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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) € uma doenca neurodegenerativa que causa perda
progressiva e irreversivel das fungbes cerebrais, atualmente ndo tem cura e ndo existe um
tratamento especifico eficaz. Uma estratégia para o tratamento paliativo € restaurar o
neurotransmissor acetilcolina utilizando farmacos inibidores das enzimas colinesterase
(ChEI), nesse contexto a tacrina foi o primeiro farmaco aprovado para o tratamento da DA.
H& mais de uma década os analogos dimeros da tacrina, conhecidos como bis-tacrina,
mostraram maior eficiéncia na inibicdo da enzima acetilcolinesterase (AChE)
comparativamente ao farmaco tacrina e seus analogos, devido & acdo simultanea em dois
sitios da enzima, catalitico e periférico. Desde entdo, varios compostos dimeros e hibridos

contendo o nucleo tacrina tem sido sintetizados e testados como ChEIl.

Neste trabalho realizou-se a sintese de dimeros quirais do tipo bis-tacrina, onde dois
nacleos da tacrina com substituintes quirais estdo conectados por uma cadeia espacadora de
carbonos metilénicos. A reacdo de condensacdo de Friedlander foi a estratégia adotada para a
obtencdo do nucleo tacrina, onde uma ciclocetona quiral de origem terpénica foi condensada
com um acido o-aminobenzoico na presenca de POCI3, formando os intermediarios do tipo 9-
cloroacridinas quirais. As ciclocetonas quirais foram sintetizadas a partir da reacdo de retro-
aldol do monoterpeno natural pulegona, comercialmente disponivel nas formas (R)-(+)- e (S)-
(-). A preparacdo dos homodimeros envolveu a reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica
(SNAr) entre as 9-cloroacridinas e a 1,7-heptanodiamina, que contém a cadeia alquilica
espacadora. A sintese dos heterodimeros necessitou a preparacdo dos precursores 9-(1,7-
diaminoeptil)-1,2,3,4-tetraidroacridina, contendo o nucleo tacrina e o grupo amino separados
pela cadeia espacadora, para posterior reacdo de SyAr com as 9-cloroacridinas. Os produtos
obtidos neste trabalho foram purificados por cromatografia em coluna e caracterizados por
espectroscopia de ressonancia magnética nuclear (RMN) de *H e **C, no infravermelho (1V),
atividade Optica e medidas de ponto de fusdo. As analises de atividade Gptica mostraram que a
quiralidade foi mantida nos intermediarios e nos produtos finais sintetizados. Foram
realizados ensaios biologicos de inibicdo das enzimas AChE e BuChE com os compostos
quirais disponiveis, e os dimeros da série (R) mostraram ser ativos como inibidores das

enzimas.

Palavras-chave: bis-tacrina; analogos quirais; sintese.
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ABSTRACT

Alzheimer’s disease (AD) is a progressive neurodegenerative disorder which causes
progressive and irreversible loss of brain functions and currently has no cure and no effective
specific treatment. A strategy for palliative treatment of AD is the restoration of
neurotransmitter acetylcholine using drugs cholinesterase inhibitors (ChEI) and tacrine was
the first drug approved for the treatment of AD. About fifteen years ago, bis(n)-tacrine
analogues linked by an alkylene chain were prepared, and it was proved that these dimeric
molecules of tacrine offered a much stronger potency and selectivity toward AChE. Bis(7)-
tacrine simultaneously binds at both the CAS and the PAS sites and provides a higher
selectivity towards AChE over BUChE.. Since then, several dimmers and hybrid compounds

containing the nucleus tacrine, have been synthesized and tested as cholinesterase inhibitors.

In this work were carried out the syntheses of chiral homodimers and heterodimers of
bis-tacrine type, where two nucleus of tacrine with chiral substituents were connected by an
alkyl chain as spacer. The Friedlander condensation reaction was performed to obtain the
tacrine nucleus, the cycloketone from a chiral terpene source was condensed with an o-
aminobenzoic acid in the presence of POCI3, forming 9-chloroacridine intermediates. The
chiral cycloketone were obtained from natural monoterpene pulegone, commercially available
in (R)-(+)- and (S)-(-) enantiomers. The preparation of homodimers involved the nucleophilic
aromatic substitution (SyAr) reaction between 9-chloroacridines and 1,7-diaminoheptane,
which contains the spacer alkyl chain. The synthesis of heterodimers required the preparation
of precursor 9-(1,7-diaminoheptyl)-1,2,3,4-tetraydroacridine, containing tacrine nucleus and
the amino group separated by spacer chain, for subsequent SyAr reaction with the 9-
chloroacridines. The products obtained in this work were purified by column chromatography
and characterized by nuclear magnetic resonance (NMR) spectroscopy of *H and *3C, infrared
spectroscopy (IR), optical activity and melting point measurements. The analysis of optical
activity showed that the chirality was maintained in the intermediate and final products
synthesized. Biological assays of inhibition of AChE and BuChE enzymes were performed

with chiral compounds. The dimers of (R)-series were active as cholinesterase inhibitors.

Keywords: bis-tacrine; chiral analogues; synthesis.
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1. INTRODUCAO



1.1. ADOENCA DE ALZHEIMER

1.1.1. Caracteristicas e Sintomas

O mal de Alzheimer, ou doenca de Alzheimer (DA), é uma desordem
neurodegenerativa que resulta na perda progressiva e irreversivel das fungdes cognitivas,
sendo a forma mais comum de deméncia, levando a morte entre trés a nove anos apds o
diagnéstico." De acordo com dados da Organizacdo Mundial de Satde (OMS), trinta e seis
milhdes de pessoas no mundo eram afetadas pela doenca em 2010, e a estimativa é que 0s

casos dobrem a cada vinte anos.?

A doenca foi descoberta e descrita em 1907 pelo médico psiquiatra e neuropatologista
alemdo Alois Alzheimer (1864-1915). Alzheimer tinha uma paciente que aos 51 anos de
idade comegou a apresentar os sintomas que hoje sdo associados a DA, tais como prejuizos
crescentes de memdria, alteragcdes repentinas de humor, como agressividade repentinamente
sucedida por medo e perda das funcdes cognitivas. A regressdo mental da paciente avangou
constantemente até levar a 6bito apés quatro anos e meio de doenca.’> Apés a morte da
paciente, Alzheimer examinou amostras de seu encéfalo sob o microscopio e observou
alteracdes nas neurofibrilas que servem de sustentacdo ao citoesqueleto celular e, e em muitos
lugares onde deveriam haver neurdnios, haviam apenas feixes de fibrilas. Ele observou

também o acumulo entre as células de um produto patoldgico do metabolismo dos neurdnios.

Atualmente sabe-se que essas fibrilas observadas por Alzheimer s&o emaranhados
neurofibrilares da proteina tau hiperfosforilada no interior das células." A proteina tau é
abundante no axonio, auxilia na montagem e sustentacdo dos microtubulos, estruturas que
servem de sustentacdo ao citoesqueleto.* H evidéncias que a proteina tau também auxilia na
transmissdo sinaptica.> Os emaranhados neurofibrilares sdo compostos por filamentos
helicoidais emparelhados, contendo em sua maior parte uma forma anormal da proteina tau,
hiperfosforilada que, associada ao microtubulo, promove o seu desdobramento, diminuicédo do
tamanho e leva ao seu rompimento, contribuindo para a morte celular.® O produto patolégico
acumulado que Alzheimer observou entre os neurdnios do encéfalo de sua paciente, séo
placas senis contendo a proteina B-amildide (AP) depositada.” A proteina AB é sintetizada
dentro do neurdnio e sua funcdo normal ainda ndo é bem conhecida. Embora alguns estudos
em animais tenham demonstrado que a auséncia de AP ndo conduz a nenhuma perda de
funcbes fisioldgicas, varias atividades potenciais foram descobertas para a AP, como

1'% ¢ atividade

2

antioxidante,® ativador de enzimas cinase,’ regulador de transporte de colestero



antimicrobiana.'® Na DA, a exposicdo a proteina AP inibe enzimas na mitocondria,
consequentemente, a producdo de energia, o transporte de elétrons e o consumo de oxigénio
sdo prejudicados, causando o estresse oxidativo, que é 0 excesso de espécies oxidantes no

cérebro. 1213

A causa da doenca de Alzheimer ainda ndo é conhecida, o principal fator de risco
associado & DA ¢ a idade avancada. Entretanto, outros fatores como histérico familiar,
hipertensdo, depressdo, diabetes, altos niveis de colesterol e pouca atividade fisica e cognitiva
também podem contribuir para o desenvolvimento da DA.® Os sintomas da doenga, entre eles
0 mais pronunciado, a perda progressiva da memoria, estdo associados aos déficits na
transmissdo colinérgica, isto €, uma transmissdo sinéptica deficiente entre 0s neurdnios
colinégicos (neurénios que utilizam a acetilcolina (ACh, Figura 1) como neurotransmissor) no

sistema nervoso central (SNC), principalmente no lobo temporal e no hipocampo.™

0 |/
o >IN

ACh

Figura 1. Neurotransmissor acetilcolina, ACh.

1.1.2. Hipdtese Colinérgica

A sinapse ocorre na regido chamada fenda sinaptica, um pequeno espago entre o
axonio de um neurbnio pré-sinaptico e um neurdnio pos-sinaptico, mais comumente no
dendrito, mas também ocorre com corpo celular ou o axénio (Figura 2, pégina 4). A
acetilcolina é o neurotransmissor mais utilizado para sinapses excitatérias no sistema nervoso
(SN), tanto no central (SNC) quanto no periférico (SNP).2 A ACh é sintetizada na zona ativa
do neurdnio pré-sinaptico, que é a regido do axénio mais proxima a fenda sinéptica. A sintese
ocorre a partir da acetil-coenzima A (acetil-CoA), oriunda da mitocondria, e colina, presente

no citoplasma, a reacdo é catalisada pela enzima colina acetiltransferase (ChAT), Esquema 1.
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Esquema 1. Biossintese do neurotransmissor acetilcolina.

Uma ilustracdo detalhada da transmisséo colinérgica € mostrada na Figura 2. Apds ser
sintetizada a ACh é armazenada em vesiculas, onde serd liberada na fenda sinaptica através de
exocitose. A inducdo da exocitose da ACh ocorre com o0 aumento da concentracdo de ions
célcio Ca™ na zona ativa, e esta concentracdo aumenta devido a abertura de canais iGnicos
(estruturas proteicas) seletivos que permitem a entrada de Ca* na célula. Os canais idnicos
séo abertos quando o impulso nervoso (ou potencial de acdo), gerado pela despolarizacdo da
membrana celular, chega & zona ativa.'> Apés liberada na fenda sinéptica, a ACh se liga aos
receptores especificos, que sdo outros tipos de canais idnicos, na membrana do neurbnio pos-
sinaptico, promovendo a abertura desses canais e a entrada de fons sodio e potassio, Na" e K,
na célula. A entrada dos fons Na® e K" promove despolarizagdo da membrana e,
consequentemente um novo impulso nervoso gerado na célula pés-sinaptica.>*> H4 evidéncias
que a proteina AP se liga aos receptores da ACh, blogueando-os e contribuindo para 0s
déficits colinérgicos.! Nos Ultimos anos, as estratégias de tratamento da DA tém focado no
restabelecimento da neurotransmissao colinérgica no cérebro. A “hipotese colinérgica” afirma
que a perda das fungdes colinérgicas no sistema nervoso central contribui significativamente
para o declinio cognitivo associado com a idade avancada e a DA.*® Opcdes terapéuticas
atuais para o tratamento da DA consistem no uso de farmacos inibidores de enzimas
colinesterase (ChEl), que aumentam a neurotransmissdo em sinapses colinérgicas no cérebro

e reduzem temporariamente os déficits cognitivos.
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Figura 2. Representacdo esquematica da sinapse colinérgica no sistema nervoso central:
@ Potencial de agdo gerado pela despolarizagdo da membrana celular; @ Entrada de Ca*
meio celular; @ Exocitose da acetilcolina; @ Ligacao da acetilcolina ao receptor; ®Entrada

