHa), 128.62 (4-BrCeHa), 126.25 (4-BrCeHa), 124.38 (4-
BrCeHa), 113.37 (CN), 62.97 (C-4).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para Ci1oHsBrN3O: 263.9767. Encontrado: 263.9785.

5-amino-3-(5-clorofuran-2-il)isoxazol-4-carbonitrila (10g)

Cl—~r ) Aspecto fisico: solido bege. Rendimento: 55%. P.F.: 163-169 °C.
O\s N *HRMN (600 MHz, DMSO-ds) 5 (ppm): 8.71 (s, 2H, NH), 7.15 (d, J =
N D, 36 Hz, 1H,5-Cl-2-furil), 6.78 (d, I = 3.6 Hz, 1H, 5-Cl-2-furi)

1 13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 173.01 (C-5), 152.06 (C-3),
141.17 (5-Cl-2-furil), 137.83 (5-Cl-2-furil), 114.64 (CN), 112.57 (5-Cl-2-furil), 109.31 (5-Cl-
2-furil), 61.62 (C-4).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para CgH4CIN30O2: 210.0065. Encontrado: 210.0076.

4.7.6 Sintese de 3/8-aril/heteroaril-hidrociclo-isoxazolo[5,4-

b]quinolinaminas(piridinaminas) (11)

R 0 R NH,
CN
N 4 ‘ ¥ (/,’::\\\ Acido de Lewis Nm -
07 NH, 0.t O N7 T
10a-g 4a-d 11aa-gb ~~

R= CGH5, 4-OMeC6H4, 4-MeC6H4Y 4'FC6H4, 4-BrC6H4’ 4'NOZCGH4, 5-CI-2-furiI, 2-tienil
n=1,2, 3, 56-dihidronaftaleno

A uma mistura de de 5-amino-isoxazol-4-carbonitrila (10a-g, 1 mmol) e cicloalcanona
(4a-d, 1,5 mmol), foi adicionado o cloreto de aluminio (AICIs, 2 mmol) e a mistura foi
submetida a irradiacdo de microondas, cujos parametros experimentais estabelecidos foram a
100 °C, 15 min. e 250 W. Em seguida, foi realizada uma diluicdo com uma solucdo de
cloroférmio/agua (1/1) e tratada com uma solugdo aquosa de hidréxido de sodio (10%) até pH

11-12, sob agitacdo durante 30 min. Apoés isso, 0s compostos 11laa-gb foram extraidos em
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cloroférmio (30 mL) e a fase orgéanica foi tornada anidra sobre sulfato de sddio anidro, filtrada
e 0 solvente removido em rotaevaporador sob presséo reduzida. Os produtos brutos foram entéo
purificados por recristalizacdo em etanol ou cromatografia em coluna de silica gel, empregando
acetato de etila e hexano como eluentes e em propor¢cbes que variaram de acordo com o

substituinte, obtendo os produtos com rendimentos de 15-88 %.

3-fenil-6,7-dihidro-5H-ciclopenta[b]isoxazolo[4,5-e]piridin-4-amina (11aa)

Aspecto fisico: solido bege. Rendimento: 15%. P.F.: 246-248 °C.

'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 8.10 (dd, J = 7.3, 2.4 Hz, 2H,
H-CeHs), 7.62 — 7.54 (m, 3H, H-CeHs), 6.58 (s, 2H, NH2), 2.85 (1, J = 7.6
Hz, 2H, H-5), 2.75 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H-7), 2.08 (quint, J = 7.5 Hz, 2H,
H-6)

13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 160.58 (C-7a), 159.97 (C-8a), 156.94 (C-3a), 143.34
(C-3), 130.94 (CeHs), 129.13 (CeHs), 127.00 (C-4), 126.25 (CeHs), 117.94 (CeHs), 115.97 (C-
43), 33.91 (C-5), 27.13 (C-7), 22.48 (C-6).

HRMS-ESI(+): [M + H]*: Calc. para CisH3N30: 252.1131. Encontrado: 252.1127.

3-fenil-5,6,7,8-tetrahidroisoxazolo[5,4-b]quinolin-4-amina (11ab)%®

Aspecto fisico: s6lido marrom. Rendimento: 89%. P.F: 252-256 °C.

IH RMN (600 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 8.14 — 8.05 (m, 2H, H-CeHs),
5 7.64—7.51 (m, 3H, H-CsHs), 6.48 (s, 2H, NH2), 2.80 — 2.66 (m, 2H, H-
5), 2.50 — 2.44 (m, 2H, H-8), 1.78 (quin, J = 3.7 Hz, 4H, H-6, H-7).
13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 157.88 (C-8a), 156.90 (C-9a),
152.11 (C-3a), 145.27 (C-3), 131.02 (CeHs), 129.14 (CeHs), 126.93 (C-4), 126.33 (CsHbs),
117.26 (CeHs), 111.52 (C-4a), 32.79 (C-5), 23.11 (C-8), 22.40 (C-7), 22.08 (C-6).

3-fenil-6,7,8,9-tetrahidro-5H-ciclohepta[bJisoxazolo[4,5-e]piridin-4-amina (11ac)°®
Aspecto fisico: sélido branco. Rendimento: 55%. P.F.: 275-277 °C.

'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 8.25 — 8.05 (m, 2H, H-CgHs),
7.74 —7.55 (m, 3H, H-CeHs), 6.44 (s, 2H, NHy), 2.95 — 2.83 (m, 2H, H-
5), 2.78 — 2.72 (m, 2H, H-9), 1.81 (quin, J = 5.9 Hz, 2H, H-6), 1.60
(quin, J = 5.5 Hz, 2H, H-8), 1.52 (quin, J = 5.5 Hz, 2H, H-7).
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13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 159.41 (C-9a e C-10a), 157.20 (C-3a), 144.64 (C-3),
131.02 (CeHs), 129.13 (CeHs), 126.93 (C-4), 126.35 (CeHs), 118.20 (CsHs), 116.89 (C-4a),
38.39 (C-5), 31.68 (C-9), 27.04 (C-7), 26.19 (C-8), 24.67 (C-6).

8-fenil-5,6-dihidrobenzo[h]isoxazolo[5,4-b]quinolin-7-amina (11ad)

Aspecto fisico: s6lido marrom. Rendimento: 88%. P.F.: 192-195 °C.
'H RMN (600 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 8.28 — 8.15 (m, 1H, H-7d),
7.77 (dd, J = 6.5, 3.0 Hz, 2H, H-C¢Hs), 7.66 — 7.58 (m, 3H, H-CesHs),
7.44 —-7.35 (m, 2H, H-7b, H-7c), 7.34— 7.29 (m, 1H, H-7a), 6.11 (s, 2H,
NH2), 2.93 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H-6), 2.79 (t, J = 7.3 Hz, 2, H-5H).

13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) § (ppm): 170.86 (C-8a), 158.35 (C-9a), 152.90 (C-3a), 149.07
(C-3), 138.99 (C-7), 134.48 (C-8), 130.84 (CeHs), 130.02 (C-7b), 129.86 (CeHs), 129.56 (C-
7a), 128.96 (CeHs), 128.11 (C-7c¢), 127.24 (C-7d), 126.03 (CeHs), 110.67 (C-4a), 97.37 (C-7d),
27.46 (C-6), 21.26 (C-5).

HRMS-ESI(+): [M + H]*: Calc. para C20H1sN30: 314.1288. Encontrado: 314.1282.

3-(p-tolil)-5,6,7,8-tetrahidroisoxazolo[5,4-b]quinolin-4-amina (11cb)
Me Aspecto fisico: solido bege. Rendimento: 35%. P.F: 225-227 °C.
'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) d (ppm): 7.99 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-4-
MeCesHa), 7.40 (d, J = 7.8 Hz, 2H, H-4-MeCsHa), 6.41 (s, 2H, NH>),
® 2.77 - 272 (m, 2H, H-5), 2.49 — 2.46 (m, 2H, H-8), 2.40 (s, 3H, Me),
N5 1.81-1.74 (m, 4H, H-6, H-7).
13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 157.83 (C-9a), 157.13 (C-8a), 151.88 (C-3a), 145.12
(C-3), 141.04, 129.70, 126.34, 124.25 (C-4), 117.26, 111.49 (C-4a), 32.77 (C-5), 23.10 (C-8),
22.42 (C-7), 22.10 (C-6), 21.00 (Me).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C17H17N30: 280.1444. Encontrado: 280.1525.

?96

3-(4-flaorfenil)-5,6,7,8-tetrahidroisoxazolo[5,4-b]quinolin-4-amina (11db)

Aspecto fisico: sélido branco. Rendimento: 42%. P.F: 293-296 °C.

'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) ¢ (ppm): 8.17 — 8.07 (m, 2H, H-4-
FCeHa), 7.42 (t, J = 8.8 Hz, 2H, H-4-FCgHa4), 6.35 (s, 2H, NH2), 2.78 —
2.67 (m, 2H, H-5), 2.49 — 2.47 (m, 2H, H-8), 1.86 — 1.70 (m, , 4H, H-6,
H-7).
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13C RMN (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 163.65 (d, J = 249.1 Hz, 4-FCeHa), 157.97 (C-8a),
156.23 (C-9a), 152.19 (C-3a), 145.24 (C-3), 128.88 (d, J = 9.0 Hz, 4-FC¢Ha4), 123.67 (d, J = 2.9
Hz, 4-FCeHa), 117.34 (C-4), 116.33 (d, J = 22.4 Hz, 4-FCeH.), 111.66 (C-4a), 32.81 (C-5),
23.09 (C-8), 22.42 (C-7), 22.10 (C-6).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C16H14FN3O: 284.1194. Encontrado: 284.1210.

3-(4-bromofenil)-5,6,7,8-tetrahidroisoxazolo[5,4-b]quinolin-4-amina (11eb)

Aspecto fisico: solido bege. Rendimento: 50%. P.F: 252-255 °C.

'H RMN (600 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 8.02 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-4-
BrCesHa), 7.81 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-4-BrCsH.), 6.51 (s, 2H, NH>), 2.79
—2.70 (m, 2H, H-5), 2.49 — 2.43 (m, 2H, H-8), 1.77 (quin, J = 3.9 Hz,
4H, H-6, H-7).

13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 157.88 (C-8a), 156.05 (C-9a), 152.38 (C-3a), 145.37
(C-3), 132.23 (4-BrCsHa), 128.19 (4-BrCeHa), 126.12 (C-4), 124.52 (4-BrCeH4), 117.25 (4-
BrCsHa), 111.60 (C-4a), 32.80 (C-5), 23.10 (C-8), 22.36 (C-7), 22.04 (C-6).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C16H14BrN3O: 344.0393. Encontrado: 344.0410.

3-(4-nitrofenil)-5,6,7,8-tetrahidroisoxazolo[5,4-b]quinolin-4-amina (11fb)

O,N Aspecto fisico: s6lido marrom. Rendimento: 72%. P.F: 195-197 °C.
'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 8.02 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-4-
NO2Ce¢Ha4), 7.80 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-4-NO2C¢H4), 6.49 (s, 2H, NH>),

° 2.78-2.70 (m, 2H, H-5), 2.48 (t, J = 5.5 Hz, 2H, H-8), 1.77 (quin, J =
3.9 Hz, 4H, H-6, H-7).