de Ca*? e Na* no neurdnio pés-sinaptico e geracdo de um novo potencial de ag40.™

1.1.3. Enzimas Colinesterase

A acetilcolinesterase (AChE) e a butirilcolinesterase (BUChE) sdo enzimas que
constituem o grupo das colinesterases. A acetilcolinesterase, entre outras funges fisioldgicas,
age em células pods-sinapticas, realizando a hidrélise da acetilcolina e encerrando a
transmissdo do impulso nervoso.!” Esse processo é importante para que o neurdnio retorne ao
seu estado de repouso e ndo ocorra fadiga celular, que pode levar a lesGes cerebrais, ou para
gue ndo ocorra um processo chamado dessensibilizacdo. Nesse processo, 0s canais receptores
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ativados pelo neurotransmissor fecham-se, apesar da continua presenca de ACh, e esse estado
pode persistir por muitos segundos mesmo apds a remo¢do da ACh, podendo levar a uma
falha de meméria ou falhas em juncdes neuromusculares.® A funcdo fisioldgica da BuChE
ainda ndo é bem conhecida, mas é sugerida sua participacdo no mecanismo regulatorio dos
niveis da AChE na sinapse colinérgica.’® Além disso, a observacdo de que a razdo
BuChE/AChE eleva com o progresso da DA, com o aumento significativo da BuChE no
hipocampo e cortex temporal, deve favorecer o uso de inibidores seletivos de BuChE em

tratamentos de formas moderadas a avangadas de DA.**?°

A enzima AChE é uma estrutura proteica cujo arranjo tridimensional foi determinado
a partir de analise de raios-X de amostra extraida do peixe elétrico Torpedo californica®
(Figura 3a). O estudo mostrou que o sitio ativo da enzima (catalytic active site — CAS) se
encontra ao fundo de uma estreita e longa cavidade de aproximadamente 20A, onde estio
localizados os amino&cidos serina (Ser200), histidina (His440) e &cido glutdmico (Glu327),
que formam a triade catalitica da enzima.?> Os nimeros ao lado da representagdo do
aminoéacido correspondem a posi¢do na cadeia proteica da AChE no peixe elétrico, podendo
haver uma pequena variacdo conforme a espécie. Em seres humanos (Homo sapiens) a triade
provavelmente posiciona-se como Ser203, His447 e Glu334, Figura 3b.”® Porém, essa
variacdo ndo altera as propriedades enzimaticas e, portanto, os estudos feitos com a AChE do
T. Californica sdo seguramente aplicados para a AChE de seres humanos. Além do CAS, a
enzima também possui um sitio aniénico periférico (peripheral anionic site — PAS), préximo
a entrada da cavidade.”* A AChE é encontrada predominantemente no cérebro, onde é cerca
de dez vezes mais abundante que a BUChE, e também no musculo estriado e no eritrécito. A

BUChE é encontrada principalmente no mésculo cardiaco e liso, pele e plasma.?
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Figura 3. a) Representagédo esquematica da enzima AChE de T. californica e a direita 0s

aminoéacidos presentes no CAS e no PAS; b) Detalhe do sitio ativo da enzima AChE obtido a

partir das enzimas de H. sapiens, M. musuculus e T. californica.

O mecanismo de hidrélise da acetilcolina envolve diretamente os trés aminoacidos da
triade catalitica, Ser200, His440 e Glu327. Porém outros aminoacidos, como Glu199, Phe330
e Trp84 estdo envolvidos na estabilizacdo dos estados intermediérios.” Como mostrado no

Esquema 2, inicialmente, em um estado I, o hidrogénio da hidroxila da Ser200 é capturado
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pelo nitrogénio do anel imidazolico da His440, ativando o oxigénio nucleofilico da Ser200.
Com o oxigénio ativado, ocorre o ataque nucleofilico da Ser200 no carbono da carboxila da
acetilcolina (ACh), levando ao estado intermediario tetraédrico representado por 1. Estudos
mostram que o glutamato Glu327 (forma anibnica do acido glutdmico) atua como sitio
anionico estabilizando a forma protonada da His440."® Posteriormente, ocorre a
desprotonacdo da His440 pelo oxigénio da ACh, levando ao rompimento da ligagdo C-O na
ACh. Esse rompimento é favorecido pela neutralizacdo do sistema (representado pelo estado
I11) e a liberagdo de colina, que sera recapturada pela célula para nova sintese de ACh. Uma
molécula de agua (H,O), presente no meio celular, é desprotonada pela His440, e promove
substituicdo nucleofilica acilica (SyAc) na acetil-Ser200, levando a formacdo de acido

acético (CHsCOOH) e regenerando o aminoacido Ser200.%62"2
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Esquema 2. Mecanismo da hidrolise da acetilcolina pela enzima AChE.



1.1.4. Inibidores das Enzimas Colinesterase

Os inibidores de acetilcolinesterase (ChEI) atuam sobre o sitio ativo da enzima
impedindo a interacdo de uma molécula de substrato ou sua hidrélise. A maioria dos
inibidores atua de forma reversivel, através de interacbes intermoleculares com o0s
aminoacidos da cavidade enzimética, do tipo dipolo-dipolo, ligacdes de hidrogénio e,
principalmente, interagdes do tipo z-r stacking entre os anéis aromaticos.?® Os inibidores que
atuam de forma irreversivel formam complexos covalentes com a enzima, como o0
metrifonato, que era originalmente utilizado no tratamento da esquistossomose. Apesar de sua
alta eficacia como ChEl, os testes para utilizacdo no tratamento da DA foram interrompidos

na fase clinica 111 devido a problemas graves para a satide humana.*

A tacrina ou 9-amino-1,2,3,4-tetraidroacridina (THA, Figura 4), um inibidor
reversivel, foi o primeiro farmaco aprovado pela FDA (Food and Drug Administration) dos
EUA, em 1993, para o tratamento sintomético da doenca de Alzheimer, comercializada como
Tacrinal® e Cognex®.'® Entretanto esta droga apresenta efeitos colaterais, como distdrbios
gastrointestinais e hepatotoxicidade. Neste contexto, Vvarias pesquisas evidenciam a
importancia da preparacdo de novos anadlogos estruturais da tacrina, com o objetivo de
aumentar a eficiéncia do farmaco e minimizar os efeitos colaterais. Outros fa&rmacos ChEl
reversiveis foram aprovados para o tratamento sintomatico da DA, como o donepezil, a (S)-
rivastigmina, galantamina e a (-)-huperzina A, porém assim como a tacrina, possuem
beneficios limitados quanto ao uso terapéutico, como a perda de eficécia ao longo do tempo®
(Figura 4). As (-)-huprinas, que combinam as estruturas da tacrina e da huperzina, também

sdo fortes inibidores de ChE e estdo em fase de testes clinicos.
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Figura 4. Inibidores de colinesterase.

O donepezil foi o segundo farmaco aprovado para o tratamento da DA, em 1996 e é
comercializado na forma racémica como Aricept®. O centro quiral do donepezil € localizado
em posicdo a-carbonila, portanto no pH fisioldgico ha grande possibilidade de tautomerizacao
para a forma enol, levando a racemizacéo.®* Em 2000 foi aprovado um terceiro farmaco para
o tratamento paliativo da DA, a (S)-rivastigmina (Exelon®), que em 2006 foi o primeiro
farmaco aprovado para o tratamento da doenca de Parkinson, e somente 0 enantiomero (S) €
biologicamente ativo.*®* A galantamina (Reminyl®) foi aprovada em 2001 e somente um
enantidmero (4aS,6R,8aS) é ativo na enzima (Figura 4). Satcharoen e colaboradores obtiveram
uma sintese enantiosseletiva em apenas oito etapas da (4aS,6R,8aS)-(-)-galantamina.®* A (-)-
huperzina A é um alcaloide extraido da planta Huperzia serrata, é tradicionalmente usada na
medicina chinesa para o tratamento de problemas de memaria e demonstrou ser um potente e
seletivo inibidor de AChE.* A huperzina A j4 foi sintetizada na forma racémica, porém a
atividade inibitoria foi muito mais baixa comparado ao produto natural.** A (-)-huprina X
apresenta uma das mais fortes interagdes com o sitio ativo da AChE.*® Formas racémicas
sintetizadas das huprinas também mostraram ser ativas como ChEI, embora menos que a
forma (-), a (x)-huprina Y foi mais eficiente com maior interacdo com a AChE, enquanto a

(+)-huprina X foi mais especifica para manter a concentracéo extracelular de acetilcolina.?"*®
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1.2. QUIRALIDADE E ATIVIDADE BIOLOGICA

Para que um farmaco seja util como instrumento terapéutico ou cientifico, ele precisa
agir de modo seletivo sobre células e tecidos especificos. Em outras palavras, ele precisa
exibir um alto grau de especificidade pelo sitio de ligacdo. Do mesmo modo, as proteinas ou
enzimas que funcionam como alvo geralmente mostram um alto grau de especificidade pelo
ligante, ligando-se apenas as moléculas de um tipo especifico.®*® O conhecimento da
topografia tridimensional do receptor, especialmente do sitio de interacdo, permite o desenho
de inibidores enziméaticos ou de antagonistas e agonistas de receptores por processos de
complementaridade molecular desejada, que podem, por sua vez, discriminar entre diferentes
interacBes intermoleculares ou ligacdes covalentes.”’ As interagdes intermoleculares de um
farmaco com a enzima dependem nédo apenas de sua estrutura, mas também da forma como os
ligantes estdo conectados na molécula. A existéncia de enzimas e receptores
estereoespecificos no organismo conduz as caracteristicas bioldgicas diferentes para as
estruturas quirais. Essa acdo estereosseletiva € devido a quiralidade dos aminoacidos
constituintes das estruturas proteicas e resulta, na maioria das vezes, em uma ocupacgado

preferencial de um sitio receptor por um dos enantidmeros.*

Um dos primeiros relatos da literatura que indicava a relevancia da estereoquimica e
da configuracdo absoluta na atividade bioldgica foi feito por Arnaldo Piutti, em 1886,
descrevendo o isolamento e as diferentes propriedades gustativas dos enantibmeros do
aminoécido aspargina.*’ Essas diferencas de propriedades organolépticas expressavam
diferentes modos de reconhecimento molecular do ligante pelo sitio receptor localizado nas
papilas gustativas, traduzindo sensa¢fes distintas. Entretanto, a importancia da configuracéao
absoluta na atividade biolégica permaneceu adormecida até a década de 60, quando o uso da
forma racémica do sedativo talidomida, por gestantes, resultou no nascimento de cerca de
doze mil criancas com ma formagdo.’ O estudo do metabolismo permitiu evidenciar que o
enantibmero (R)-talidomida é o responsavel pelas atividades sedativa e analgésicas.
Recentemente, um estudo mostrou que o enantidmero (S) liga-se a proteina cereblon, muito
importante nos dois primeiros meses do feto para o desenvolvimento dos membros. A ligagéo
torna inativa a proteina, 0 que provoca a méa formacdo fetal.”* Entretanto, 0 mesmo

enantiébmeros (S)-talidomida esta associado a inibi¢do do fator de necrose tumoral (TNF-a) e
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ao excesso na producdo de citocina, que estd associado ao desenvolvimento de cancer e

doencas neurodegenerativas, entre elas a doenca de Alzheimer.**

A estereoespecificidade da acetilcolinesterase na interacdo com inibidores é evidente,
uma vez que a enzima nao reconhece o enantibmeros (R)-rivastigmina e também os outros
estereoisémeros da galantamina. A enzima AChE provavelmente também néo reconhece, ou
interage muito pouco com a (+)-huperzina, uma vez que a utilizacdo da forma racémica
sintetizada obteve uma resposta biolégica inferior ao enantidmeros natural (-)-huperzina.*
Entretanto, ndo ha na literatura atual um estudo do reconhecimento enzimético da AChE
frente a antipodas 6ticos de analogos quirais, dimeros e hibridos da tacrina. Nosso grupo de
pesquisa mostrou que analogos quirais (R) da tacrina sdo reconhecidos pela AChE.* Na
Tabela | sdo mostrados os resultados obtidos de ICsp, que € a concentracdo minima necessaria
do composto para inibir metade da populacéo de enzimas. Observa-se que o analogo quiral na
Entrada 10 apresentou atividade inibitéria maior que a prépria tacrina. Os compostos das
Entradas 5, 6, 7, 8 e 9 também mostraram grande atividade inibitéria da AChE. Nota-se
também que substituintes volumosos nas posicdes 1 e 4 no anel alifatico da tacrina conferiram
menor interacdo com a enzima, enquanto substituintes na posicao 3 possibilitaram a melhor

interacdo, resultando em melhor atividade inibitéria.*

Tabela I. Atividade de inibicdo da AChE de anélogos quirais da tacrina.