13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 157.89 (C-8a), 156.07 (C-9a), 152.39 (C-3a), 145.37

(C-3), 132.23 (4-NO2CsHa), 128.19 (4-NO2CsHa), 126.13 (C-4), 124.52 (4-NO2CeHa4), 117.27

(4-NO2CsHs), 111.61 (C-4a), 32.80 (C-5), 23.10 (C-8), 22.37 (C-7), 22.05 (C-6).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C16H14N4O3: 311.1139. Encontrado: 311.1148.

3-(5-clorofuran-2-il)-5,6,7,8-tetrahidroisoxazolo[5,4-b]quinolin-4-amina (11gb)

Aspecto fisico: sélido laranja. Rendimento: 25%. P.F: 102-105 °C.
'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 7.36 (d, J = 3.7 Hz, 1H, 5-
Cl-2-furil), 6.83 (d, J = 3.7 Hz, 1H, 5-CI-2-furil), 6.55 (s, 2H, NH>),
2.76 — 2.71 (m, 2H, H-5), 2.46 (t, J = 5.5 Hz, 2H, H-8), 1.83 — 1.65
(m, 4H, H-6, H-7).
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13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 157.33 (C-8a), 152.54 (C-9a), 148.55 (C-3a), 145.55
(C-3), 141.78 (5-Cl-2-furil), 138.21 (5-Cl-2-furil), 116.65 (C-4), 115.42 (5-Cl-2-furil), 111.85
(C-4a), 109.90 (5-Cl-2-furil), 32.90 (C-5), 23.18 (C-8), 22.45 (C-7), 22.11 (C-6).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C14H12CIN3O2: 290.0691. Encontrado: 290.0710.

3-(tiofen-2-il)-5,6,7,8-tetrahidroisoxazolo[5,4-b]quinolin-4-amina (11hb)

Aspecto fisico: solido bege. Rendimento: 36%. P.F: 172-176 °C.

'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 7.86 (dd, J = 5.0, 1.3 Hz, 1H,
2-tienil), 7.81 (dd, J = 3.7, 1.2 Hz, 1H, 2-tienil), 7.27 (dd, J = 5.0, 3.7 Hz,
1H, 2-tienil), 6.37 (s, 2H, NH>), 2.78 — 2.70 (m, 2H, H-5), 2.47 (t, J = 5.0
Hz, 2H, H-8), 1.77 (quin, J = 3.2 Hz, 4H, H-6, H-7).

13C RMN (150 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 157.56 (C-8a), 153.26 (C-9a), 152.03 (C-3a), 145.03
(C-3), 130.40 (2-tienil), 129.31 (2-tienil), 129.01 (2-tienil), 128.55 (2-tienil), 128.48 (C-4),
117.07 (2-tienil), 111.72 (C-4a), 32.76 (C-5), 23.04 (C-8), 22.35 (C-7), 22.05 (C-6).
HRMS-ESI(+): [M + H]*: Calc. para C14H13N30S: 272.0852. Encontrado: 272.0861.

6

4.7.7 Sintese de Azidas Organicas (13)

4.7.7.1 Sintese de alquil-azidas (13a-c)

DMSO, ta
R—X _NaNs , R—Nj3

12a-c 13a-c
R = CH,Ph, CH3 (CH3);CH3
X=1,Br, Cl
As azidas alquilicas foram sintetizadas de acordo com procedimento experimental
descrito na literatura.**® Em um baldo de 25 mL dissolveu-se cloreto ou brometo de alquila
(12a-c, 10 mmol) em DMSO (15 mL) e adicionou-se lentamente NaNs (12 mmol). A reacédo
foi agitada a temperatura ambiente até o desaparecimento dos materiais de partida. Adicionou-
se a4gua (40 mL) a mistura reacional e a solucdo foi extraida com éter etilico (3 x 20 mL). As
fases organicas foram combinadas e lavadas com agua (3 x 20 mL), solucéo saturada de NaCl
(20 mL), secos com Na>SOs anidro, filtrados e concentrados em vacuo. As azidas alquilicas

foram utilizadas sem prévia purificacao.



130

4.7.7.2 Sintese de aril-azidas (13d-k)

NH, HCI, NaNO,, N,X | NaN; N,
/©/ 0°C, 10 min /©/ 25°C, 2h /©/
R R R

13d-k 14d'-k' 14d-k
R =H, OMe, Me, F, Br, SO;NH, NO, 2-Py

As aril azidas foram sintetizadas de acordo com procedimento experimental descrito na
literatura.!'* Em um baldo de 100 mL sob agitagdo magnética, dissolveu-se a aril amina
substituida (13d-k, 4 mmol) em um solu¢éo aquosa 10% de HCI (10 mL). A solucéo foi levada
0 °C e adicionou-se uma solugdo aquosa de NaNO: (4 mmol — 20 mL) gota a gota, agitou-se
durante 10 minutos e depois adicionou-se uma solucao aquosa de NaNsz (5 mmol — 20 mL) gota
a gota. A solucdo foi deixada a temperatura ambiente e agitada durante 2 horas. Adicionou-se
agua (20 mL) a mistura reacional e a solucao foi extraida com éter etilico (3 x 20 mL). As fases
organicas foram combinadas e lavadas com agua (3 x 20 mL), solucdo saturada de NaCl (20
mL), secas com Na»>SOs anidro, filtradas e concentrados em vécuo. As aril azidas foram

utilizadas sem prévia purificacao.

4.7.8 Sintese de 5-amino-1-alqui(benzil/aril)-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrilas (14)

K,CO3 DMSO, ,[\l| CN
50°C,4h N
R-Ns+ NceN 7 I
N™ “NH,
R
13a-k 2 14a-k

As 5-amino-1-alqui(benzil/aril)-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrilas foram sintetizadas de
acordo com procedimento experimental descrito na literatura.’°*'2 Em um baldo contendo
malononitrila (2, 10 mmol) foi adicionada a uma solucdo da azida correspondente (13a-k, 10
mmol) em DMSO com K2CO3 anidro (30 mmol), e a mistura foi agitada a uma temperatura de
40-50 ° C por 4h . Depois de ser resfriada a temperatura ambiente, a mistura foi vertida em agua
fria (100 mL) e o precipitado formado filtrado, lavado com agua fria e purificado por

recristalizacdo em etanol, sendo obtidos na forma de solidos em rendimentos de 10-85%.
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5-amino-1-metil-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrila (14b)

*N_s CN  Aspecto fisico: solido bege. Rendimento: 10%. P.F.: 227-230 °C.

N |

iNTS NH,

Mé 'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 7.00 (s, 2H, NH2), 3.74 (s, 3H, Me).
13C RMN (150 MHz, DMSO-dg) 6 (ppm): 148.05 (C-5), 113.67 (CN), 100.96 (C-4), 32.80
(Me).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C4HsNs: 124.0618. Encontrado: 124.0613.

2

5-amino-1-octil-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrila (14c)

, N Aspecto fisico: sdlido branco. Rendimento: 15%. P.F.: 227-230 °C.
zN:Nj[ 'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 7.00 (s, 2H, NH2), 4.11 (t, J = 7.1 Hz,
NTSNH, 2H, CHy), 1.69 (p, J = 7.1 Hz, 2H, CH>), 1.31 — 1.13 (m, 10H, CH>), 0.85 (t, J =

(Q6H3 6.9 Hz, 3H, CH).
13C RMN (150 MHz, DMSO-dg) ¢ (ppm): 147.57 (C-5), 113.68 (CN), 100.93 (C-4), 45.52
(CH2), 31.04 (CH), 28.41 (CHy), 28.25 (CH2), 27.99 (CH>), 25.60 (CH.), 21.93 (CHz), 13.84
(CHg).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C11H19Ns: 222.1713. Encontrado: 222.1723.

5-amino-1-(4-fluorfenil)-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrila (149)
N« CN  Aspecto fisico: solido marrom. Rendimento: 65%. P.F.: 185-188 °C.
2N1N |5 N, 'H RMN (600 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 7.66 — 7.60 (m, 2H, 4-FCeHa), 7.46

(t, J=8.8 Hz, 2H, 4-FCsHa), 7.16 (s, 2H, NH2).
13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) 6 (ppm): 162.28 (d, J = 247.1 Hz, 4-FCgHa),

F 148.02 (C-5), 130.18 (d, J = 3.0 Hz, 4-FCeH4), 127.78 (d, J = 9.3 Hz, 4-FCsHa),

116.66 (d, J = 23.2 Hz, 4-FC¢Ha), 113.31 (CN), 100.98 (C-4).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para CoHsFNs: 204.0680. Encontrado: 204.0688.

5-amino-1-(piridin-2-il)-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrila (14j)
Aspecto fisico: solido roxo. Rendimento: 20%. P.F.: 188-190 °C.

3
N_+ CN
N 'H RMN (600 MHz, DMSO-dg) J (ppm): 8.58 (d, J = 5.0 Hz, 1H, 2-Py), 8.13
NTENH2 (s 3H, NHy, 2-Py), 8.03 (d, J = 8.3 Hz, 1H, 2-Py), 7.57 — 7.49 (m, 1H, 2-Py).
N N 13C RMN (150 MHz, DMSO-ds) J (ppm): 150.23 (2-Py), 147.92 (C-5), 147.78

(2-Py), 140.23 (2-Py), 123.14 (2-Py), 114.14 (2-Py), 113.03 (CN), 101.65 (C-
4).
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HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para CsHeNe: 187.0727. Encontrado: 187.0730.

4.7.9 Sintese de 3/10-alquil(benzil/aril)-[1,2,3]triazolo-quinolinaminas(piridinaminas)

(15)
o NH,
N CN N AN n
N\/ I + PP - = N\ | Rot=i!
NTSNH, ¢ L o, NN T B
14a-i 7 4a-e R i5aadia  ~

R= CH2C6H5‘ CH3‘ (CH2)7CH3 C6H5, 4-0M6C6H4Y 4-M6C6H4‘ 4'FC6H4,
4-BTCGH4, 4-SOQNH2C6H4
n=1, 2,3, 56-dihidronaftaleno

A uma mistura de 5-amino-1-alqui(benzil/aril)-1H-1,2,3-triazol-4-carbonitrila (14a-i,
1mmol) e cicloalcanona (4a-c, 1 mmol), em, tolueno (1 mL), foi adicionado o cloreto de
aluminio (AICIs, 2 mmol) e a mistura reacional foi aquecida a 110 °C sob agitacdo magnética
por 24 horas. Em seguida, foi adicionada uma solucdo de NaOH (2M, 6 mL) e a mistura
reacional permaneceu sob agitacdo magnética a mesma temperatura por mais 24 horas. Apos o
resfriamento do sistema a temperatura ambiente, os compostos 15aa-ia foram extraidos em
cloroférmio (30 mL) e a fase orgénica foi tornada anidra sobre sulfato de sédio anidro, filtrada
e o solvente removido em rotaevaporador sob pressdo reduzida. Os produtos brutos foram entéo
purificados por cromatografia em coluna de silica gel empregando acetato de etila e hexano
como eluentes e em proporgdes que variaram de acordo com o substituinte, obtendo os produtos
com rendimentos de 4-74 %.

3-benzil-3,5,6,7-tetrahidrociclopenta[b][1,2,3]triazolo[4,5-e]piridin-8-amina (16aa)
NH, Aspecto fisico: solido bege. Rendimento: 38%. P.F.: 184-189 °C.
N2 *HRMN (600 MHz, CDCls) & (ppm): 7.39 (d, J = 7.2 Hz, 2H, H-CeHs),

“NENA~ 7.31-7.24(m, 3H, H-CeHs), 5.78 (5, 2H, H-3), 5.06 (s, 2H, NH), 3.05 (t,
4
3 J=7.7Hz, 2H, H-5), 2.79 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H-7), 2.23 (p, J = 7.6 Hz, 2H,
H-6).