Entrada Composto 1Cs0 (M)

NH,
8 9 g0 L
7 8a \a 2
1 0,088

>
5a N 4a
5 4

Tacrina

NH,

X

_ 7,127
2 N

3 O A 2,616
P
N
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Entrada Composto ICs0 (M)
NH,
=
N
NH,
A\
5 2 1,931
N
6 1,384
7 1,352
NH,
x
= -
N '/r
NH,
9 S 0,288
G
N
0
NH,
10 0,061
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1.3. DIMEROS DO TIPO BIS-TACRINA

Ap0s a aprovacdo da tacrina como farmaco para o tratamento da DA e considerando a
sua facilidade de sintese, fortaleceu-se a busca por compostos analogos que possam aumentar
0 potencial inibidor de AChE e, a0 mesmo tempo, provocar menos efeitos colaterais. Em
1994 Pang e colaboradores realizaram a sintese de compostos do tipo bis(n)-tacrina, que s&o
moléculas com duas unidades do nucleo tacrina ligadas por uma cadeia espacadora de

carbonos metilénicos, Esquema 3.%

1. KOH, DMSO
t.a., 2h T T —
N NH, ———> N N—(CHp),—N N
\_/ 2. Br(CH,),Br \_/ " \
t.a., 12h
Tacrina Bis(n)-tacrina

Esquema 3. Sintese dos dimeros bis(n)-tacrina por Pang.

Os dimeros da tacrina sdo potenciais farmacos para o tratamento da DA devido ao
aumento do potencial inibidor e a especificidade do alvo, que foi resultado da ligacdo de duas
unidades, permitindo a acdo simultanea nos CAS e PAS da AChE, Figura 5.*"* O dimero
bis(7)-tacrina mostrou ser mil vezes mais potente na inibicdo da acetilcolinesterase do que a
tacrina e possui maior seletividade na inibicdo da AChE em relacdo & BUChE® (Figura 6).
Estudos conformacionais dos dimeros bis-tacrina indicaram que o0 espacamento de sete
carbonos metilénicos permite uma distancia de 18A entre os 4tomos de nitrogénio de cada
molécula de THA, bem proximo do valor de 16A entre os dois sitios ativos catalitico e
periférico, CAS e PAS, da AChE, determinado em estudos computacionais.”® O estudo feito
por Pang com os dimeros bis(n)-tacrina também mostrou que o aumento da cadeia provoca
diminuicdo da atividade bioldgica de inibigdo da AChE, observacdo que também foi feita com
heterodimeros tacrina(n)-quinolina e tacrina(n)-piridina.® A sintese de diferentes compostos
do tipo bis-tacrina é descrita na literatura, tanto do tipo homodimeros (nGcleos tacrina iguais
conectados por um espagador) quanto do tipo heterodimeros (quando os nucleos possuem

substituintes diferentes), Figura 6.°* O homodimero tacrina-cistamina foi menos efetivo que a
14



tacrina na inibicdo da AChE, porém foi mais ativo na inibicdo da BUChE.>* O homodimero
bis(7,4-N-metil)-tacrina também apresentou atividade de inibicdo de AChE muito maior do
que a tacrina, cerca de seiscentas vezes mais ativo.>>** O heterodimero tacrina(8)-huprina, que
apresentou Otima atividade bioldgica, embora possua dos nucleos farmacoforicos diferentes,

pode ser considerado um dimero uma vez que a estrutura da huprina é derivada da tacrina.>

Racionalizacao
Estrutural

Figura 5. A¢do do bis-tacrina nos dois sitios da enzima acetilcolinesterase.
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Figura 6. Dimeros do tipo bis-tacrina testados como ChEI.

Testes de inibicdo in vivo do bis(7)-tacrina mostraram que o dimero atingiu o efeito
maximo de inibi¢do ap6s quinze minutos da administracéo e atravessou facilmente a barreira
hematoencefalica.>*® O bis(7)-tacrina também apresentou atividade neuroprotetora, que foi
relacionada com sua capacidade de agir em multiplos alvos da doenca de Alzheimer.*® Entre
as capacidades multi-alvo do bis(7)-tacrina destaca-se a inibi¢do da enzima [-secretase

(BASE-1), que ¢ responsavel por catalisar a sintese da proteina f-amilodide (AB).56
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Embora a tacrina hoje em dia seja utilizada de forma limitada no tratamento da DA,
sua estrutura constitui-se em uma importante referéncia para a construcdo da arquitetura
molecular de novos farmacos para o tratamento da DA, assim como permanece sendo um
referencial para avaliacdo de atividade inibitéria de enzimas colinesterase. Compostos
hibridos da tacrina com outros nucleos farmacoféricos também mostraram ser ativos na
inibicdo da enzima acetilcolinesterase, como por exemplo, hibridos tacrina-benzotiazol,*
tacrina-ebselen,®®  tacrina-selegilina,®®  tacrina-cromeno® e tacrina-acido  fertlico®

(Figura 7a).

Compostos hibridos tacrina-lofina (Figura 7b), trabalho publicado pelo nosso grupo
recentemente, também mostraram ser potentes inibidores das enzimas AChE e BuChE.%
Neste trabalho verificou-se que os hibridos tacrina-lofina com seis carbonos metilénicos na
cadeia alquilica espacadora (n = 6, Figura 7b) foram seletivos para BuChE, com valores de
ICso entre 12,4 e 58,0 nM, ndo apresentando interacdo com a AChE. Nenhum composto ativo
para AChE foi inativo para BuChE, porém o hibrido com oito carbonos espacadores e com
cloro na posicao 4 (para) do anel lofinico (n = 8, X = 4-Cl, Figura 7b) apresentou a melhor
atividade bioldgica para inibicdo da AChE, com ICsp = 5,87 nM, e para BuChE o 1C50 = 108,
97 nM, mostrando uma certa seletividade para AChE. Hibridos com cadeia espacadora mais
longa, com nove e dez carbonos metilénicos, ndo apresentaram atividade de inibicdo em
nenhuma das enzimas. O bis(7)-tacrina, sintetizado e purificado por cromatografia em coluna
em nosso laboratdrio, foi utilizado como composto de referéncia e seus valores de 1Cso foram
4,12 nM e 9,03 nM, para AChE e BUChE, respectivamente.®?
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\
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Figura 7. a) Exemplos de hibridos da tacrina testados como ChEl; b) Hibridos tacrina-lofina

sintetizados por nosso grupo de pesquisa e testados como ChEl.
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1.4. ESTRATEGIA SINTETICA: A REACAO DE FRIEDLANDER

A tacrina (THA) é um composto acridinico. Os compostos acridinicos sao estruturas
derivadas da acridina, um substancia aromatica contendo trés ciclos aromaticos cuja estrutura
se baseia na fusdo de um nuacleo quinolinico com um anel benzénico. Dentre as aplicacbes
descritas para esta classe de substdncias destacam-se as atividades antissépticas e
antibacterianas, exibidas particularmente pelos derivados 9-aminoacridinas.®> A ordem de
numeracdo do nucleo acridina é convencionada pela IUPAC (International Union of Pure and

Applied Chemistry — Unido Internacional de Quimica Pura e Aplicada) (Figura 8).

g 9 . NH, NH,
8a 9a
= Z 3 Z =z
N 6 5N 4 N N
Quinolina Acridina 9-amino-acridina 9-amino-1,2,3,4-tetraidroacridina
(Tacrina)

Figura 8. Compostos acridinicos.

A reacdo de Friedlander é uma das estratégias para a construcdo de compostos
quinolinicos 1 e seus derivados, sendo a mais utilizada para a obtencdo de compostos
acridinicos. Originalmente, a condensacao de Friedlander é a reagdo de um o-aminoaldeido ou
0-aminocetona 2 aromatica com aldeidos ou cetonas 3 que contenham um grupo metileno

ativo em posicdo a-carbonila, Esquema 4.%4%°

(0] R2
R R
X R 4 , . X 3
| 2 + 0 ac. prético ou +
R o R _ 2H,0
e NH, R3 ac. de Lewis N R4
2 3 1

R; = H, alquil, alcéxi, halogénio, nitro;

R, = H, alquil, aril, hidrdxi, carboxi;

R3 = H, alquil, aril, nitro, acil, carboxi, ciano, hidroxi;
R, = H, alquil, aril, alcéxi, hidréxi, amino.

Esquema 4. Esquema geral da reacdo de Friedlander.
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A reacéo de Friedlander pode ser realizada via catélise acida ou basica, ou até mesmo
na auséncia de catalisador, sendo exigido neste caso elevadas temperaturas, entre 150-
220°C.°° Devido & variedade de substituintes (R:, R,) no composto o-aminocarbonilico 2 e
dos grupos Rs e R4 no composto carbonilico 3 contendo o metileno ativo, a reacdo de
Friedlander € uma importante estratégia para a obtencdo de compostos quinolinicos 1
contendo uma ampla variedade de substituintes.

Embora as caracteristicas gerais desta transformacdo sejam bem conhecidas, 0s
detalhes mecanisticos ndo sdo completamente determinados. Dentre as propostas descritas, a
mais evidente envolve inicialmente a formag&o da imina 4, em equilibrio com a enamina 5. A
seguir, a condensacédo intramolecular em 5 formando o composto 6 e a subsequente perda de

H,O levam & formacao dos derivados quinolinicos 1% (Esquema 5).

0 o 0
R4 z .
AN acido ou base
I R2 v 0 -H,0 Y R R N
Rl'/ — R R =—=—— 1 /.\,/R3
weooow S y
Ry H Ry
2 3 4 5
R
Ra\ _OH 2
R
I X 5 _H,0 AN Rs
F 7 =
N R, N Ry
6 1

Esquema 5. Mecanismo proposto para a reacao de Friedlander.

A reacdo de Friedlander foi utilizada por nosso grupo de pesquisa para obtencdo dos
analogos quirais da tacrina.”> A reacdo foi feita utilizando-se a o-aminonitrila (7) e uma
ciclocetona 8, levando a formacéo dos analogos da tacrina. O estudo das condigdes reacionais
utilizando a cicloexanona como cetona, para a sintese da tacrina, mostrou que o cloreto de

indio (InCls3) foi o melhor catalisador &cido de Lewis para esta reagé067 (Esquema 6).
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NH,

C Acido de Lewis N
Tl > ) n
R =
NH, ) N R+

7 8 tacrina e analogos

Esquema 6. Reacdo de Friedlander para sintese da tacrina e analogos.

O mecanismo proposto para obtencdo da tacrina e seus analogos, utilizando &cido de
Lewis como catalisador, € mostrado a seguir no Esquema 7. O &cido de Lewis (por exemplo,
InCl3) coordena-se com o oxigénio em 8, ativando a carbonila para a adicdo nucleofilica da
amina 7, levando a formacéo da imina 9 em equilibrio com a enamina 10. O carbono olefinico
da enamina 10 ataca o carbono da nitrila, ativada pela coordenacdo com o InCls, conduzindo a
ciclizagdo para a formagdo do complexo 11. O intermediario 11 é convertido na tacrina ou

seus analogos por hidrélise em meio basico.®’

(X.-InCls
4

ZN i 0/4N c//N
C InCl, 9
+ —_ I
NH R ) //Q)n .f‘/@)n
2 n N R ’TI R*
H
7 8 9 10
Cl
Niam\_CI NH
| ¢ 2
NaOH / H,0 AN
—_—  ——— )
N R R
H
11 tacrina e analogos

Esquema 7. Mecanismo para obtencdo da tacrina e analogos com &cido de Lewis.
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2. OBJETIVOS
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Evidenciando a crescente busca por novos farmacos inibidores de enzimas
colinesterase para o tratamento da doenca de Alzheimer, e o interesse do grupo em
desenvolver novas moléculas capazes de interagir com as enzimas colinesterase, este projeto
de pesquisa teve como objetivo principal a preparacao, caracterizacdo e avaliacdo da atividade
bioldgica de inibicdo das enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase de novos dimeros
quirais do tipo bis-tacrina, a partir do monoterpeno natural pulegona, disponivel

comercialmente nas formas (R)-(+) e (S)-(-).

Os objetivos especificos foram: (i) sintese de cetonas quirais a partir de monoterpenos
naturais; (ii) sintese de 9-cloroacridinas quirais como intermediarios para a obtencdo de
anadlogos quirais da tacrina; (iii) sintese de intermediarios 9-(1,7-diaminoeptil)-1,2,3,4-
tetraidroacridinas; (iv) sinteses dos homodimeros e heterodimeros quirais do tipo bis-tacrina e
ensaios de inibicdo de AChE e BuUChE; (v) comparacdo dos resultados obtidos para

compostos enantibmeross opticos.

O
Cl
OH " poci,
Retro-aldol R; NH, O \
O
o) Condensacdo de R; N/ R,

Friedlander

Pulegona Cetonas quirais 9-cloroacridinas quirais

H,N(CH,);NH,

H,N(CH,),;NH, (excesso)

CH;4
H.
A B,
=
N R,
Homodimeros quirais 9-(1,7-diaminoeptil)-1,2,3,4-tetraidroacridinas
Cl
~
R; N CH;,

R,

H\ /\/\/\/\l/{ Ry
N N N\
/
—=N

CH,

Heterodimeros quirais
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1. SINTESE DAS CETONAS QUIRAIS

3.1.1. Obtencao da (R)-3-metilcicloexanona e da (S)-3-metilcicloexanona

A ciclocetona quiral 12, necessaria para a construcdo do ndcleo tetraidroacridina
quiral, é obtida a partir da reacdo de retro-aldol da pulegona. A pulegona é um o6leo terpénico
natural, sua forma mais abundante é a (R)-(+), com odor mentolado, extraida a partir do poejo
(Mentha pulegium) e da erva-de-gato (Nepeta cataria). A (S)-(-)-pulegona possui odor similar
a forma (R)-(+), € muito rara na natureza e com custo elevado, R$ 872,00 / mL, enquanto o
valor da (R)-(+) é de R$ 70,00 / mL.%® A (R)-(+)-3-metilcicloexanona, (R)-12, foi obtida a
partir da (R)-(+)-pulegona e, analogamente, a (S)-(-)-3-metilcicloexanona, (S)-12), a partir da

(S)-(-)-pulegona (Esquema 8).

ou HCI 10% B 0
- . +
| (0] | O 95°C,24h o o CL )J\
0]

(R)-(+)-pulegona (S)-(-)-pulegona (R)-12 (S)-12 acetona

Esquema 8. Retro-aldol da pulegona, obtencéo da 3-metilcicloexanona quiral (12).

A acetona formada na reacdo foi eliminada por arraste a vapor na prépria reacao, que
ocorre em sistema aberto, e na evaporacgdo do éter etilico, solvente utilizado no tratamento da
reacd0.®® Os produtos brutos foram isolados e os rendimentos obtidos foram de 92% para a
cetona (R)-12 e 94% para a (S)-12.

O mecanismo da reacdo de retro-aldol para obtencdo das 3-metilcicloexanonas
consiste inicialmente na protonacdo do oxigénio da carbonila da pulegona, ativando-a para
uma adi¢do nucleofilica do tipo adigdo-1,4 da agua, levando a formag&o do intermediario 13.
O intermediario 13 é rapidamente desprotonado formando o B-hidroxi-enol 14 em equilibrio
com a B-hidréoxi-cetona 15. A protonacdo de 15 leva ao rompimento da ligagdo Ca-CP e a
liberacdo de acetona na forma protonada e da 3-metilcicloexanona 12, em equilibrio com a

forma endlica 16, Esquema 9. O produto formado é termodinamicamente favorecido e a
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liberacdo de uma molécula estavel, a acetona, e a alta temperatura, permitem o deslocamento
dos equilibrios no sentido de formacao dos produtos.®

sl O]
N
T®

| 0 | ) OH OH OH
OH OH
pulegona o
P 13 14
H H
@
+H ®
® - (CH;),CO, H
e
(o) ) L(OH —
OH 0
OH (O\
H
15 14 12

Esquema 9. Mecanismo de retro-aldol da pulegona.

Devido ao alto custo e disponibilidade limitada da (S)-(-)-pulegona, as reacdes para
obtencdo das cetonas quirais foram feitas em pequena escala (ver procedimento experimental,
pagina 53). O isolamento dos produtos em pequena escala se mostrou dificil e exigiu
adaptacdo dos procedimentos experimentais. Inicialmente os testes, incluindo as tentativas de
purificacdo, foram conduzidos utilizando-se a (R)-(+)-pulegona, com maior disponibilidade, e
apos otimizados, aplicados para a (S)-(-)-pulegona. Com objetivo de eliminar as impurezas
contidas no bruto da reacdo, conforme observado nos sinais pouco intensos entre 15,0 e 60,0
ppm do espectro de RMN da Figura 9, foram feitas tentativas de purificacdo do produto
obtido, a 3-metilcicloexanona. A destilacdo mostrou-se dificil, mesmo utilizando um sistema
de micro-destilacdo, houve dificuldade no controle do processo, ocorrendo perda de material.
Devido a volatilidade da 3-metilcicloexanona, a purificacdo por cromatografia em coluna,
utilizando hexano como eluente, acarretou perda de material na evaporagdo do solvente, e
(R)-12 foi obtido puro com 57% de rendimento. O uso de pentano, um solvente mais volatil,
como eluente ndo resultou em melhor rendimento. Uma vez que as impurezas nao
comprometeram a purificacdo do produto da etapa seguinte, o produto bruto foi utilizado na

sintese das cloro-acridinas quirais, via reacdo de Friedlander (ver pagina 24).
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Figura 9. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) de (R)-12, bruto da reacéo.

3.1.2. Obtengéo da (R)-2,2,5-trimetilcicloeptan-1,3-diona

A (R)-2,2,5-trimetilcicloeptan-1,3-diona, (R)-17, consiste em um valioso bloco de
construcdo quiral ainda ndo aplicado na literatura corrente para a elaboracdo de dimeros,
hibridos e moléculas mais complexas. Nosso grupo de pesquisa obteve um analogo quiral da
tacrina, utilizando esta dicetona (R)-17, e o composto apresentou significativa atividade de
inibicio de AChE (Tabela I, Entrada 9).* A conversdo da (R)-(+)-pulegona para a
epoxipulegona 18 seguido expansdo de anel com &cido de Lewis, forneceu (R)-17 em elevado
rendimento (Esquema 10).”

H,0,, KOH BF;.Et,0, benzeno
ta., 5h Ar, refluxo, 5 min
o —_— -
| 95% o ° 67% N0
o) KZ
(R)-(+)-pulegona 18 (R)-17

Esquema 10. Epoxidacao, seguida de expansao da (R)-(+)-pulegona.
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O mecanismo para obtencdo da (R)-2,2,5-trimetilcicloeptan-1,3-diona, (R)-17, é
mostrado a seguir no Esquema 11. A primeira etapa consiste em uma adi¢do nucleofilica do
anion hidroperoxido (HOO"), do tipo adicdo-1,4, na (R)-(+)-pulegona, formando o
intermediario 19. A eliminacdo unimolecular de base conjugada (E1cB) em 19 conduz a
formacdo da epoxipulegona 18, que € isolada. A presenca do &cido de Lewis trifluoreto de
boro eterado (BF3.Et,0), sob aquecimento, promove o rompimento das ligacdes B-F e C-O no
epoxido 18 e a formacdo das ligacdes B-O e C-F, como mostrado no estado de transicédo
representado por 20, levando a formacdo do intermediario tetraédrico 21. O rearranjo de

expansdo do anel em 21 e a consequente liberacdo de BF; favorecem a formacdo de (R)-

17 70,71
OH + H-0-O-H H,0 + H-o-O‘w (OH
I
o)
| H,0, / KOH & o O
) o, 272 {6 -OH O
@) —
(R)-(+)-pulegona 19 18
_ $ _
F—B--F
% 0
© 0
BF, o
—_— O
18 20 21 (R)-17

Esquema 11. Mecanismo para obtencdo da (R)-2,2,5-trimetilcicloeptan-1,3-diona, (R)-17.
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3.2. SINTESE DOS INTERMEDIARIOS 9-CLORO-1,2,3,4-TETRAIDROACRIDINA

3.2.1. Obtencao das 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridinas quirais

A reacdo de condensacéo de Friedlander € a principal estratégia utilizada para a sintese
de compostos contendo o nucleo quinolinico, como as tetraidroacridinas, a tacrina e analagos
da tacrina (Pagina 19).%* Neste trabalho, utilizou-se esta estratégia para a sintese de 9-cloro-
1,2,3,4-tetraidroacridinas ou simplificadamente, 9-cloroacridinas (22), que s&o precursores
chaves na sintese de dimeros do tipo bis-tacrina. A reacao de sintese das 9-cloroacridinas foi
realizada com o 4&cido 2-aminobenzéico (23a) ou 3-cloro-2-aminobenzoéico (23b), a
cicloexanona ou a 3-metilcicloexanona (12) e oxatricloreto de fésforo (POClI3), Esquema 12.
A escolha de 23b se deveu ao fato de que é conhecido da literatura que 6-clorotacrinas e

derivados, possuem maior atividade biolégica de inibicdo de enzimas colinesterase.’**°

Cl Cl R,
POCI3(6eq)
A A
0 +
L:ﬁ @ w0 OO
Ry N R, Ry N

23a Ry =H cicloexanona R, =H 22a Ry=Ry,=H 22d R; =H, R, =CHj
23b Ry =ClI 12 R, =CH,4 22b R; =H, R,=CH, 22e R;=Cl,Ry=CH,4
22¢ R; =Cl, Ry=CHj

Esquema 12. Obtencédo das 9-cloroacridinas 22.