13C RMN (150 MHz, CDCls3) § (ppm): 169.01 (C-4a), 147.32 (C-3a), 140.97 (C-8a), 135.80
(CeHs), 128.65 (CeHs), 128.09 (C-8), 128.02 (CeHs), 127.98 (CeHs), 113.85 (C-7a), 49.83 (C-
37), 34.86 (C-5), 26.39 (C-7), 23.35 (C-6).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C1sH1sNs: 266.1400. Encontrado: 266.1406 .
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3-benzil-5,6,7,8-tetrahidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-9-amina (16ab)

NH, . Aspecto fisico: s6lido marrom. Rendimento: 57%. P.F: 214-217 °C.

N’N 9a| Y 'H RMN (600 MHz, CDCls) & (ppm): 7.41 — 7.35 (m, 2H, H-CeHs), 7.29

° (tt, J=6.5, 1.1 Hz, 2H, H-CeHs), 7.27 — 7.24 (m, 2H, H-CeHs), 5.77 (s, 2H,
H-3%), 5.13 (s, 2H, NHz), 2.96 (t, J = 6.0 Hz, 2H, H-5), 2.55 (t, J = 6.1 Hz,
2H, H-8), 1.93 — 1.86 (M, 4H, H-6, H-7).

13C RMN (150 MHz, CDCls) & (ppm): 159.76 (C-4a), 144.94 (C-3a), 143.06 (C-9a), 135.94

(CeHs), 128.62 (CeHs), 128.08 (CeHs), 127.93 (C-9), 127.25 (CeHs), 108.83 (C-8a), 49.65 (C-

3%, 34.15 (C-5), 23.04 (C-8), 22.82 (C-6), 22.57 (C-7).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C16H17Ns: 280.1557. Encontrado: 280.1559.

3-benzil-3,5,6,7,8,9-hexahidrociclohepta[b][1,2,3]triazolo[4,5-e]piridin-10-amina
(16ac)

NH, Aspecto fisico: solido branco. Rendimento: 20%. P.F.: 180-184 °C.
11\1 1\& ¢  1H RMN (600 MHz, CDCls) & (ppm): 7.45 — 7.39 (m, 2H, H-CqHs), 7.32
N
>N SJ NZR 67 —7.25(m, 3H, H-CsHs), 5.77 (s, 2H, H-3"), 5.08 (s, 2H, NHy), 3.08 — 3.06
5
3 ) (m, 2H, H-5), 2.70 — 2.67 (m, 2H, H-9), 1.87 (p, J = 6.2 Hz, 2H, H-6),

1.73 (p, J = 5.9 Hz, 2H, H-8), 1.66 (p, J = 5.8 Hz, 2H, H-7).
13C RMN (150 MHz, CDCls) d (ppm): 166.61 (C-4a), 144.44 (C-3a), 142.00 (C-10a), 135.87
(CeHs), 128.63 (CeHs), 128.16 (CeHs), 127.96 (CeHs), 127.94 (C-10), 114.34 (C-9a), 49.71 (C-
37), 39.78 (C-5), 32.10 (C-9), 27.49 (C-7), 26.67 (C-8), 25.56 (C-6).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C17H19Ns: 294.1713. Encontrado: 294.1711.

10-benzil-6,10-dihidro-5H-benzo[h][1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-7-amina (16ae)

Aspecto fisico: sélido bege. Rendimento: 4%. P.F.: 124-126 °C.

'H RMN (600 MHz, CDCls) & (ppm): 8.42 (dd, J = 7.7, 1.6 Hz, 1H, H-
5a), 7.52 (d, J = 7.6 Hz, 2H, H-CeHs), 7.38 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-5b), 7.36
—7.30 (m, 3H, H-5c), 7.28 (d, J = 7.7 Hz, 1H, H-CeHs), 7.25 (d, J = 9.2
Hz, 1H, H-5d, H-CsHs), 5.85 (s, 2H, H-3"), 5.28 (s, 2H, NH>), 2.98 (t, J
= 7.2 Hz, 2H, H-7), 2.79 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H-8).

13C RMN (150 MHz, CDCls) & (ppm): 153.72 (C-4a), 145.64 (C-3a), 142.46 (C-9a), 138.39 (C-
6), 135.78 (CeHs), 134.89 (C-5), 129.45 (C-5c), 128.70 (CeHs), 128.47 (CeHs), 128.10 (CeHs),
127.88 (C-9), 127.56 (C-5d), 127.04 (C-5b), 126.26 (C-5a), 108.87 (C-8a), 50.11 (C-3"), 27.85
(C-7), 21.44 (C-8).




134

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C20H17Ns: 328.1557. Encontrado: 328.1565.

3-metil-5,6,7,8-tetrahidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-9-amina (16ba)

NH, . Aspecto fisico: sélido bege. Rendimento: 74%. P.F.: 189-192 °C.

‘ | NP IH RMN (600 MHz, CDCls) 6 (ppm): 5.33 (s, 2H, NH2), 4.22 (s, 3H, H-

% Me), 2.97 (t, J = 5.9 Hz, 3H, H-5), 2.56 (t, J = 6.0 Hz, 3H, H-8), 1.91 (dd,
J=8.5,4.7 Hz, 6H, H-6, H-7).

13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 159.56 (C-4a), 145.19 (C-3a), 143.28 (C-9a), 127.23 (C-

9), 108.69 (C-8a), 34.12 (C-5), 32.70 (Me), 23.02 (C-8), 22.83 (C-6), 22.56 (C-7).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C1oH13Ns: 204.1244. Encontrado: 204.1250.

3-octil-5,6,7,8-tetrahidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-9-amina (16ca)
1 gNHz . Aspecto fisico: sélido bege. Rendimento: 52%. P.F.: 88-91 °C.
N!“j‘"‘fﬁij IH RMN (600 MHz, CDCl3) § (ppm): 5.24 (s, 2H, NHy), 4.58 (t, J = 7.3
3N l:l/4a <~ ° Hz, 2H, CHy), 2.96 (t, J = 5.9 Hz, 2H, H-5), 2.56 (t, J = 6.0 Hz, 2H, H-8),
( C73H3 2.01 (p, J=7.3 Hz, 2H, CHy), 1.94 — 1.83 (m, 4H, H-6, H-7), 1.42 — 1.12
(m, 10H, CH>), 0.86 (t, J = 6.9 Hz, 3H, CH3).
13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 159.33 (C-4a), 144.92 (C-3a), 143.10 (C-9a), 127.30 (C-
9), 108.63 (C-8a), 46.39 (CH2), 34.16 (CH.), 31.74 (CH2), 29.61 (CHy), 29.10 (CH2), 29.05
(CH>), 26.64 (CH>), 23.06 (C-8), 22.87 (C-6), 22.61 (CH>), 22.60 (C-7), 14.08 (CHa).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C17H27Ns: 302.2339. Encontrado: 302.2347.

3-fenil-5,6,7,8-tetrahidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-9-amina (16da)

1 gNHz . Aspecto fisico: sélido vermelho. Rendimento: 42%. P.F.: 173-176 °C.
ZN:,N | NF Y 'H RMN (600 MHz, CDCls) o (ppm): 8.35 — 8.22 (m, 2H, H-CgHs), 7.58
NBNZ" 7,53 (m, 2H, H-CsHs), 7.42 — 7.36 (m, 1H, H-CsHs), 5.18 (s, 2H, NHy),
3.00 (t, J = 6.1 Hz, 2H, H-5), 2.59 (t, J = 6.2 Hz, 2H, H-8), 1.97 — 1.87
(m, 4H, H-6, H-7).

13C RMN (150 MHz, CDCls) § (ppm): 160.19 (C-4a), 144.53 (C-3a), 143.22 (C-9a), 137.15
(CeHs), 129.34 (CeHs), 127.97 (C-9), 127.46 (CeHs), 121.18 (CeHs), 109.38 (C-8a), 34.33 (C-
5), 22.99 (C-8), 22.81 (C-6), 22.55 (C-7).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para CisH1sNs: 266.1400. Encontrado: 266.1407.
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3-(4-metdxifenil)-5,6,7,8-tetrahidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-9-amina (16ea)
NH, Aspecto fisico: solido bege. Rendimento: 42%. P.F.: 190-193 °C.

1 8
N‘E)a9 8a

T 7Y IH RMN (600 MHz, CDCls) § (ppm): 8.16 — 8.11 (m, 2H, H-4-
sNTa>NZy"°  OMeCgHa), 7.09 — 7.05 (m, 2H, H-4-OMeCsHa), 5.17 (s, 2H, NH>),
3.87 (s, 3H, H-OMe), 2.98 (t, J = 6.1 Hz, 2H, H-5), 2.59 (t, J = 6.3 Hz,
2H, H-8), 1.96 — 1.87 (m, 4H, H-6, H-7).
13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 160.09 (C-4a), 158.95 (4-
OMeCgH4), 144.43 (C-3a), 143.16 (C-9a), 130.33 (4-OMeCeHa), 127.84 (C-9), 122.99 (4-
OMeCgHa4), 114.53 (4-OMeCsHa), 109.19 (C-8a), 55.58 (OMe), 34.34 (C-5), 23.01 (C-8), 22.83
(C-6), 22.57 (C-7).
HRMS-ESI(+): [M + H]*: Calc. para C16H17NsO: 296.1506. Encontrado: 296.1511.

MeO

3-(p-tolil)-5,6,7,8-tetrahidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-9-amina (16fa)
Aspecto fisico: sdlido rosa. Rendimento: 44%. P.F.: 193-196 °C.

N QT; 2 'H RMN (600 MHz, CDCls) & (ppm): 8.14 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-4-
ZNSN 33' (P s MeCsHa), 7.35 (d, J =82 Hz, 2H, H-4-MeCsH), 5.21 (5, 2H, NHz), 2.99
¢ °  (t,J=6.1Hz 2H, H-5), 2.58 (t, J = 5.8 Hz, 2H, H-8), 2.42 (s, 3H, Me),
1.97 — 1.84 (M, 4H, H-6, H-7).
Me 13C RMN (150 MHz, CDCls) & (ppm): 160.09 (C-4a), 144.49 (C-3a),

143.18 (C-9a), 137.42 (4-MeCgHa), 134.65 (4-MeCsHs), 129.86 (4-MeCsHa), 127.90 (C-9),
121.28 (4-MeCsHa), 109.24 (C-8a), 34.33 (C-5), 23.00 (C-8), 22.82 (C-6), 22.57 (C-7), 21.17
(Me).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C16H17Ns: 280.1557. Encontrado: 280.1564.

3-(4-fluorfenil)-5,6,7,8-tetrahidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-9-amina (16ga)
NH; Aspecto fisico: sdlido bege. Rendimento: 27%. P.F.: 177-180 °C.
2 N ga| Y7 IH RMN (600 MHz, CDCls) & (ppm): 8.33 — 8.25 (m, 2H, H-4-FCsHa),
sNTa NZ"° 7.28 — 7.21 (m, 2H, H-4-FCgHa), 5.15 (s, 2H, NHy), 2.99 (t, J = 6.1 Hz,

2H, H-5), 2.59 (t, J = 6.3 Hz, 2H, H-8), 1.97 — 1.85 (m, 4H, H-6, H-7).
13C RMN (150 MHz, CDCl3) & (ppm): 161.66 (d, J = 247.1 Hz, 4-FCeHL),
160.32 (C-4a), 144.40 (C-3a), 143.25 (C-9a),, 133.33 (d, J = 2.5 Hz, 4-

FCsHa), 127.90 (C-9), 122.94 (d, J = 8.3 Hz, 4-FCsHa), 116.20 (d, J = 23.0 Hz, 4-FCsHa),

109.44 (C-8a), 34.31 (C-5), 22.98 (C-8), 22.78 (C-6), 22.52 (C-7).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C1sH14FNs: 284.1306. Encontrado: 284.1312.
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3-(4-bromofenil)-5,6,7,8-tetrahidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-9-amina (16ha)
NH; Aspecto fisico: sélido laranja. Rendimento: 25%. P.F.: 201-204 °C.
N ga| N " H RMN (600 MHz, CDCls) 6 (ppm): 8.28 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-4-
sN3>NZa"°  BrCsHa), 7.67 (d, J = 8.4 Hz, 2H, H-4-BrCsHa), 5.15 (s, 2H, NH>), 2.99
(t, J = 6.2 Hz, 2H, H-5), 2.59 (t, J = 5.7 Hz, 2H, H-8), 1.96 — 1.89 (m,
4H, H-6, H-7).
13C RMN (150 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 160.36 (C-4a), 144.43 (C-3a),
143.29 (C-9a), 136.27 (4-BrCeHa), 132.41 (4-BrCeHa), 127.98 (C-9), 122.33 (4-BrCsH.),
120.83 (4-BrCe¢Hs), 109.57 (C-8a), 34.30 (C-5), 22.97 (C-8), 22.76 (C-6), 22.50 (C-7).
HRMS-ESI(+): [M + H]*: Calc. para C15H14BrNs: 344.0505. Encontrado: 344.0498.

Br

4-(9-amino-5,6,7,8-tetrahidro-3H-[1,2,3]triazolo[4,5-b]quinolin-3-il)benzenosulfonamida
(15ib)

NH, Aspecto fisico: sélido bege. Rendimento: 8%. P.F.: 210-213 °C.
NP 'H RMN (600 MHz, DMSO-d6) 6 (ppm): 8.54 (d, J = 8.2 Hz, 2H,
N N7 H-4-NH2S0,CeHs), 8.05 (d, J = 8.3 Hz, 2H, H-4-NH,S02CsHa),

7.48 (s, 2H, NH2S0y), 7.17 (s, 2H, NH2), 2.91 — 2.78 (m, 2H, H-5),

2.58 — 2.53 (m, 1H, H-8), 1.81 (bs, 4H, H-6, H-7).

13C RMN (150 MHz, DMSO-d6) & (ppm): 158.96 (C-4a), 145.17
(C-3a), 144.20 (C-9a), 142.21 (4-NH2S0,CeHa), 139.05 (4-NH2S02CeHa), 127.21 (C-9),
127.07 (4-NH2S02C¢Hs), 120.00 (4-NH2S02CeH4), 109.22 (C-8a), 33.71 (C-5), 22.98 (C-8),
22.31 (C-6), 22.01 (C-7).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C1sH1sNsO2S: 345.1128. Encontrado: 345.1140.

H,NO,S

4.7.10 Sintese de 7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-
ciclohexano (18aa-cd)

8aa-cd 17aa-cd

R, R" = H (17aa-ca), -(CH,)s- (17ab-cb), -(CH,)4- (17ac-cc), -(CH,)s- (17ad-cd)
n =1 (17aa-ad), 2 (17ba-bd), 3 (17ca-cd)
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A uma mistura de espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-amina
(8aa-cd, 1 mmol) e 2,5-dimetoxitetrahidrofurano (2 mmol) foram adicionados 5 mL de acido
acetico glacial. A mistura reacional foi aquecida a 90 °C sob agitacdo magnética por 24 horas.
Apds o resfriamento do sistema a temperatura ambiente, foram adicionados 20 mL de
cloroférmio e os compostos 17aa-cd foram lavados com &gua destilada (3 x 15 mL). A fase
organica foi tornada anidra sobre sulfato de sédio anidro, filtrada e o solvente removido em
rotaevaporador sob pressdo reduzida. Os produtos brutos foram entdo purificados por
cromatografia em coluna de silica gel empregando acetato de etila e hexano como eluentes e
em proporgdes que variaram de acordo com 0 substituinte, obtendo os produtos com
rendimentos de 66-95%.

7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclopentano] (17aa)
7@ Aspecto fisico: solido branco. Rendimento: 88%. P.F.: 142-145 °C.
" 'H RMN (600 MHz, CDCls3) § (ppm): 8.35 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H, H-
1), 7.38 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H-9), 7.36 — 7.30 (m, 1H, H-3), 7.13 (td, J =
7.6, 1.1 Hz, 1H, H-2),6.92 (dd, J=8.0, 1.1 Hz, 1H, H-4),6.78 (t, J = 2.1
Hz, 2H, H-72/72"), 6.65 (d, J = 6.0 Hz, 1H, H-8), 6.38 (t, J = 2.1 Hz, 2H,
H-73/73%), 2.20 — 2.06 (m, 2H, CH>), 1.91 — 1.80 (m, 2H, CH>), 1.65 —
1.56 (m, 2H, CHy), 1.41 — 1.32 (m, 2H, CH>).
13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 161.29 (C-10a), 154.22 (C-11b), 148.71 (C-11a), 138.56
(C-7), 132.04 (C-7a), 131.42 (C-3), 127.40 (C-9), 125.86 (C-6a), 125.61 (C-1), 123.90 (C-4a),
122.90 (C-72/72%), 122.17 (C-2), 119.59 (C-8), 117.64 (C-4), 109.85 (C-73/73"), 89.45 (C-6),
36.44 (CH2), 23.23 (CH>).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C22H1sN20S: 359.1213. Encontrado: 359.1220.

7-(1H-pirrol-1-il)-9,10-dihidro-8H-espiro[cromeno[4,3-b]ciclopenta[4,5]tieno]3,2-
e]piridina-6,1'-ciclopentano] (17ab)

7@ Aspecto fisico: sélido bege. Rendimento: 83%. P.F.: 203-206 °C.

& 'H RMN (600 MHz, CDCls) 6 (ppm): 8.33 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H, H-
1),7.30 (td, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H, H-3), 7.11 (td, J = 7.6, 1.4 Hz, 1H, H-
2), 6.90 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 1H, H-4), 6.71 (t, J = 2.1 Hz, 2H, H-
72/72%), 6.33 (t, J = 2.1 Hz, 2H, H-73/73"), 2.96 (t, J = 7.3 Hz, 2H,
CHy), 2.26 (quint, J = 7.0 Hz, 2H, CHy), 2.17 — 2.05 (m, 4H, CH>),
1.92 —1.74 (m, 2H, CHy), 1.61 — 1.47 (m, 2H, CHy), 1.27 — 1.16 (m, 2H, CHy).
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13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 165.88 (C-10a), 153.94 (C-11b), 146.67 (C-11a), 143.99
(C-7), 137.04 (C-9), 136.72 (C-7a), 130.98 (C-3), 128.46 (C-8), 126.10 (C-6a), 125.32 (C-1),
124.02 (C-4a), 123.96 (C-72/72’), 122.05 (C-2), 117.47 (C-4), 109.21 (C-73/73"), 89.37 (C-6),
36.17 (CH2), 30.27 (CHy), 27.30 (CH>), 26.45 (CH2), 23.04 (CH>).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C2sH22N20S: 399.1526. Encontrado: 399.1520.

7-(1H-pirrol-1-il)-8,9,10,11-tetrahidroespiro[benzo[4,5]tieno[2,3-b]Jcromeno|3,4-
e]piridina-6,1'-ciclopentano] (17ac)

7@ Aspecto fisico: solido branco. Rendimento: 66%. P.F.: 199-203 °C.

5 'H RMN (600 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 8.33 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H,
H-1), 7.33 — 7.27 (m, 1H, H-3), 7.10 (td, J = 7.5, 1.2 Hz, 1H, H-2),
6.90 (dd, J=8.1,1.1 Hz, 1H, H-4), 6.70 (t, J = 2.1 Hz, 2H, H-72/72),
6.31 (t, J = 2.1 Hz, 2H, H-73/73"), 2.84 (tt, J = 6.5, 1.9 Hz, 2H), 2.14
—2.04 (m, 2H), 1.92 (td, J = 6.2, 3.0 Hz, 2H), 1.85 — 1.75 (m, 4H),
1.65-1.51 (m, 4H), 1.13 — 1.03 (m, 2H).
13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 160.82 (C-10a), 153.96 (C-11b), 146.82 (C-11a), 138.72
(C-7), 137.51 (C-9), 131.00 (C-3), 130.55 (C-7a), 127.95 (C-8), 126.26 (C-6a), 125.34 (C-1),
124.36 (C-72/72’), 124.02 (C-4a), 122.01 (C-2), 117.37 (C-4), 109.28 (C-73/73"), 89.58 (C-6),
35.78 (CHz2), 26.38 (CHy), 22.8 (CH>), 22.61 (CHz), 22.49 (CH>), 21.04 (CH>).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C26H24N20S: 413.1682. Encontrado: 413.1697.

7-(1H-pirrol-1-il)-9,10,11,12-tetrahidro-8H-espiro[cromeno[4,3-
b]ciclohepta[4,5]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclopentano] (17ad)
7@ Aspecto fisico: sélido branco. Rendimento: 95%. P.F.: 183-186 °C.
& 'H RMN (600 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 8.31 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H,
H-1), 7.35 — 7.27 (m, 1H, H-3), 7.10 (td, J = 7.5, 1.2 Hz, 1H, H-2),
6.90 (dd, J=8.0, 1.1 Hz, 1H, H-4),6.72 (t, J = 2.1 Hz, 2H, H-72/72"),
6.32 (t, J = 2.1 Hz, 2H, H-73/73"), 2.94 — 2.77 (m, 2H, CHy), 2.16 —
2.07 (m, 2H, CH>), 1.87 — 1.74 (m, 4H, CH>), 1.67 (quint, J = 5.8
Hz, 2H, CH2), 1.59 — 1.52 (m, 4H, CH>), 1.32 (quint, J = 5.6 Hz, 2H, CH), 1.18 — 1.11 (m, 2H,
CHy).
13C RMN (150 MHz, CDCl3) ¢ (ppm): 160.14 (C-10a), 153.94 (C-11b), 146.54 (C-11a), 143.33
(C-7), 137.24 (C-9), 133.80 (C-7a), 130.93 (C-3), 130.91 (C-8), 126.38 (C-6a), 125.28 (C-1),
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124.05 (C-4a), 123.68 (C-72/72’), 122.01 (C-2), 117.35 (C-4), 109.53 (C-73/73), 89.71 (C-6),
35.94 (CH2), 32.63 (CH>), 30.32 (CHy>), 27.58 (CH>), 27.21 (CHz), 25.26 (CH>), 22.88 (CH>).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C27H2sN20S: 427.1839. Encontrado: 427.1849.