Com base na proposta descrita por nosso grupo discutida na pagina 19, mostra-se no
Esquema 13 uma proposta de mecanismo para a obtencdo das 9-cloroacridinas quirais.®’
Inicialmente, ocorre a adicdo nucleofilica do grupo amino do acido antranilico (23a) no
carbono carbonilico da (R)-3-metilcicloexanona, (R)-12, conduzindo a formacdo da imina 24,
em equilibrio com as enaminas 25a e 25b. O grupo carboxila de 25b ¢ ativado com o
oxatricloreto de fosforo (POCIs), formando o intermediario 26. A seguir, a condensacao
intramolecular em 26 leva a formacdo de um intermediario tetraédrico 27 e a posterior
expulsdo do grupo de saida, o anion diclorofosfato, formando a cetona 28. Este anion presente
no meio captura o hidrogénio a-carbonila em 28 formando acido diclorofosforico (HO-
POCI,) e a cetona a,B-insaturada 29. A cetona 29 age como um nucledéfilo quando ativado por
outra molécula de POCI; presente no meio, levando a formagdo da estrutura 30, que possui
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um anel aromatico deficiente de elétrons. O ion cloreto presente no meio promove a
substituicdo nucleofilica aromética (SyAr) em 30, formando o intermediario tetraédrico neutro
31, que rearranja eliminando o grupo de saida diclorofosfato, estabelecendo a aromaticidade
no anel, levando a formacédo do produto final, a (R)-9-cloro-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina,
(R)-22b.%° Analogamente, o grupo carboxila de 25a é ativado com o POClIs, seguindo-se a
mesma sequéncia de etapas, e obtém-se a (R)-9-cloro-1-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-
22d, que é produto minoritario, atribuindo-se ao impedimento espacial causado pelo grupo

metila em 25a.%>%"

0 0 0
1 OH OH
. S + T .. OH
N H 2 "”//// H b ’\H/O N ..‘\\\\\\\
H 28
23a (R)-12
(0] 0 \ 0
OH ¢ OH ¢ OH
-H,0 /O /@
N/ .o -
h " Q\
H
24 25a 25b

.
OF
|

|

H

25b 26 27
%) 0.
P~c| - L

0 o cl\ o' Cl
| Cl

+ -_pCl _HO-POCI S
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Esquema 13. Proposta de mecanismo para a reacdo de Friedlander para a sintese

das 9-cloroacridinas quirais.

Na Tabela Il mostram-se os resultados obtidos na sintese dos intermediarios 9-
cloroacridinas. Um grande desafio consistiu na separacdo dos dois régio-isbmeros formados,
que é atribuido a possibilidade de formacdo de duas enaminas 25a e 25b, como mostrado no
mecanismo proposto acima. Devido a melhor atividade bioldgica observada nos analogos
quirais da tacrina com substituintes na posicdo 3 (ver Tabela I, pagina 11), as 9-cloroacridinas
de interesse para este trabalho sdo (R)-22b, (S)-22b, (R)-22c e (S)-22c, majoritarios que
foram separados de seus respectivos isdmeros minoritarios (R)-22d, (S)-22d, (R)-22e e
(S)-22e, por cromatografia em coluna. A separacdo cromatografica destes compostos se
mostrou dificil, devido a pequena diferenca dos fatores de retencdo, mas foi conseguida apds
a aplicacdo de um extenso gradiente de composicdo da fase movel (ver Procedimento
Experimental, pagina 54). Em todos os casos, foi possivel isolar o composto majoritario,
possibilitando a sua utilizacdo na sintese dos dimeros da tacrina. Para fins de caracterizagao, o
compostos minoritarios (R)-22d e (R)-22e foram separados e isolados ap6s nova purificagéo.
Devido a disponibilidade limitada e a pequena escala de trabalho da (S)-(-)-pulegona, ja

discutidas anteriormente, os compostos (S)-22d e (S)-22e néo foram isolados.
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Tabela 1. Intermediarios 9-cloroacridinas quirais.

Entrada Produto [ap] Rendimento” (%)
cl
O
1 \ i 67
22a

2 N 60

(c = 0,44, CHCI,)

3 N 58

(c = 0,45, CHCI,)

4 cl N~ 76

(c = 1,03, CH,Cl,)

5 ol N 54

(c=0,99, CH,Cly)
(S)-22c

“Ap6s purificagdo por cromatografia em coluna.

E mostrado na Figura 10 as ampliacdes do espectro de RMN de *H do composto (R)-
22b, onde se observa em destaque, com ampliacdo, em 1,14 ppm, o dupleto tipico referente
aos hidrogénios H10 da metila (CH3) ligada ao anel alifatico, com constante de acoplamento J
= 6,6 Hz e integracdo para trés hidrogénios. O hidrogénio H3 ligado a metila € observado no
multipleto em 1,95-2,06 ppm, com integracdo para dois hidrogénios, onde o outro
corresponde a um H2. Os hidrogénios H1, H2, e H4 sdo diastereotopicos e sao observados em
deslocamentos quimicos diferentes os hidrogénios ligados ao mesmo carbono. Ao longo do

eixo da ligacao sigma (o) C-C o0s elétrons promovem maior desblindagem nos hidrogénios
32



equatoriais. Pode-se propor, portanto, que o sinal multipleto em 1,45 ppm corresponde ao H2
em axial, e o multipleto em 3,17 ppm corresponde aos H1 e H4 equatoriais. Na regido dos
hidrogénios ligados ao anel aromatico, em 7,51 ppm € observado um duplo duplo dupleto
que se refere ao H7 e em 7,64 ppm é observado outro duplo duplo dupleto que se refere ao
H6, que quando substituido por um CI ndo é observado, como mostrado no espectro de (R)-
22b da Figura 13. Também na regido dos arométicos, em 7,96 e em 8,14 séo observados dois

dupletos com J = 8,4 Hz, que correspondem respectivamente a H5 e H8.

4 16 H7 HI10

T T T T T T T T T T T T T T T
8.15 810 8.0 8.00 A9 790 78> 7B0 75 A70 F6d A60 755 750 745 740
8 (ppm)

H2

M»WLMMML MJMLW

T T
32 31 3.0 23 zz 21 2.0 1.3 12 11 10 0.9
B (ppm)

Figura 10. Ampliago do espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do composto (R)-22b
entre 1,0 e 3,3 ppm ¢, acima e a esquerda, entre 7,4 e 8,2 ppm.

Na Figura 11 é mostrado o espectro de RMN de **C, do tipo APT, do composto (R)-
22b. Neste tipo de experimento os carbonos do tipo CH3 e CH sdo observados em fase para
baixo e os carbonos do tipo metilenos (CH,) e carbonos ndo ligados a hidrogénio (Co) sdo
observados em fase para cima. No espectro da Figura 11 observam-se o0s seguintes sinais, em
ppm: 21,5 (C10); 27,1 (C1); 28,9 (C3); 30,6 (C2); 42,5 (C4); 123,6 (C8); 125,4 (C8a); 128,3
(C7); 128,7 (C9a); 128,5 (C5); 129,2 (C6); 141,3 (C9); 146,8 (C5a); 159,3 (C4a).
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Figura 11. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) da (R)-9-cloro-3-metil-1,2,3,4-
tetraidroacridina, (R)-22b.

E mostrado na Figura 12 as ampliacdes do espectro de RMN de *H do composto (R)-
22d, isbmero minoritario separado de (R)-22b, como discutido na pagina 26. Destaca-se na
ampliacdo, em 1,30 ppm, o dupleto tipico referente aos hidrogénios H10 da metila (CHs)
ligada ao anel alifatico, com constante de acoplamento J = 7,2 Hz e integracdo para trés
hidrogénios. O hidrogénio H1 ligado a metila é observado no multipleto em 1,84-2,16 ppm,
com integragdo para quatro hidrogénios, onde os outros correspondem a um H2 os dois H3.
Os hidrogénios H2, H3, e H4 sdo diastereotdpicos. Na regido dos hidrogénios ligados ao anel

aromatico a configuracdo dos sinais similar ao observado no espectro da Figura 10.

H10

E.‘Z 3:1 E.‘U 7.‘9 5 7:8 7.‘7 7:6 7.‘5 7:4
(porm) H1H2 H3H3

H2

H4 H4

L

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
3.8 37 36 35 34 33 32 31 3.0 29 28 27 26 25 %? 2).3 22 21 20 19 1.8 17 16 15 14 13 12 11 10
ppm

Figura 12. Ampliacéo do espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do composto (R)-22d

entre 1,0 e 3,8 ppm e, acima e a esquerda, entre 7,4 e 8,2 ppm.
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E mostrado na Figura 13 as ampliacBes do espectro de RMN de *H do composto (R)-
22c, onde se observa uma similaridade com o espectro de (R)-22b na Figura 10 na regido dos
hidrogénios alifaticos, entre 1,0 e 4,0 ppm. Na regido dos hidrogénios ligados ao anel
aromatico, em 7,45 ppm é observado um duplo dupleto que se refere ao H7 e nota-se a
auséncia do hidrogénio H6, pois nesta posicdo estd o cloro origindrio do &cido 3-cloro-
antranilico. Também na regido dos aromaticos, em 7,96 e em 8,06 sdo observados dois
dupletos com constantes de acoplamento J = 3,0 e 9,0 Hz, respectivamente, que

correspondem a H5 e H8.

H10

H7

T T T T
8.1 8.0 78 7.8 77 7.6 7.5 74
8 (ppm)

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
34 33 32 31 30 29 28 27 26 25 24 23 22 21 20 19 18 1.7 16 1.5 14 13 12 1.1 10 0.9
3 (ppm)

Figura 13. Ampliacdo do espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do composto (R)-22¢
entre 1,0 e 3,4 ppm e, acima e a esquerda, entre 7,4 e 8,1 ppm.

No espectro de RMN de *C (APT) do composto (R)-22c, mostrado na Figura 14,
observam-se 0s seguintes sinais, em ppm: 21,4 (C10); 27,0 (C1); 28,8 (C3); 30,5 (C2); 42,3
(C4); 123,8 (C8a); 125,1 (C8); 127,3 (C7); 127,6 (C5); 128,6 (C9a); 135,1 (C6); 141,2 (C9);
147,0 (C5a); 160,7 (C4a). Nota-se que o carbono C6 ligado ao cloro é observado em 135
ppm, enquanto o C6 do composto (R)-22b (Figura 11), ligado ao hidrogénio, é observado em
129 ppm. O cloro por ser mais eletronegativo, diminui a densidade eletronica sobre o
carbono, tornando-o menos afetado pelo campo magnético, consequentemente sendo

observado em maior deslocamento quimico.
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Figura 14. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) da (R)-6,9-dicloro-3-metil-
1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-22c.

Para auxiliar na atribuicdo os sinais dos hidrogénios diastereotopicos H1, H2 e H4 das
9-cloroacridinas quirais foi realizada a técnica de RMN bidimensional HMQC do composto
(R)-22c, onde o espectro de *H é mostrado no eixo horizontal acima, e o de **C no eixo
vertical a esquerda, Figura 15. No espectro estdo indicados no eixo horizontal os hidrogénios
aos quais correspondem os sinais (ver Figura 13), no eixo vertical os carbonos (ver Figura 14)
e no plano os acoplamentos aos quais corresponde cada sinal (mancha) observado, por
exemplo: C1-H1 (acoplamento entre o hidrogénio H1 e o carbono C1), C2-H2 (acoplamento
entre 0 hidrogénio H2 e o carbono C2). Todos os acoplamentos referidos sdo do tipo

heteronucleares carbono-hidrogénio (**C-'H).
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Figura 15. Espectro de RMN bidimensional HMQC da (R)-6,9-dicloro-3-metil-1,2,3,4-
tetraidroacridina, (R)-22c.

3.2.2. Obtencao da 9-cloroacridina a partir da (R)-2,2,5-trimetilcicloepta-1,3-diona

Utilizando-se a mesma estratégia, a reacdo de Friedlander, tentou-se obter a 9-
cloroacridina quiral derivada da (R)-2,2,5-trimetilcicloeptan-1,3-diona, (R)-17, reagindo-a
com o &cido 2-aminobenzdico (23a), Esquema 14. Porém, ndo se observaram sinais do
produto 32 nos espectros de RMN de *H e *C (APT) da mistura bruta da reagdo ou das
fragbes da cromatografia em coluna, sendo observada uma mistura complexa somente em
uma das fracdes, nas demais sdo se observou produto organico (Figura 16). Entretanto, ndo
foram feitos outros testes para tentar se obter o composto 32, portanto ndo é possivel afirmar
que o produto ndo possa ser obtido otimizando essas condi¢cdes reacionais ou modificando a

estratégia de sintese.