7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexano] (17ba)
Aspecto fisico: sélido bege. Rendimento: 95%. P.F.: 184-187 °C.
'H RMN (600 MHz, CDCls) § (ppm): 8.35 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H, H-
1), 7.40 - 7.33 (m, 2H, H-3, H-9), 7.13 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-2), 7.02 (dd,
+ J=8.0,1.1Hz 1H, H-4), 6.81 (t, J = 2.1 Hz, 2H, H-72/72"), 6.61 (d, J =
3 6.0 Hz, 1H, H-8), 6.39 (t, J = 2.1 Hz, 2H, H-73/73), 2.14 — 2.07 (m, 2H,
CH2), 1.84 — 1.73 (m, 2H, CH>), 1.69 — 1.63 (m, 1H, CH>), 1.47 — 1.39
(m, 2H, CH2), 1.23 - 1.14 (m, 2H, CH2), 1.15 - 1.04 (m, 1H, CH>).
13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 161.16 (C-10a), 153.69 (C-11b), 148.26 (C-11a), 139.05
(C-7), 132.30 (C-7a), 131.48 (C-3), 128.48 (C-6a), 127.37 (C-9), 125.62(C-1), 123.86 (C-4a),
123.20 (C-72/727), 122. 11 (C-2), 119.65 (C-8), 117.49 (C-4), 109.65 (C-73/73"), 80.06 (C-6),
33.40 (CHy), 24.63 (CH2), 21.67 (CH>).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C23H30N20S: 373.1369. Encontrado: 373.1377.

7-(1H-pirrol-1-il)-9,10-dihidro-8H-espiro[cromeno[4,3-b]ciclopenta[4,5]tieno]3,2-
e]piridina-6,1'-cyclohexano] (17bb)

Aspecto fisico: sélido amarelo. Rendimento: 66%. P.F.: 222-225 °C.
'H RMN (600 MHz, CDCl3) & (ppm): 8.32 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H, H-
1),7.33 (td, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H, H-3), 7.11 (td, = 7.5, 1.2 Hz, 1H, H-
2), 7.00 (dd, J = 8.1, 1.2 Hz, 1H, H-4), 6.73 (t, J = 2.1 Hz, 2H, H-
72/72%), 6.33 (t, J = 2.1 Hz, 2H, H-73/73"), 2.96 (t, J = 7.3 Hz, 2H,
CH>), 2.25 (quint, J = 7.2 Hz, 2H, CHy), 2.14 (t, J = 7.1 Hz, 2H, CHy),
2.07 (d, J=13.3 Hz, 2H, CH>), 1.77 (qt, J = 13.4, 3.7 Hz, 2H, CH>), 1.64 (d, J = 13.3 Hz, 1H,
CH>), 1.40 (dt, J = 13.4, 3.4 Hz, 2H, CH»), 1.11 - 0.95 (m, 3H, CH>).

13C RMN (150 MHz, CDCls) & (ppm): 165.75 (C-10a), 153.37 (C-11b), 146.17 (C-11a), 143.90
(C-7), 137.51 (C-9), 136.82 (C-7a), 131.03 (C-3), 128.79 (C-8), 128.58 (C-6a), 125.33 (C-1),
124.33 (C-72/72%), 123.96 (C-4a), 121.96 (C-2), 117.33 (C-4), 108.97 (C-73/73), 80.03 (C-6),
33.42 (CH2), 30.27 (CHy), 27.30 (CHy>), 26.38 (CH>), 24.61 (CHz), 21.75 (CH>).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C26H24N20S: 413.1682. Encontrado: 413.1701.
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7-(1H-pirrol-1-i1)-8,9,10,11-tetrahidroespiro[benzo[4,5]tieno[2,3-b]cromeno|3,4-
e]piridina-6,1'-ciclohexano] (17bc)

Aspecto fisico: sélido bege. Rendimento: 81%. P.F.: 230-233 °C.

'H RMN (600 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 8.32 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H,
H-1), 7.32 (td, J = 7.6, 1.7 Hz, 1H, H-3), 7.10 (td, J = 7.6, 1.2 Hz, 1H,
H-2), 6.99 (dd, J =8.0, 1.1 Hz, 1H, H-4), 6.73 (t, J = 2.1 Hz, 2H, H-
72/72%), 6.31 (t,J = 2.1 Hz, 2H, H-73/73"), 2.83 (td, J =5.3,4.5, 3.1
Hz, 2H, CHy), 2.07 - 1.98 (m, 2H, CH>), 1.92 (tt, J = 6.3, 1.8 Hz, 2H,
CHy), 1.82 — 1.71 (m, 4H, CHy), 1.65 — 1.54 (m, 3H, CH>), 1.42 — 1.36 (m, 2H, CH2), 1.10 —
0.99 (m, 1H, CHy), 0.94 (td, J = 13.4, 4.2 Hz, 2H, CHy).

13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 160.72 (C-10a), 153.38 (C-11b), 146.31 (C-11a), 138.66
(C-7), 138.04 (C-9), 131.03 (C-3), 130.65 (C-7a), 129.08 (C-6a), 128.04 (C-8), 125.36 (C-1),
124.85 (C-72/72’), 123.98 (C-4a), 121.91 (C-2), 117.24 (C-4), 109.01 (C-73/73"), 80.34 (C-6),
33.26 (CHz2), 26.40 (CHy), 24.54 (CH>), 22.61 (CH2), 22.53 (CHz), 21.86 (CH), 20.98 (CH>).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C27H26N20S: 427.1839. Encontrado: 427.1856.

7-(1H-pirrol-1-il)-9,10,11,12-tetrahidro-8H-espiro[cromeno[4,3-
b]ciclohepta[4,5]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-cyclohexano] (17bd)

Aspecto fisico: solido branco. Rendimento: 88%. P.F.: 185-189 °C.
IH RMN (600 MHz, CDCl3) & (ppm): 8.30 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H,
H-1), 7.32 (td, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H, H-3), 7.10 (td, J = 7.5, 1.1 Hz,
1H, H-2), 7.00 (dd, J = 8.0, 1.1 Hz, 1H, H-4), 6.75 (t, J = 2.1 Hz, 2H,
H-72/72%), 6.32 (t, J = 2.1 Hz, 2H, H-73/73"), 2.88 — 2.86 (m, 2H,
CHy), 2.05 (d, J = 11.3 Hz, 2H, CHy), 1.85 - 1.71 (m, 4H, CHy), 1.70
—1.60 (m, 3H, CH2), 1.58 — 1.55 (m, 2H, CHy), 1.38 (dt, J = 13.5, 3.2 Hz, 2H, CH,), 1.31 (quint,
J =5.7 Hz, 2H, CHy), 1.10 — 0.98 (m, 3H, CH)>).

13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 160.05 (C-10a), 153.34 (C-11b), 146.03 (C-11a), 143.31
(C-7), 137.75 (C-9), 133.91 (C-7a), 130.98 (C-3), 129.21 (C-8), 125.30 (C-1), 124.14 (C-
72/72°), 124.01 (C-4a), 121.93 (C-2), 117.24 (C-4), 109.26 (C-73/73"), 80.50 (C-6a), 33.43
(CHy), 32.66 (CH?2), 30.32 (CH>), 27.61 (CH), 27.21 (CH2), 25.24 (CH>), 24.57 (CH), 21.89
(CHy).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C2sH2sN20S: 441.1995. Encontrado: 441.2000.
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7-(1H-pirrol-1-il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-cicloheptano] (17ca)
Aspecto fisico: solido bege. Rendimento: 83%. P.F.: 163-166 °C.

'H RMN (600 MHz, CDCls) 6 (ppm): 8.32 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H, H-
1), 7.39 - 7.32 (m, 2H, H-3, H-9), 7.11 (t, J = 7.4 Hz, 1H, H-2), 7.00 (d,
J = 8.0 Hz, 1H, H-4), 6.81 (t, J = 2.4 Hz, 2H, H-72/72"), 6.56 (dd, J =
6.0, 1.0 Hz, 1H, H-8), 6.39 (t, J = 2.5 Hz, 2H, H-73/73"), 2.26 (dd, J =
14.7, 6.5 Hz, 2H, CH>), 1.81 (q, J = 11.3 Hz, 2H, CH>), 1.73 - 1.62 (m,
3H, CH2), 1.58 — 1.49 (m, 3H, CHz), 1.46 — 1.31 (m, 5H, CH>).

13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 161.05 (C-10a), 153.76 (C-11b), 147.69 (C-11a), 139.09
(C-7), 132.47 (C-7a), 131.51(C-3), 130.36 (C-6a), 127.35 (C-9), 125.52 (C-1), 123.54 (C-4a),
123.38 (C-72/72%), 122.03, (C-2) 119.65 (C-8), 117.64 (C-4), 109.73 (C-73/73"), 83.18 (C-6),
37.89 (CHy), 27.31 (CHy), 21.82 (CHy).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C2sH22N20S: 387.1526. Encontrado: 387.1553.

7-(1H-pirrol-1-il)-9,10-dihidro-8H-espiro[cromeno[4,3-b]ciclopenta[4,5]tieno]3,2-
e]piridina-6,1'-cicloheptano] (17cb)

Aspecto fisico: sdlido branco. Rendimento: 95%. P.F.: 212-216 °C.
'H RMN (600 MHz, CDCl3) & (ppm): 8.31 (dd, J = 7.8, 1.5 Hz, 1H, H-
1), 7.32 (td, J = 7.6, 1.6 Hz, 1H, H-3), 7.10 (t, J = 7.5 Hz, 1H, H-2),
6.98 (d, J = 8.0 Hz, 1H, H-4), 6.74 (bs, 2H, H-72/72"), 6.33 (t,J = 2.1
Hz, 2H, H-73/73”), 2.95 (t, J = 7.3 Hz, 2H, CH>), 2.30 — 2.21 (m, 4H,
CHy), 2.13 (t, J = 7.2 Hz, 2H, CH,), 1.80 (g, J = 11.6, 11.1 Hz, 2H,
CH2), 1.69 — 1.61 (m, 2H, CH2), 1.44 — 1.30 (m, 6H, CH>).

13C RMN (150 MHz, CDCls) ¢ (ppm): 165.69(C-10a), 153.48 (C-11b), 145.63 (C-11a), 143.91
(C-7), 137.61 (C-9), 136.83 (C-7a), 131.07 (C-3), 130.66 (C-8), 128.84 (C-6a), 125.26 (C-1),
124.52 (C-72/72°), 123.65 (C-4a), 121.89 (C-2), 117.47 (C-4), 109.01 (C-73/73), 83.11(C-6),
37.79 (CH2), 30.27 (CHy), 27.31 (CH>), 27.12 (CH>), 26.43 (CHz>), 21.74 (CH>).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C27H2sN20S: 427.1839. Encontrado: 427.1852.
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7-(1H-pirrol-1-i1)-8,9,10,11-tetrahidroespiro[benzo[4,5]tieno[2,3-b]cromeno|3,4-
e]piridina-6,1'-cicloheptano] (17cc)

Aspecto fisico: sélido bege. Rendimento: 88%. P.F.: 227-231 °C.

'H RMN (600 MHz, CDClIs) ¢ (ppm): 8.30 (dd, J = 7.8, 1.6 Hz, 1H,
H-1),7.31 (td, J=7.7, 1.7 Hz, 1H, H-3), 7.09 (td, J = 7.5, 1.1 Hz, 1H,
H-2), 6.97 (dd, J =8.1, 1.1 Hz, 1H, H-4), 6.73 (t, J = 2.1 Hz, 2H, H-
72/72%), 6.31 (t, J = 2.1 Hz, 2H, H-73/73"), 2.84 (t, J = 6.2 Hz, 2H),
2.20 (dd, J=14.5,5.7 Hz, 2H), 1.91 (t, J = 6.1 Hz, 2H), 1.84 - 1.74
(m, 4H), 1.69 — 1.57 (m, 4H), 1.41 — 1.31 (m, 4H), 1.28 — 1.20 (m, 2H).

13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 160.68 (C-10a), 153.47 (C-11b), 145.77 (C-11a), 138.64
(C-7), 138.10 (C-9), 131.08 (C-3), 130.89 (C-7a), 130.86 (C-8), 128.06 (C-6a), 125.29 (C-1),
125.00 (C-72/72%), 123.67 (C-4a), 121.85 (C-2), 117.38 (C-4), 109.00 (C-73/73"), 83.26 (C-6),
37.40 (CHz2), 26.86 (CH>), 26.42 (CH>), 22.59(CH>), 22.54 (CH>), 21.71 (CH2), 20.96 (CH>).
HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C2sH2sN20S: 441.1995. Encontrado: 441.2008.

7-(1H-pirrol-1-il)-9,10,11,12-tetrahidro-8H-espiro[cromeno[4,3-
b]ciclohepta[4,5]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-cicloheptano] (17cd)

Aspecto fisico: sdlido bege. Rendimento: 78%. P.F.: 203-206 °C.
'H RMN (600 MHz, CDCls) 6 (ppm): 8.27 (dd, J = 7.8, 1.7 Hz, 1H,
H-1), 7.31 (td, J = 7.7, 1.7 Hz, 1H, H-3), 7.09 (td, J = 7.6, 1.1 Hz,
1H, H-2), 6.97 (dd, J=8.0, 1.1 Hz, 1H, H-4), 6.75 (t, J = 2.1 Hz, 2H,
H-72/72), 6.32 (t, J = 2.1 Hz, 2H, H-73/73), 2.90 — 2.74 (m, 2H,
CH2), 2.29 — 2.09 (m, 2H, CHy), 1.84 — 1.77 (m, 4H, CH>), 1.68 —
1.61 (m, 4H, CH2), 1.54 — 1.50 (m, 2H, CH2), 1.41 — 1.28 (m, 8H, CH)>).

13C RMN (150 MHz, CDCls) 6 (ppm): 160.04 (C-10a), 153.45 (C-11b), 145.50 (C-11a), 143.31
(C-7), 137.81 (C-9), 133.92 (C-7a), 131.25 (C-8), 131.05 (C-6a), 131.02 (C-3), 125.26 (C-1),
124.34 (C-72/72°), 123.73 (C-4a), 121.88 (C-2), 117.39(C-4), 109.27 (C-73/73"), 83.48 (C-6),
37.63 (CH>), 32.69 (CH>), 30.36 (CHy), 27.68 (CH2), 27.22 (CH>), 26.98 (CH>), 25.24 (CH>),
21.80 (CHy).

HRMS-ESI(+): [M + H]": Calc. para C29H30N20S: 455.2152. Encontrado: 455.2192.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Considerando os objetivos propostos e os resultados obtidos nesta Tese, pode-se
concluir que:

v Desenvolveu-se e otimizou-se metodologia sintética para a obtencdo de uma
série de 12 (doze) novos tacrinas hibridas, denominadas espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-
e]piridina-6,1'-ciclohexan]-7-aminas (8) a partir de reacdes de ciclocondensacdo [4+2] entre
espiro[croman-2,1°-cicloalcan]-4-onas (7) (bloco CC) e 2-aminotiofenos-3-carbonitrilas (3,5)
(bloco CCCN), utilizando AICI3 como &cido de Lewis, na auséncia de solvente e sob
aquecimento térmico convencional, com rendimentos variando na faixa de 20-33% (Esquema
27);

Esquema 27
Rl CON o | (
1 I \
[\ * o T R
- R/Z—ﬁ\NH " 20-33%
S 2 0"\
3, 5a-c Ta-c 8aa-cd

R, R' = H (3, 8aa-ca), -(CH,)s- (5a, 8ab-cb), -(CH,)4- (5b, 8ac-cc), -(CH,)s- (5¢, 8ad-cd)
n =1 (7a, 8aa-ad), 2 (7b, 8ba-bd), 3 (7c, 8ca-cd)

i=1) 3, 5a-¢c (1 mmol), 7a-c (1 mmol), AICl; (1 mmol), 110 °C, 24h; 2) NaOH (6 M, 6mL/mmol), 110 °C, 24h

v InvestigacBes in vitro mostraram propriedades anti-BChE promissoras para
compostos 8aa (R,Rt=Hen=1),8ba(R,R!=Hen=2)e8ca (R, Rl =Hen=3). Resultados
computacionais de docking molecular sugeriu que o aumento no tamanho do cicloalcano (R,
RY) fundido ao tiofeno diminui a atividade inibitdria dos compostos pertencentes a série 8. Além
disso, os compostos no substituidos no anel tiofeno (R, R! = H) e que possuem a por¢ao espiro,
originados de ciclopentanona (8aa), ciclohexanona (8ba) e cicloheptanona (8ca), apresentaram
a maior atividade inibitéria da enzima BChE. Os dados obtidos indicam que os compostos 3
podem ser melhor projetados (design) e explorados posteriormente em ensaios
anticolinesterasicos in vitro e in vivo como promissores modelos sintéticos de futuras drogas
no combate da DA.

v O emprego alternativo de aquecimento ndao convencional via irradiacdo de

micro-ondas  proporcionou a sintese de 3(8)-aril/heteroaril-cicloalcano-isoxazolo-
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quinolinaminas(piridinaminas) (11) a partir de reacdes envolvendo 5-amino-isoxazol-4-
carbonitrilas (10) e ciclo-alcanonas (4), na presenca de AICIs como &cido de Lewis, na auséncia

de solvente e com rendimentos que variaram na faixa de 15-88% (

v Esquema 28);
Esquema 28
O
y CN i
Y O
O~ “NH, St 15-88%
10a-g 4a-d 11aa-gb ~~

R= CGHS, 4-OMeCsH4Y 4-MeCGH4Y 4_FCGH4, 4-BFCGH4‘ 4'NOZCGH4, 5-CI-2-furiI, 2-tienil
n=1, 2, 3, 5,6-dihidronaftaleno

i=1)10a-g (1 mmol), 4a-d (1,5 mmol), AICl3 (1,5 mmol), MW (250 W, 100 °C, 15 min.)
2) NaOH (10 %, pH 10-11), t.a., 30 min.

v InvestigacBes preliminares in vitro mostraram propriedades anti-BChE
promissoras para compostos 11aa (R = CeéHs e n = 1), 11ad (R = CeHs e n derivada da 1-
tetralona), e 11gb (R = 2-tienil, n = 2). Dentre elas, destaque especial a molécula 11ad (R =
CeHs e n derivada da 1-tetralona) que inibiu 80% da atividade da BChE. Simulagdo
computacional de docking molecular para 11ad demonstrou que este interage em sitio ativo da
BChE através de interacdes hidrofdbicas e de maneira semelhante a outros inibidores.

v Foi otimizada uma metodologia sintética para o isolamento de uma série inédita
de 3(10)-alquil(aril)-[1,2,3]triazolo-quinolinaminas(piridinaminas) (15), a partir de reacoes de
ciclocondensacdo [4+2] entre 5-amino-1-alqui(aril)-1H-1,2,3-triazolil-4-carbonitrilas (14) e
ciclo-alcanonas (4) na presenca de catalise &cida anidra (AICI3), e em rendimentos que
variaram de 4-74% (Esquema 29).

Esquema 29
N CN Q /
N I * s — N
/N NH, ) 4-74%
-7 R =
14a-i 4a-e 15aa-ia

R = CH2CGH5Y CH3Y (CH2)7CH3’ CGHS, 4-OMECGH4’ 4-MeCeH4Y 4'FCGH4, 4-BI’CGH4Y
4-SOZNH2C6H4
n=1, 2,3, 5,6-dihidronaftaleno

i =1) 14a-i (1 mmol), 4a-e (1 mmol), AICl3 (2 mmol), tolueno (1 mL/mmol), 110 °C, 24h;
2) NaOH (6 M, 6mL/mmol), 110 °C, 24h
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v Ensaios preliminares das tacrinas hibridas 15 na presenca de colinesterases
demonstraram que moléculas com substituinte R mais volumosos na posicao triazolica,
apresentaram menor inibicdo de AChE. Entretanto, o0 composto 15bb (R = CHze n = 2) foi 0
melhor inibidor de AChE. Porém, as investigacgdes in vitro da inibicdo de BChE mostraram que
amolécula hibrida 15ib (R = 4-(SO2NH,)CeHas e n =2) apresentou a maior atividade anti-BChE
da série 15, sugerindo que as propriedades anti-ChEs séo afetadas tanto pelas caracteristicas
estruturais quimicas do substituinte R. Foi possivel também concluir que a inibicdo da BChE
é afetada pelo nimero de unidades metilénicas das porcGes carbociclicas dos compostos 15.
Assim, o melhor inibidor da AChE foi o composto 15bb (R = CHz e n = 2), porém o composto
15bb, ndo apresentou uma inibicao significativa de BChE. Possivelmente, essas observacgoes
se devem ao formato do sitio ativo e ao modo de interacdo das moléculas 15 nos respectivos
sitios ativos; fato esse originado de simula¢6es computacionais de docking molecular, as quais
explicariam as diferencas marcantes para os efeitos inibitérios de AChE/BChE.

v Estes dados indicam que os compostos da série 15 se apresentam como
potenciais modelos sintéticos para novas drogas anticolinesterasicas, podendo ser explorados
em futuros ensaios anti-ChEs in vitro e in vivo.

v Partindo dos  sistemas  espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-
ciclohexan]-7-aminas (8), foi possivel realizar a sintese e otimizagdo de reacBes de N-
derivatizacdo na posicdo 7 dos compostos 8 com o reagente 2,6-dimetdxitetrahidrofurano
(Reacdo de Clauson-Kaas). Assim, reacdes sob refluxo em meio acido acético forneceram
estruturas 7-(N-pirrolil) derivadas 17, com rendimentos que variaram na faixa de 66-95%
(Esquema 30);

Esquema 30

8aa-cd

R, R' = H (17aa-ca), -(CH,)s- (17ab-cb), -(CH,)4- (17ac-cc), -(CH,)s- (17ad-cd)
n =1 (17aa-ad), 2 (17ba-bd), 3 (17ca-cd)

i = 8aa-cd (1 mmol), 16 (2 mmol), AcOH (5 mL), 90 °C, 24 h

v A partir da avaliacdo das propriedades fotofisicas dos pirrdis derivados 17aa-cd,
realizadas em CHCl3, observaram-se espectros de absor¢do com deslocamentos na regido do
ultravioleta, na faixa de 250-400 nm para toda a série 17. Os espectros de emissdo apresentaram



146

deslocamentos com variagdo de acordo com o nimero de unidades metiléncias carbociclicas
(substituintes R e R?) fundidas ao anel tiofeno. Em contrapartida, ndo observou-se dependéncia
ao numero de unidades metilénicas (n) pertencente a porcdo espiro-carbociclica. Entretanto,
possibilidade de mudancas conformacionais nos carbociclicos geminados ao anel tiofeno
(substituintes R e RY) mostrou que os valores de tempo de meia-vida de fluorescéncia diminuem
a medida que se aumenta o tamanho do cicloalcano geminado.