(0] Cl
\
OH o Pém equiv.)
115°C\3 h, Ar N/
NH,
0o (6]
23a (R)-17 32

Esquema 14. Tentativa de sintese da 9-cloroacridina quiral 32.
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3.3. SINTESE DOS HOMODIMEROS QUIRAIS TIPO BIS-TACRINA

E mostrada no Esquema 15 a reacdo para a obtencdo dos homodimeros 33, que
consiste na reacdo de dois equivalentes de 9-cloroacridina 22 com um equivalente da 1,7-
heptanodiamina (34), que contém a cadeia alquilica com sete carbonos metilénicos que se
deseja como espagador no dimero, uma vez que o bis(7)-tacrina é o mais ativo entre 0s

homodimeros bis(n)-tacrina (ver Figura 6, pagina 14).

Cl
\ /\/\/\/\
2 + H,N NH,
=
R{ N CH3
34
22b Ry=H
22¢c R;=Cl Nal (15,5 mol%), n-pentanol

160°C, Ar, 48 h

H
\ NN / CHs
N N
I N
—N
Ry
33a Rl: H
33b R =ClI

Esquema 15. Sintese dos homodimeros quirais tipo do bis-tacrina (33).

Conforme mostrado na Tabela Ill, os homodimeros foram obtidos em rendimentos
satisfatorios quando comparados com o rendimento de 38% encontrado na literatura para o
bis(7)-tacrina,” que corresponde ao referencial mais importante para a nova geracdo de
dimeros e hibridos da tacrina. O reacdo da Entrada 1 para obtencdo do homodimero (R)-33a
foi realizada duas vezes a fim de se verificar a reprodutibilidade, o produto foi obtido puro
com rendimentos de 54% e 73%. Os rendimentos um pouco mais baixos obtidos para a série
enantiomérica (S) podem ser explicados porque se trabalhou com escala menor comparado

com a serie (R) e cada reacéo foi realizada uma Unica vez.
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Tabela I1l. Homodimeros quirais do tipo bis-tacrina.

Entrada  Produto R: [ap]? Rendimento® (%)
1 (R)-33a H +18° (c = 1,50) 73
2 (S)-33a H 179 (c=159) 63
3 (R)-33b Cl  +14°(c=057) 81
4 (S)-33b Cl -12°(c=059) 69

3Solvente: CH,Cl,. "Ap6s purificacdo por cromatografia em coluna.

O mecanismo da reacdo de obtencdo dos homodimeros envolve substituices
nucleofilicas arométicas (SyAr) no anel piridinico, onde a presenca do atomo de nitrogénio
torna possivel a entrada de um nucleé6filo em posicdo para (Esquema 16). O papel do iodeto
consiste em substituir o cloro da 9-cloroacridina 22, passando rapidamente por um estado
tetraédrico 35 e formando uma 9-iodoacridina 36, mais reativa que 22. Porém tanto o clorado
22 quanto o iodado 36 sdo substratos para o ataque nucleofilico da 1,7-heptanodiamina (34),
portanto a reagdo ocorre mesmo na auséncia de iodeto. A reacdo de SyAr entre 36 e 34 leva a
formacdo do intermediério tetraédrico 37, que com a eliminacdo de iodo forma a 9-
diaminoeptilacridina (38). A substituicdo de 38 no outro equivalente de 22 ou 36 conduz,
através da mesma sequéncia de etapas, a formacdo do produto termodinamicamente

favorecido 33, os homodimeros quirais.”
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Esquema 16. Mecanismo para obtencdo dos homodimeros quirais do tipo bis-tacrina (33).

E mostrada na Figura 16b a ampliagdo do espectro de RMN de *H do composto (R)-33b
(Figura 16a), onde se observa em destaque, em 1,11 ppm, o dupleto tipico referente aos
hidrogénios H10 da metila (CHs) ligada ao anel alifatico do nucleo tetraidroacridina, com
constante de acoplamento J = 6,6 Hz e integracao para seis hidrogénios. Destaca-se também o
tripleto (J = 7,2 Hz) em 3,47 ppm, referente aos quatro hidrogénios H12, ligados aos dois
carbonos C12 mais proximos do ndcleo tacrina, e o singleto largo em 3,94 ppm, referente aos
dois hidrogénios H11 ligados aos nitrogénios. Os hidrogénios H1l, H2 e H4 s&o
diastereotdpicos. Na regido dos hidrogénios ligados aos carbonos do anel aromatico entre 7,21
e 7,30 é observado o multipleto com integracdo para um hidrogénio que se refere aos H7, e

entre 7,81 e 7,97 o multipleto referente aos hidrogénios H5 e H8.
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Figura 16. a) Homodimero quiral (R)-33b; b) Ampliacéo do espectro de RMN de *H
(CDCl3, 300 MHz) do homodimero (R)-33b entre 1,0 e 4,3 ppm €, acima e a esquerda, entre
7,0 e 8,2 ppm.

No espectro de RMN de **C (APT) do composto (R)-33b, Figura 17, observam-se 0s
seguintes sinais, em ppm: 21,4 (C10); 24,1 (C1); 26,7 (C14); 28,7 (C3); 29,0 (C15); 30,8
(C2); 31,6 (C13); 42,2 (C4); 49,4 (C12); 115,0 (C9a); 118,2 (C8a); 124,1 (C7); 124,6 (C8);
127,4 (C5); 133,9 (C4a); 148,0 (C9); 150,6 (C5a); 159,2 (C6).
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Figura 17. Espectro de RMN de *C (APT, CDCls, 75 MHz) do homodimero (R)-33b.

Para auxiliar na atribuicdo os sinais dos hidrogénios e dos carbonos, especialmente 0s
alifaticos, foi realizada a técnica de RMN bidimensional COSY do composto (R)-33b, onde
dois espectros de H iguais s&o mostrados, um no eixo horizontal e outro no eixo vertical &
esquerda, Figura 18b. No espectro da Figura 18b observa-se uma linha diagonal formada
pelos sinais (manchas) referente aos proprios picos, uma vez gque 0O mesmo espectro €
colocado nos dois eixos, e por essa mesma razao ha simetria com as mesmas manchas acima e
abaixo da linha. No espectro estdo indicados no eixo horizontal acima os hidrogénios aos
quais correspondem os sinais (ver Figura 16b) e no plano os acoplamentos aos quais
corresponde cada mancha observada, por exemplo: H10-H3 (acoplamento entre o hidrogénio
H3 e os hidrogénios H10); H2-H1 (acoplamento entre um hidrogénio H1 e um hidrogénio
H2); H2-H2 (acoplamento entre os dois hidrogénios H2, que acoplam entre si pois s&o
diastereotopicos); e assim sucessivamente. Todos 0s acoplamentos referidos sdo do tipo

homonucleares a trés ligagdes (H-C-H, 3J).
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Figura 18. a) Homodimero quiral (R)-33b; b) Espectro de RMN bidimensional COSY do
homodimero quiral (R)-33b.
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A técnica de RMN bidimensional HMQC também foi utilizada na interpretacdo do

homodimero (R)-33b, onde o espectro de *C é mostrado no eixo horizontal acima e o de *H

no eixo vertical a esquerda, Figura 19.
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Figura 19. Ampliacéo do espectro de RMN bidimensional HMQC do homodimero (R)-33b,

ampliacdo entre 1,0 e 4,0 ppm (*H) e entre 20,0 e 55,0 ppm (*3C).
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3.4. SINTESE DOS HETERODIMEROS QUIRAIS TIPO BIS-TACRINA

3.4.1. Obtencao dos intermediarios 9-(1,7-diaminoeptil)-1,2,3,4-tetraidroacridina

A sintese dos heterodimeros quirais tipos bis-tacrina consiste na preparacao inicial dos
precursores 9-(1,7-diaminoeptil)-1,2,3,4-tetraidroacridina (39), que contém o nucleo tacrina e
0 grupo amino separados por uma cadeia alquilica. A reagdo foi conduzida usando-se 1,0
equivalente de 22a ou (R)-22b, 6,0 equivalentes da 1,7-heptanodiamina (34), iodeto de
potassio como catalisador e n-pentanol como solvente (Esquema 17).” A reacdo ocorre com
um mecanismo de SyAr analogo ao da obtencdo dos homodimeros quirais mostrado no

Esquema 16 na pagina 35.

cl H\NM;NHZ
n-pentanol, 160°C
X
O ‘ + HN o~~~ _NH; Kl (0,15€q.), 18 h
=
N R N/ R
22a R=H 34 3%9a R=H 87%
22b R=CHs 39b R=CH, 40%

Esquema 17. Sintese da amina 39 com iodeto de potassio.

E mostrado na Figura 20 o espectro de RMN de *H da amina 39a, onde se observa em
destague em 3,05 ppm um singleto com integracdo para dois hidrogénios referentes aos H19
ligados ao nitrogénio (NH;) e um singleto largo em 3,96 ppm com integracdo para um
hidrogénio e que se refere ao H11 (N-H). Um multipleto com integral para quatro hidrogénios
é observado entre 2,59-2,73 ppm e se refere aos Hle H4 do anel alifatico. Em 3,46 ppm
observa-se o tripleto referente aos hidrogénios H12, com a constante de acoplamento J = 7,1
Hz. Os demais hidrogénios alifaticos da molécula sdo observados abaixo de 2,0 ppm. Na
regido dos hidrogénios ligados ao anel aromaético entre 7,27-7,36 e 7,47-7,58 ppm séao
observados dois multipletos que correspondem a H7 e H6, respectivamente. Um multipleto

com integral para dois hidrogénios é observado entre 7,85-7,98 e corresponde a H5 e H8.
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Figura 20. Espectro de RMN de *H (CDCl3, 300 MHz) da amina 39a.

No espectro de RMN de 13C (APT) da Figura 21, observam-se 0s seguintes sinais
referentes aos carbonos da amina 39a: 22,5 (C2); 22,8 (C3); 24,5 (C15); 26,5 (C14); 26,6
(C16); 28,9 (C13); 31,4 (C17); 33,3 (C1); 33,8 (C4); 41,8 (C18); 49,2 (C12); 115,4 (C9a);
120,0 (C8a); 122,6 (C8); 123,2 (C7); 127,9 (C5); 128,4 (C6); 147,2 (C4a); 150,4 (C5a); 158,1

(C9).
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Figura 21. Espectro de RMN de *C (APT) (CDCls, 75 MHz) da amina 39a.
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3.4.2. Obtencao dos heterodimeros quirais

A reacdo das 9-cloroacridinas 22 (1,5 equiv.) com as aminas 39 (com substituinte
diferente de 22) levou a formacéo dos heterodimeros 40, conforme o Esquema 18. A reacéo
para obtencdo dos heterodimeros quirais ocorre com um mecanismo de SyAr analogo ao da
obtengdo dos homodimeros quirais mostrado no Esquema 16 na pagina 35.

H. NN
¢l N NH,
Cfﬁ@t
' |
=
R{ N CH3 \N R,
22b Ry =H 3%9aR,=H
22c Ry =ClI 39b R, = CH3

n-pentanol
160°C, Ar, 48 h

40a Rl = R2 = H,
40b R,=Cl,Ry=H
40c Rl = CI, R2 = CH3

Esquema 18. Sintese dos heterodimeros quirais do tipo bis-tacrina (40).

Na Tabela 1V s8o mostrados os heterodimeros sintetizados. Encontrou-se dificuldade
na purificacdo dos heterodimeros. O composto (R)-40a (Entrada 1) foi purificado apds duas
cromatografias em coluna para a realizagdo dos ensaios de atividade bioldgica, o rendimento
foi de 71% apo6s a primeira purificagdo. A reacdo foi repetida a fim de se avaliar a
reprodutibilidade e o produto foi obtido puro com rendimento de 80%. Na sintese do
heterodimero (R)-40c (Entrada 5), apds a primeira cromatografia em coluna da mistura bruta
da reacdo obteve-se 38% de rendimento, porém foi necessario realizar trés vezes a

cromatografia para se obter o produto puro para a analise bioldgica (Anexos 47 e 48, paginas
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116 e 117). Devido a disponibilidade ja discutida da (S)-(-)-pulegona as reagdes foram

realizadas uma Unica vez.