Resumindo, de forma geral, pode-se concluir que os objetivos propostos foram atingidos,
0s quais conduziram com sucesso a sintese de trés diferentes séries de compostos analogos a
tacrina, totalizando 12 (doze) heterociclos hibridos contendo o nucleo bioiséstero tiofeno (série
inédita 8), 10 (dez) derivados contendo o nucleo bioiséstero isoxazol (série 11, 8 (oito) inéditos)
e 12 (doze) derivados contendo o nucleo bioisostero 1,2,3-triazol (série inédita 15). Todos estes
compostos foram avaliados quanto as suas propriedades de inibicdo enzimatica da AChE e
BChE in vitro, sendo realizados estudos complementares de docking molecular, os quais
indicaram que alguns dos compostos desenvolvidos se mostraram promissores visando novas
drogas anticolinesterasicas, podendo ser explorados em futuros ensaios complementares anti-
ChEs in vitro e in vivo.

Em um segundo momento desta tese e partindo de dados da literatura para estudos
fotofisicos em moléculas similares, realizou-se a sintese de 12 (doze) novas 7-(1H-pirrol-1-
il)espiro[cromeno[4,3-b]tieno[3,2-e]piridina-6,1'-ciclohexano (17), com o intuito de realizar a
avaliacdo de suas propriedades fotofisicas em solucéo e no estado solido; estudos estes ainda
em andamento.

Sendo assim, esta tese desenvolveu e caracterizou 46 (quarenta e seis) compostos finais,
sendo 44 (quarenta e quatro) destes inéditos, como intuito de demonstrar a possibilidade
sintética de obtencdo, isolamento e caracterizacdo estrutural de novos sistemas heterociclicos
hibridos analogos da tacrina, através da insercdo de diferentes bioisosteros heterociclicos de
cinco membros selecionados, além de proporcionar a avaliacdo inicial da capacidade inibitoria
destes frente as enzimas colinesterasicas (AChE e BChE), e da capacidade de N-derivatizacdo

de uma série destes compostos, com o intuito de avaliar o seu comportamento fotofisico.
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6 SUGESTOES PARA CONTINUIDADE DO TRABALHO

Como sugestdes de trabalhos futuros para a continuidade deste projeto algumas ideias

serdo apresentadas:
v Avaliar o potencial das séries de compostos analogos a tacrina, frente a
diferentes reacdes de N-derivatizacdo, para a preparacdo de novos compostos de interesse, como

por exemplo, pirrolil-, pirazolil- ou 1,2,3-triazolil-tacrinas (Esquema 31);

Esquema 31
R3
/O
” 'a%
R2 2 °NH “R? N.N7crs
\ \
\ EENN N
B XN e XN
‘Re N R RN R, R ~
"
Z X n R
e '3
A N
XN W 2 N 2 N
R s R\ 3 R\
i = Reagao de Clauson-Kaas iv ‘RlY/'Z ‘ A 0 _ v ‘\RLY,,Z | X 0
ii = diaz6nio, NaNO, Heterociclos X Y Z \X _ ERY R4 \X _ ,,—:Q\
ii = Cicloadigao [3+2] Tiofenos S C C £V N g
iv = diazénio, NaN3 |soxazéis ONC H
v = CuAAC so!
1,2,3-Triazéis N N N
R® = alquila, arila, heteroarila
R* = alquila, arila
v Avaliar o potencial das séries de compostos contendo o substituinte R = 4-

BrCsHa4 em reagdes via acoplamento cruzado C-C (tipo Sonogashira e Suzuki-Myaura) e C-N
(tipo Buchwald-Hartwig) (Esquema 32);

Esquema 32

’/ Reagdes de \‘.
i Acoplamento

. C-CeCN_
RZ NHZ -\RZ NHZ
\ \
2~ Xt Z— X
N/ | D - N\ | e
XTONTT D XTI
R AL R T
(R,R?=4-BrCgHy;n=1,2) /
Heterociclos X Y Z // Reagdes de "\
L Acoplamento
Isoxazois ONC \\S:-Cec-‘r\!/’
1,2,3-Triazéis N N N
v Realizar estudos de inibicdo enzimatica e avaliagdo das propriedades fotofisicas

e luminescentes das séries de compostos que apresentarem tais caracteristicas.
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8 ANEXOS

8.1 ESPECTROS DE RMN DOS COMPOSTOS OBTIDOS NESTE TRABALHO
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Figura 59 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 8aa, registrados em CDCls
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Figura 60 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 8ab, registrados em CDCl3
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Figura 61 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 8ac, registrados em CDCl;
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Figura 62- Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 8ad, registrados em CDCl3
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Figura 63 - Espectro RMN *H 4 600 MHz e RMN *3C a 150 MHz do composto 8ba, registrados em CDCl3
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Figura 64 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 8bb, registrados em CDCl3
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Figura 65 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 8bc, registrados em CDCls
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Figura 66 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 8bd, registrados em CDCl3
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Figura 67 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 8ca, registrados em CDCl;

CONTOORRNRNOMNONMNTITONNONNTINMOMNTITNNA T AT AT ATOONNNTOOPNONPVONOIN A= ON
NNANNNNNNNNS SO0 NMMMMMMNMNMNANNNNNNNOOOSNNNNRANNNOOOO©VOOOOMN
BOBBONNNNNNNRNNN S OoraAaAaNadadNdadNdadNddNNdNNNNd A A A A A A Ao A A A
e e e SRR NENENENENENENENANAMA NSRRI
4(d)
6.94
3(8.01) oz )
8 (d) 1.79
1(761027) CH2 (m)| [ cH2 (m)
. 2.23 1.61
18(‘;2) 3,9 (m) NH2 (s) CH2 (m)| | CH2 (m)
37.74, 1.73 7.28 4.58 2.35 1.68
2 (m) CH2 (m)
7.05 2.00
9
4
‘\
1
3
2
> &' g' s & A g
S NS oo e = ANME M
- N - N NN
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)
N @ - m VT NMNO VOV
- - < ™ OTTOANON ) < o o
— o] S ™ SuUMmm-ooNNO N N N 9
© n < <+ ANNNNN- A - o) ] o <
— ~— — - o e} (2] N o~
I (I —/ = I I I I
9 (s)
123.52
8 (s)
117.26
11b (s)|| 7 (s) 1(s) | 6a(s) CH2 (s)
153.18|| 143.33| 125.44) 116.26| 29.79
10a (s)| 11a (s)| 3(s)| 2(s) 6 (s) CH2 (s) A (s)
161.17| 146.41 130.68| 121.62 83.49| 38.24 24.09
7a (s)
121.10|
4(s)
117.00
4a (s)
123.43
Jh "
T T T T T T T T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)



172

Figura 68 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 8cb, registrados em CDCl3
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Figura 69 - Espectro RMN *H 4 600 MHz e RMN *3C a 150 MHz do composto 8cc, registrados em CDCl3
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Figura 70 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 8cd, registrados em CDCl3

15

i

CH2 (m)
2 (td) 1.90
Ity 571021 15 CH2 (m) | CH2 (m) | CH2 (m)
A 2.89 2.26 1.57
1 (dd) 4 (dd) NH2 (s)| CH2 (m) CH2 (m) | CH2 (m)
820 6.92 4.54 3.15 2.34 1.65
3(7.73, 1.64 J(8.02, 1.11 . . . .
CH2 (1)
2.01
3|(m), CHR (m)
7.25 1.81
|
|
JL o, L W, JL Jt,.J L
> 4 &' & @ & B ' L
o — O o o o -~ NONNONM
— - - N N AN NANANGAN
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)
~N o] o N O mMmaaNnN T
< °e] O n — MNMAN - 0oWno [\ MmMOVoo—-HownN
a o T O Aol m—-ANN ~ N®Q XM=Y M
wn wn < < M MM ANNNN ~ - m VO N O T
— - — - o o o e o [oe] MmMMmANANNNN N
| | N~ [ N | [ (e
1(s) CH2 (s)
125.13 29.89
11a (s) 7a (s) CH2 (s)
144.62 121.82 29.31
11b (s), 8 (s) 6a (s) CH2 (s)
152.88 131.31 117.97, 26.48
10a (s) 7 (s) 3(s) 4 (s) 6 (s) CH2 (s) CH2 (s)
159.47, 144.57| 130.26| 117.14 83.73 38.23 24.32
9 (s) 2 (s) CH2 (s)
138.17 121.55 27.10
4a (s) CH2 (s)
123.49 30.86
CH2 (s)|
29.90
‘ | A i.
L] i
T T T T T T T T T T T T T T T T
160 150 140 130 120 110 100 90 60 50 40 30 20 10 0

80
f1 (ppm)



175

Figura 71 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 10b, registrados em DMSO-ds
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Figura 72 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 10d, registrados em DMSO-dg
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Figura 73 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 10e, registrados em DMSO-ds

wn Ao N~ —
=} NINNNN
[ NNNKNN
—\=
Br
4-BrCé6H4 (d
7.71 3 CN
1(8.44) i \4
4-BrC6H4 (d N
NI;ZGés) 7.79 2 \O 5 NH2
. 1(8.29) 1
1!
S )
o o o
N N N
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
f1 (ppm)
<+ 3] N oW o ~
o ~— — O NMm ™ ~
9 S INE R o] a
~ O M AN NN — o
— — o — ©o
I NN/ I I
4-BrC6H4 (s
124.38
4-BrC6H4 (s
128.62
5(s) 3(s) 4-BrC6H4 (s CN (s) 4 (s)
173.64 160.13 132.17 113.37 62.97|
4-BrC6H4 (s
126.25
|
|
T T T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)



178

Figura 74 - Espectro RMN 'H a4 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 10g, registrados em DMSO-ds
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Figura 75 - Espectro RMN 'H a4 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 11aa, registrados em DMSO-ds
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Figura 76 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 11ab, registrados em DMSO-dg
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Figura 77 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 11ac, registrados em DMSO-ds
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Figura 78 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 11ad, registrados em DMSO-dg
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Figura 79 - Espectro RMN 'H a4 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 11cb, registrados em DMSO-ds
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Figura 80 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 11db, registrados em DMSO-ds
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Figura 81 - Espectro RMN 'H a4 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 11eb, registrados em DMSO-ds
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Figura 82 - Espectro RMN 'H 4 600 MHz e RMN *3C a 150 MHz do composto 11fb, registrados em DMSO-ds
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Figura 83 - Espectro RMN *H 4 600 MHz e RMN *3C a 150 MHz do composto 11gb, registrados em DMSO-ds
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Figura 84 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 11hb, registrados em DMSO-ds
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Figura 85 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 14b, registrados em DMSO-d6
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Figura 86 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 14c, registrados em DMSO-d6
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Figura 87 - Espectro RMN 'H a4 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 14g, registrados em DMSO-d6
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Figura 88 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 14, registrados em DMSO-d6
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Figura 89 - Espectro RMN *H a 600 MHz e RMN 3C a 150 MHz do composto 15aa, registrados em CDCl;
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Figura 90 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 15ab, registrados em CDCls;
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Figura 91- Espectro RMN *H a 600 MHz e RMN 3C & 150 MHz do composto 15ac, registrados em CDCls
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Figura 92 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 15ba, registrados em CDCls;
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Figura 93 - Espectro RMN 'H 4 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 15ca, registrados em CDCls;
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Figura 94 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 15da, registrados em CDCls;
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Figura 95 - Espectro RMN *H a4 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 15ea, registrados em CDCls;
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Figura 96 - Espectro RMN *H a 600 MHz e RMN 3C a 150 MHz do composto 15fa, registrados em CDCl3
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Figura 97 - Espectro RMN *H a 600 MHz e RMN 3C a 150 MHz do composto 15ga, registrados em CDCl;
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Figura 98 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 15ha, registrados em CDCls;
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Figura 99 - Espectro RMN *H a 600 MHz e RMN 3C a 150 MHz do composto 17aa, registrados em CDCl;
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Figura 100 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C a 150 MHz do composto 17ab, registrados em CDCls;
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Figura 101 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN 3C a 150 MHz do composto 17ac, registrados em CDCl3
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Figura 102 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C a 150 MHz do composto 17ad, registrados em CDCls;
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Figura 103 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 17ba, registrados em CDCl;
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Figura 104 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN 3C a 150 MHz do composto 17bb, registrados em CDCl;
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Figura 105 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN 3C a 150 MHz do composto 17bc, registrados em CDCl3
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Figura 106 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN 3C a 150 MHz do composto 17bd, registrados em CDCl;
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Figura 107 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN 3C a 150 MHz do composto 17ca, registrados em CDCl3
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Figura 108 - Espectro RMN 'H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 17cb, registrados em CDCl3
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Figura 109 - Espectro RMN 'H a4 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 17cc, registrados em CDCl3
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Figura 110 - Espectro RMN *H a 600 MHz e RMN *3C & 150 MHz do composto 17c¢d, registrados em CDCl3
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8.2 DADOS DE DIFRACAO DE RAIOS-X PARA O COMPOSTO 8ba

checkCIF/PLATON report

You have not supplied any structure factors. As a result the full set of tests cannot be nun.