Tabela IV. Heterodimeros quirais do tipo bis-tacrina.

Entrada  Produto R: R, [ap]?°? Rendimento® (%)
1 (R)-40a H H +50 (c = 0,74) 80
2 (S)-40a H H 49 (c=0,73) 68
3 (R)-40b Cl H +10° (c =1,12) 44
4 (S)-40b Cl H 49 (c = 0,85) 46
5 (R)-40c cl CH;  -6°(c=050) 38

23olvente: CH,Cl,. "Ap6s purificacdo por cromatografia em coluna.

E mostrada na Figura 22b a ampliagdo do espectro de RMN de *H do composto (R)-40b
(Figura 22a), onde observa-se em destaque, em 1,10 ppm, o dupleto tipico referente aos
hidrogénios H10 da metila (CH3) ligada ao anel alifatico do nucleo tetraidroacridina, com
constante de acoplamento J = 6,6 Hz e integracdo para trés hidrogénios. Destaca-se também o
sinal largo em 3,9 ppm, referente aos hidrogénios H11 e H19, ligados ao nitrogénio e o
multipleto entre 3,37 e 3,57 ppm, referente aos hidrogénios H12 e H18. Os hidrogénios H1,
H2 e H4 sdo diastereotdpicos. Na regido dos hidrogénios ligados ao anel aromaético, entre 7,18
e 7,38 € observado o multipleto com integracdo para dois hidrogénios, que se refere aos H7 e
H26, entre 7,43 e 7,58 € observado o multipleto com integracdo para um hidrogénio que se
refere ao H25, e entre 7,78 e 8,01 o multipleto referente aos hidrogénios H5, H8, H24 e H27.
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Figura 22. a) Heterodimero quiral (R)-40b; b) Ampliacdo do espectro de RMN de *H
(CDCls, 300 MHz) do heterodimero (R)-40b entre 1,0 e 4,4 ppm e, acima e a esquerda,
entre 7,0 e 8,5 ppm.

No espectro de RMN de **C (APT) do composto (R)-40b observam-se os seguintes

sinais, em ppm: 21,6 (C10); 22,9 (C16); 23,2 (C14); 24,3 (C1); 24,9 (C20); 26,9 (C21 e C22);
28,9 (C3); 29,2 (C15); 31,0 (C2); 31,8 (C13 e C17); 34,1 (C23); 42,6 (C4); 49,5 (C18); 49,6
(C12); 115,2 (C28a); 116,0 (C9a); 118,5 (C27a); 120,3 (C8a); 122,9 (C27); 123,7 (C26);
124,2 (C7); 124,7 (C24); 127,8 (C8); 128,4 (C25); 128,8 (C5); 134,0 (C4a); 147,5 (C23a);
148,5 (C24a); 150,7 (C28); 150,8 (C9); 158,5 (C5a); 159,5 (C6); (Figura 23).
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Figura 23. Ampliacdo do espectro de RMN de **C (APT) (CDCls, 75 MHz) do heterodimero
(R)-40b: a) entre 20,0 e 51,0 ppm; b) entre 110,0 e 164,0 ppm.

Para auxiliar na atribuicdo os sinais dos hidrogénios e dos carbonos, especialmente 0s
alifaticos, foi realizada a técnica de RMN bidimensional COSY do composto (R)-40b, Figura
24b.
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A técnica de RMN bidimensional HMQC também foi utilizada na interpretacdo do
heterodimero (R)-40b, onde o espectro de **C é mostrado no eixo horizontal acima e o de *H

no eixo vertical a esquerda, Figura 25.
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Figura 25. Ampliacdo do espectro de RMN bidimensional HMQC do heterodimero quiral
(R)-40b entre 0 e 4,0 ppm (*H) e 10,0 e 55,0 ppm (*3C).

Devido aos diferentes substituintes nos dois nucleos tacrina, as moléculas dos
heterodimeros quirais possuem menos simetria do que as dos homodimeros quirais. A
comparacdo dos espectros de RMN permite facilmente observar a diferenca. Na Figura 26,
observam-se nos espectros de APT todos os carbonos do heterodimero (R)-40b, enquanto
somente a metade dos carbonos correspondente a molécula do homodimero (R)-33b sdo
observados. 1sso ocorre porque devido a simetria da molécula os carbonos nos dois nucleos

possuem 0 mesmo ambiente quimico, e 0 mesmo é valido para os hidrogénios.
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Figura 26. Ampliacdo do espectro de RMN de *C (APT), entre 110,0 e 164,0 ppm, do
a) heterodimero quiral (R)-40b, b) homodimero quiral (R)-33b.
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3.5. ANALISE BIOLOGICA

3.5.1. Metodologia

Os testes bioldgicos realizados com o0s homodimeros e heterodimeros quirais
preparados neste trabalho visaram avaliar a atividade inibitoria destes compostos frente as
enzimas colinesterase (ChE): acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE),

através do método de Ellman.”

Ellman e colaboradores desenvolveram uma metodologia de medicdo da atividade
catalitica da acetilcolinesterase a partir da variacdo de absorbancia do produto formado na
reacdo de hidrdlise catalitica da acetilcolina. A medida espectrofotométrica permite
quantificar a variacdo da atividade da acetilcolinesterase e possiveis sinais de inibicdo. As
enzimas AChE utilizadas nos testes foram extraidas a partir de cérebros de rato e as enzimas

BuChE a partir do plasma humano.

O principio do método de Ellman consiste na medicdo da velocidade de producao de
tiocolina quando a acetiltiocolina é hidrolisada pela enzima AChE. Esta é acompanhada pela
reacdo continua da tiocolina formada com o Reagente de Ellman (acido 5,5-ditiobis-2-
nitrobenzdico, DTNB) para produzir o acido 5-tiol-2-nitrobenzoato (TNB), cuja forma
anibnica (existente em equilibrio) possui coloracdo amarelada (Esquema 19). A medida
espectrofotométrica desse produto permite avaliar a quantidade de enzima colinesterase que
realizou a hidrélise da tiocolina de partida. A reacdo com o grupo tiol tem se mostrado
suficientemente rapida para ndo ser limitante da medicdo da velocidade da atividade da

enzima e a concentracdo usada ndo inibe a hidrolise enzimatica.
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Esquema 19. Reacdo do Método de Ellman.

3.5.2. Resultados e Discussdo dos Testes Bioldgicos

Na Tabela V (pagina 57) sdo mostrados alguns resultados disponiveis de inibicdo das
enzimas AChE e BuChE dos dimeros bis-tacrina quirais, juntamente com a do dimero bis(7)-
tacrina como composto de referéncia e sdo expressos em ICsg, isto é, da concentracdo do
inibidor (medida em nmol.L™) necessaria para inibir 50% da quantidade de enzima presente

no ensaio.

Na Entrada 3 observa-se que o homodimero (R)-33b apresentou significativa atividade
inibitoria na AChE, e foi seletivo para esta enzima, ndo apresentando atividade na BUuChE. Na
Entrada 5 observa-se que o heterodimero (R)-40b apresentou uma atividade inibitdria da
AChE melhor que o composto bis(7)-tacrina, que corresponde ao referencial mais importante
da literatura para a nova geracdo de dimeros e hibridos da tacrina. Essa melhor atividade de
(R)-40b, bem como de (R)-33b quando comparado com (R)-33a, pode ser atribuida a maior
interacdo com o sitio ativo da enzima, pois a presenca do atomo de cloro na posi¢édo 6 do
nacleo acridinico confere a molécula um sitio a mais de interagdo do tipo dipolo-dipolo. Em

contrapartida, o atomo de cloro, por efeito indutivo, torna o anel aromatico mais deficiente de
55



elétrons, o que enfraquece as interagdes tipo z-z stacking, que sdo as principais interacdes
entre a enzima e o inibidor, especialmente no sitio ativo (CAS), onde a quantidade de residuos
de aminoacidos aromaticos € maior. Isso pode explicar a maior interacdo do heterodimero,
quando comparado ao homodimero, uma vez que um dos nucleos do heterodimero ndo possui
substituintes no anel aromatico. A avaliacdo da atividade de inibicdo de AChE do
heterodimero (R)-40c (estrutura na pagina 67), que possui quiralidade nos dois nucleos,
porém somente um dos nucleos com cloro no anel aromatico, sera de fundamental
importancia para aprofundar a discussdo da relacdo da estrutura e a atividade biolégica dos
dimeros quirais do tipo bis-tacrina. As amostras da série (S)- e do dimero (R)-40c foram
encaminhadas para analise biologica. E importante ressaltar que o bis(7)-tacrina utilizado
como padrdo para os testes bioldgicos, foi sintetizado e purificado por cromatografia em

coluna no nosso laboratério.
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Tabela V. Analise bioldgica dos dimeros bis-tacrina.

ICso (nmol.L™)

Entrada Produto [ap]®®”
AChE BuChE
. 412+ 9.03%
0.70 1.67
, +18° 11.21+  80.03+
(c=1,50) 341 8.46
(R)-33a
+14° 473+
3 inativo
(c=057) 0.67
+50 7623+
4 inativo
(c=074) 15.16
; +10° 280+ 4482+

(c=112) 0.92 3.06

(R)-40b

*Solvente: CH,Cl,.
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4. CONCLUSOES
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Neste trabalho foram sintetizados nove dimeros quirais da tacrina, sendo os quatro do
tipo homodimeros, (R)-33a, (S)-33a, (R)-33b, (S)-33b e cinco do tipo heterodimeros, (R)-
40a, (S)-40a, (R)-40b, (S)-40b e (R)-40c. O monoterpeno natural pulegona, comercialmente
disponivel nas formas (R)-(+)- e (S)-(-), foi utilizado na preparagédo das 3-metilcicloexanonas,
empregadas nas reacOes de ciclocondensagdo com &cidos antranilicos substituidos. Devido a
disponibilidade limitada da (S)-(-)-pulegona, ndo foi feito um estudo esquematizado para
avaliar os diferentes rendimentos obtidos para os homodimeros e heterodimeros quirais, pois
a maior parte das reacdes foi realizada uma Unica vez. Foram realizados ensaios de inibigédo
das enzimas AChE e BUChE com os compostos quirais disponiveis (R)-33a, (R)-33b, (R)-40a
e (R)-40b, sendo que o heterodimero (R)-40b foi mais ativo que o bis(7)-tacrina. As analises
de atividade Optica mostraram que a quiralidade foi mantida nos intermediarios e nos

produtos finais sintetizados.

As amostras da série enantiomérica (S) ((S)-33a, (S)-33b, (S)-40a e (S)-40b) foram
encaminhadas para a analise de atividade de inibicdo de AChE e BUChE, e quaisquer seja o
resultado dos testes pode ser considerado positivo, uma vez que a auséncia de atividade
bioldgica nesta serie estaria de acordo com a maioria dos farmacos existentes, onde a enzima-
alvo tende a reconhecer somente um enantibmeros optico. (ver topico 1.2, pagina 9). A
amostra do heterodimero (R)-40c também foi encaminhada para a medida de atividade

bioldgica.
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5. PARTE EXPERIMENTAL
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5.1 MATERIAIS E METODOS

5.1.1. Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

Os espectros de RMN de 'H e de **C foram obtidos em um espectrémetro
Varian VNMRS modelo INOVA, 300 MHz e 75,5 MHz, respectivamente (Instituto de
Quimica — UFRGS). O tempo de relaxacdo em ambas as analises foi de 1,0 segundo. Os
sinais sdo descritos em ordem crescente de deslocamento quimico. Os deslocamentos
quimicos (o) estdo relacionados em partes por milhdo (ppm), em relacdo ao tetrametilsilano
(TMS), utilizado como padrdo interno para os espectros, colocando-se entre parénteses a
multiplicidade (s = singleto, sl = singleto largo, d = dupleto, t = tripleto, q = quarteto, dd =
duplo dupleto, m = multipleto), o nimero de hidrogénios deduzido da integral relativa e a
constante de acoplamento (J) em Hertz (Hz).