THIS FEPOERT IS FOE GUIDANCE ONLY. IF USED A5 PAERT OF A EEVIEW FROCEDURE
FOR PUELICATION, IT SHOULD NOT REPLACE THE EXPERTISE OF AN EXPERIENCED

CRYSTALLOGRAPHIC REFEREE.

No syntax errors found.

[CTF dictionary]

{Interpreting tins report]

Datablock: shelx

Bond precision:

cell: a=11.883(2) b=12.051(2}) c=11.513(32)}
alpha=50 beta=103.504(11} gamma=30
Temparature: 2926 K
Calculated Reported
Volume 1603.1(&) 1602.2(6)
Space group F 21/c F 21/c
Hall group -P 2ybc -P 2vbc

Molety formula
Sum formula

C-C = 0.0028 A

Clo H18B N2 O S
Cl% H1B N2 O 5

Wavelength=1.54178

Cl1% HI18 N2 O 5
C1% H18 N2 O 5

Mr 3122.41 322 .41
Dx,g Cm-3 1.336 1.336

z 4 4

Mu| (mm-1) 1.821 1.831

FO00 £80.0 680.0

FOOO* £83.05

h,k, lmax 14,14,13 14,14,13
Nref 2940 2837

Tmin, Tmax 0.479,0.628 0.635,0.753
Tmin* 0.421

Correction method= # Reported T Limits:

AbsCory = MULTI-SCAN

Data completeness= 0.965

R{reflections)= 0.0420( 2523)

5 =1.076

Npar= 216

Tmin=0.635 Tmax=0.753

Theta(max)= e8.334

wWR2 (reflections)= 0.1177( 2ZB37)

The [ollowing ALERTS were generated.

Each ALERT has the format
teat—name_i[.ER'r_al EIt-t}"PE_E.lE'It- leval.

Click on the hyperlinks [or more detalls of the test.
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8.3 DADOS DE DIFRAGCAO DE RAIOS-X PARA O COMPOSTO 15ab

checkCIF/PLATON report

Structure factors have been supplied for datablockis) shelx

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

Mo syntax ermors found. CIF dictionary Interpreting this report

Datablock: shelx

Bond precision:

Cell:

C-C = 0.0034 b

a=10.435(4)

bE=10.198(2)

Wavelength=0.71073

c=13.508 (%)

alpha=90 beta=99.459(14) gamma=230

Temperature: 298 K

Calculated Reported
Volume 1417.9(8) 1418.0(8)
Space group P 21l/c r 2l/c
Hall group -F Zybec -P Zybc
Moiety formula C16 H1T7 NG Cl6 H17 NS
Sum formula Clé H1T7 H5 Clé H17 NS
Mr 279.35 279.34
Dx,g cm—23 1.309 1.309
z 4 4
Mu (mm—1) 0.083 0.083
FOO00 £9z2.0 59z.0
FOQ0- 592.17
h,k, lmax 13,13,17 13,13,17
Nref 3148 3134
Tmin, Tmax 0.972,0.984 0.727,0.746
Tmin' 0.952

Correction method= # Reported T Limita:

AbsCorr = MULTI-SCAN

Data completeness= 0.934%

Tmin=0.727 Tmax=0.74&

Theta(max)= 27.166

wEBZ {reflections)=

Rireflections}= 0.0604( 2326} 0.1688( 3134)

S = 1.036 Mpar= 1%0



8.4 DADOS DE DIFRAGCAO DE RAIOS-X PARA O COMPOSTO 17ba

CheckCIF/PLATON report

You have not supplied any struchire factors. As a result the full set of tests cannet be un.

THIS FEPORT IS FOR. GUIDANCE ONLY. IF USED AS PART OF A REVIEW PROCEDUERE
FOF. PUBLICATION, IT SHOULD NOT REPLACE THE EXPERTISE OF AN EXPEFIENCED
CRYSTAILLOGRAPHIC REFEREE.

No syntax emors found. ICLF cictionary|

(Interpreting this repor|

Datablock: shelx

217

Bond precision: C-C = 0.0026 A Wavelength=1.54178

Cell: a=11.%45(4) b=11.211(32] Cc=13.372(3)
alpha=20 beta=104.60% (E) Jgamma=20
Temperature: 238 K
Calculated Reported
Volume 1841.0(9) 1841 .1(8)
Space group P 21/n P 21/n
Hall group -F 2Zyn -P Zym

Molety formula
Sum formula

C23 H20 N2 O 5
C23 H20 N2 O S

C23 H20 N2 01 51
C23 H20 N2 O &

Mr 372.47 372.47
Dx,g cm-3 1.344 1.344

% 4 4

Mu (mm-1) 1.673 1.673

FOOO0 784.0 784 .0

FOO0" 787.33

h,k, lmax 14,14,16 14,14,16
Nref 3374 3279

Tmin, Tmax 0.703,0.751 0.663,0.753
Tmin’ 0.537

Correcticn method= #§ Reported T Limits: Tmin=0.663 Tmax=0.753
AbsCorr = MULTI-SCAN

Data completeness= 0.972 Thetaimax)= &8.296

Ri{reflectionsl= 0.0380( 2744) wWR2 (reflections)= 0.0993( 3273)

5 =1.074 Npar= 244

The following ALERTS were generated. Each ALERT has the format
test-name ALERT alert-type alert-lewel.
Click on the hyperlinks for more details of the test.
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A new series of 12 examples of spiro[chromeno[4,3-b]thieno|3,2-e]pyridine|-7-amines tacrine hybrids (3)
were designed and synthesized as cholinesterase inhibitors. These new compounds were synthesized at
20-33% yields by a one-pot two-step cyclocondensation reaction of 2-aminothiophene-3-carbonitriles (1)
with spiro[chroman-2,10-cycloalkan]-4-ones (2) using AICl; as the catalyst without solvent and under
conventional thermal heating. Subsequently, these new tacrine hybrids were subjected to AChE and BChE
inhibitory activity evaluation and molecular docking studies. In vitro cholinesterase assays and in sil-
ico docking indicated that all new tacrine analogs 3 were not AChE inhibitors. However, the molecules
without a carbocyclic moiety geminated to the thiophene ring, i.e., spiro scaffolds that originated from
cyclopentanone (3aa), cyclohexanone (3ba), and cycloheptanone (3ca) showed the highest inhibitory po-
tency against the BChE enzyme, thereby proving to be promising candidates for evaluation in Alzheimer's
disease synthetic models.

© 2022 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Alzheimer's disease (AD) is an age-related neurodegenerative
disease resulting in a decline in language skills, memory loss,
and cognitive functions accompanied by depression and behavioral
disorders. [1-4] One of the major pathogenesis related to AD is
synaptic acetylcholine (ACh) deficiency, where acetylcholinesterase
(AChE) is the enzyme responsible for its degradation. [1] Thus,
AChE inhibition has been the most conventional strategy to clin-
ically treat AD, [1] as well as butyrylcholinesterase (BChE) inhibi-
tion due to both being responsible for affecting cholinergic neuro-
transmission. [1,3,4]

Tacrine (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroacridine or Tha) is a re-
versible AChE and BChE inhibitor responsible for restoring neuro-
transmitter deficits at the beginning of the neurodegenerative pro-
cess [2] that has shown a pharmacological profile much broader
than AChE inhibition, [3,5] although its use has been restricted
given its hepatotoxicity and gastrointestinal disorders. [2,3,6]

* Corresponding author.
E-mail address: helio.bonacorso@ufsm.br (H.G. Bonacorso).

htrps://doi.org/10.1016/j.molstruc.2022.133485
0022-2860/© 2022 Elsevier B.V. All rights reserved.

Due to its reliable anti-AChE activity, low molecular weight,
neurotoxicity attenuating potential, high synthetic accessibility,
and the possibility of structural modification, Tha has become a
prominent research topic. Efforts have focused on synthesizing its
derivatives to treat AD [1-3] using AchE, as this substance has good
resistance to possible structural changes, making it an interesting
compound to develop new multifunctional structures. In fact, its
mechanisms produce therapeutic effects with less or no heparo-
toxicity in order to act on multiple neural and biochemical targets,
cognitive impairment effects, motor dysfunction, depression, and
neurodegeneration. [1,7]

Hence, modifying the Tha core structure has been frequently
used to find new compounds with high anti-Che potency and
acceptable toxic safety. This has aimed to develop, synthesize,
and evaluate new molecules with beneficial effects in AD treat-
ment, including AChE inhibitors and anti-inflammatory proper-
ties, which are structurally designed based on the bioisosteric re-
lationship of new Tha analogues, increasing the effectiveness of
drugs and reducing their side effects. [1,8] Several of these mod-
ifications concern the benzene ring in Tha, including increasing
the number of condensed rings, modifying their size, and intro-
ducing heteroatoms, [9] replacing or canceling effects with dif-
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Em processo de submisséo
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Abstract

An efficient [4+2] cyclization protocol for the synthesis of a series of twelve examples of 1,2,3-

triazolo[4,5-b]Jaminoquinolines (5), as a novel structurally modified tacrine, have been developed

from readily accessible precursors, i.e., 3-alky(aryl)-5-amino-1,2,3-triazole-4-carbonitriles (3) and

selected cycloalkanones (4) (five-, six- and seven-membered rings). The novel tacrine hybrids were

subjected to AChE and BChE inhibitory activity evaluation. The compounds derivatives from

cyclohexanone (4b) showed the best AChE and BChE inhibitory activities. Specifically, tacrine 5bb
obtained from 3-methyl-carbonitrile (3b) showed the highest AChE (ICso = 12.01 uM), while that 5ib

derivative from 3-sulfonamido-carbonitrile (3i) was the most inhibitor for BChE (ICso = 1.78 uM).

In general, the inhibitory potency of compounds 5 was weaker than that pure tacrine reference. The

findings noticed herein may help in the design and development of novel anticholinesterase drugs

based on tacrine hybrids.

Keywords: Tacrine analogues; 1,2,3-Triazoles, Triazolopyridines; Cholinesterase inhibition;

Molecular docking.
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