5.1.2. Espectroscopia no Infravermelho

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos em um espectrometro Varian 640-
IR (Instituto de Quimica — UFRGS) em pastilhas de KBr.

5.1.3. Analise Optica

O desvio otico foi medido em um polarimetro Perkin Elmer 341 a temperatura de
20°C. As amostras foram pesadas e dissolvidas em um baldo volumétrico de um mililitro de

sovente P.A. (cloroférmio ou diclorometano), produzidos pela Nuclear.

5.1.4. Ponto de Fusao

O valor de ponto de fuséo das substancias foi determinado em aparelho Buchi Melting
Point M-565 (Instituto de Quimica — UFRGS).
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5.1.5. Solventes e Reagentes

A purificacdo por cromatografia em coluna foi realizada utilizando como fase
estacionaria silica gel 60 A (70-230 mesh), produzida pela Acros. Cromatografia por camada
delgada (CCD) foi conduzida utilizando-se placas de aluminio com 0,2 mm de silica gel
produzidas pela Macherey-Nagel. A trietilamina P.A. utilizada na fase movel para
cromatografia foi produzida pela Aldrich e os demais solventes P.A., utilizados nas reacdes e

nas purificacdes, foram produzidos pela Nuclear.

5.1.6. Analise Bioldgica

Os testes bioldgicos de inibicdo das enzimas AChE e BuChE foram realizadas no
Instituto de Ciéncias Bésicas da Salde, Departamento de Bioquimica, nesta universidade, em
forma de parceria.

5.2. PROCEDIMENTOS

5.2.1. Retro-aldol da pulegona

5.2.1.1. Procedimento Geral

Uma solucdo de 3,0 mL (18,45 mmol) de (R)-(+)-pulegona em 15 mL de solugédo
aquosa de &cido cloridrico (HCI) 10 % foi agitada sob refluxo durante 24 h. Apds este
periodo, adicionou-se 21 mL de éter etilico (Et,0). A fase organica foi separada e lavada com
solucdo saturada de cloreto de sodio (NaCl, 21 mL) e agua (H»0, 21 mL) e seca com sulfato
de sodio (Na,SQO,) anidro. O solvente foi removido em evaporador rotatorio, lentamente e a
temperatura ambiente, devido ao baixo ponto de ebulicdo do produto. A evaporacdo foi
controlada pela pesagem do produto bruto. A (R)-3-metilcicloexanona, (R)-12, foi purificada

por destilacdo a pressdo normal, e foi obtida pura com 70% de rendimento.
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5.2.1.2. Procedimento Otimizado para a Escala Pequena

Um mililitro (6,15 mmol) da (R)-(+)-pulegona, ou da (S)-(-)-pulegona, foi colocado

em um baldo de 25 mL, onde foram adicionados 5 mL de uma solucdo aquosa de acido

cloridrico (HCI) 10%. A mistura foi deixada sob aquecimento em refluxo entre 90 e 95°C

durante 24 horas. Decorrido esse periodo, ndo havia mais material de partida conforme CCD,

foi feita a diluicdo em éter etilico (Et,O, 7 mL) e a fase orgénica foi separada e lavada com

solucdo saturada de cloreto de sédio (NaCl, 7 mL) e agua (HO, 7 mL) e seca com sulfato de

sodio (Na;SO4) anidro. O solvente foi evaporado no rota-evaporador lentamente e a

temperatura ambiente, devido ao baixo ponto de ebulicdo do produto. A evaporacdo foi

controlada pela pesagem do produto bruto.

(R)-12

SNON

(9)-12

RMN de *H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1,02 (d, 3H, J = 3,0 Hz); 1,18-1,25 (m, 1H); 1,30-
1,38 (m, 1H); 1,61-1,71 (m, 1H); 1,83-1,94 (m, 2H); 2,01-2,08 (m, 1H); 2,20-2,28 (m, 1H);

2,31-2,40 (m, 2H).

RMN de C (CDCls, 75MHz) & (ppm): 22,0; 25,2; 33,2; 34,1; 41,0; 49,9; 212,0.

(R)-12 [ap]® = +13° (c = 1,00; 20°C, CH.Cl,)

(S)-12 [ap]® = -15° (¢ = 0,75; 20°C, CH.Cl,)
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5.2.2. Sintese da (R)-2,2,5-trimetilcicloeptan-1,3-diona

O

(R)-17

A uma solucdo de 3,0 g (19,7 mmol) de (R)-(+)-pulegona em 20 mL de metanol
(MeOH), foram adicionados, a temperatura de 0°C, 6,6 mL de solucéo peréxido de hidrogénio
(H20,) 30 % e 1,5 mL de solugdo 6,6 mol/L de hidréxido de potassio (KOH). A seguir, a
solucdo resultante foi agitada a 0°C durante 2 h e a temperatura ambiente durante 3 h. Apos
este periodo, a solucdo resultante foi colocada em 100 mL de H,O e as fases foram separadas.
A fase aquosa foi extraida com Et,O (4 x 40 mL), os extratos organicos foram transferidos
para um erlenmeyer e os tragos de H,O removidos com sulfato de sodio anidro (Na;SO,). O
solvente foi removido em evaporador rotatério, obtendo-se 2,95 g (17,5 mmol, 89 %) de

oxido de pulegona (18), que foi utlizado sem purificacdo na etapa seguinte.

A uma solucdo de 2,0 g (11,9 mmol) de 6xido de pulegona (18) em 40 mL de benzeno
anidro, foram adicionados 3,0 mL de trifluoreto de boro eterado (BF;.Et,O). A mistura
resultante foi refluxada por 5 min. Apés a adicdo de 40 mL de benzeno, a solucdo foi lavada
com H,0 (2 x 40 mL) e com solucdo saturada de NaCl (2 x 40 mL). A fase organica foi seca
com Na,SO, anidro, o solvente foi removido em evaporador rotatorio e bomba de alto vacuo.
Apo6s cromatografia em coluna, tendo-se como mistura eluente hexano e acetato de etila, em
uma proporcdo volumétrica de 98% e 2%, respectivamente, obteve-se 1,90 g (11,3 mmol,
95%) da (R)-2,2,5-trimetilcicloeptan-1,3-diona, (R)-17.

RMN de 'H (300 MHz, CDCIy/TMS), & (ppm): 2,53 (td, J = 12,0, 2,9 Hz, 1H); 2,44 — 2,32
(m, 3H); 2,10 — 1,94 (m, 2H); 1,56 — 1,45 (m, 1H): 1,23 (s, 6H); 1,03 (d, J = 6,6 Hz, 3H).

RMN de *C (APT) (75 MHz, CDCIy/TMS), & (ppm): 212,5: 211,5; 61,4: 48,3; 39,7; 35,7;
35,0; 22,9; 20,5; 20,4.

[a]o: -99° (c = 1,5: 20°C, CHCl3); P.F. = 53-55°C
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5.2.3. Sintese das 9-cloroacridinas

/@\)\/O\
=
R N R

1 2
22

A uma mistura de acido 2-aminobenzoico (23a) ou acido 3-cloro-2-aminobenzodico
(23b) (1,05 equiv.) e da ciclocetona 12 (1,0 equiv.), foi adicionado, a 0°'C e sob atmosfera
inerte, oxatricloreto de fosforo V, POCIs, (6 equiv.). A seguir, a mistura foi mantida sob
refluxo durante trés horas, em atmosfera inerte. Apos este periodo, o excesso de POCI; foi
removido em alto vacuo e o residuo foi diluido com acetato de etila. A solucéo resultante foi
neutralizada com solucdo aquosa 10% de carbonato de sédio (Na,COs3) até pH 8 e as fases
foram separadas. A fase organica foi lavada com solucéo saturada de cloreto de sddio (NaCl).
Os extratos organicos foram transferidos para um erlenmeyer e os tracos de H,O removidos
com sulfato de sddio anidro (Na,SQ,). O solvente foi removido em evaporador rotatério e em
bomba de alto vacuo a 50°C por duas horas. A purificacdo foi feita por cromatografia em
coluna utilizando como fase mdvel: diclorometano com eluicdo isocratica para 0 composto
22a e para separar as misturas de isomeros (R)-22b, (S)-22b, (R)-22c e (S)-22c de,
respectivamente, (R)-22d, (S)-22d, (R)-22e e (S)-22e, hexano e acetato de etila com eluicdo
por gradiente, sendo as porcentagens volumétricas, respectivamente 98% e 2%, 97% e 3%,
96% e 4%, 95% e 5%, 93% e 7%, 90% e 10% e 85% e 15%. O acompanhamento foi feito por

CCD com hexano e acetato de etila, 90% e 10%, respectivamente.

Cl

\

22a

9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina (22a)
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RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1,85-1,95 (m, 4H); 2,94 (t, 2H, J = 6,0 Hz); 3,09
(t, 2H, J = 6,0 Hz); 7,48 (ddd, 1H, J = 8,4, 7,5 e 3,0 Hz); 7,62 (ddd, 1H, J = 8,4, 7,5 & 3,0 Hz);
7,95 (d, 1H, J = 9,0 Hz); 8,10 (d, 1H, J = 9,0 Hz).

RMN de *C (CDCl;, 75MHz) & (ppm): 22,5; 27,3; 34,0; 123,5; 125,1; 126,2; 128,5; 128,6;
129,0; 141,2; 146,5; 159,2.

Cl Cl
AN AN
— = i,

(R)-22b (S)-22b

P.F. =68-70°C

(R)-9-cloro-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina ((R)-22b) e

(S)-9-cloro-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina ((S)-22b)

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1,14 (d, 3H, J = 6,6 Hz); 1,44-1,53 (m, 1H); 1,95-
2,06 (m, 2H); 2,66-2,73 (m, 1H); 2,82-2,90 (m, 1H); 3,15-3,23 (m, 2H); 7,51 (ddd, 1H, J =
8,4,6,8e 1,2 Hz); 7,64 (ddd, 1H, J = 8,4, 6,8 e 1,5 Hz): 7,96 (d, 1H, J = 8,4 Hz); 8,16 (d, 1H,
J=8,4 Hz).

RMN de *C (CDCl;, 75MHz) & (ppm): 21,5; 27,1; 28,9; 30,6; 42,5; 123,6; 125,4; 128,3;
128,7; 129,2; 141,3; 146,8; 159,3.

(R)-22b [ap]®° = +64°(c = 0,44; 20°C, CHCI3); P.F. = 57-59°C

(S)-22b [ap]® = -62°(c = 0,45; 20°C, CHCls) P.F. = 56-59°C

o
"

zg/ \g_

(R)-22d

(R)-9-cloro-1-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina ((R)-22d)
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RMN de *H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1,30 (d, 3H, J = 7,2 Hz); 1,84-2,16 (m, 4H); 2,94-
3,07 (m, 1H); 3,17-3,27 (m, 1H); 3,51-3,50 (m, 1H); 7,49 (ddd, 1H, J = 7,7, 7,5 e 1,2 Hz);
7.64 (ddd, 1H, J = 8,7, 6,8 e 1,4 Hz); 7,96 (d, 1H, J = 8,4 Hz): 8,15 (d, 1H, J = 8,4 Hz).

RMN de *C (CDCl;, 75MHz) & (ppm): 17,6; 20,1; 29,4; 30,4; 33,6; 123,7; 125,4; 126,3;
128,4; 129,2; 133,5; 141,1; 146,6; 158,9.

(R)-22d [ap]® = +37° (c= 8,29; 20°C, CH.Cl,) P.F. = liquido a t.a.

Cl Cl
m m
= =
Cl N Cl N K4

(R)-22¢ (S)-22¢

(R)-6,9-dicloro-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina ((R)-22c) e

(S)-6,9-dicloro-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina ((S)-22c)

RMN de *H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1,14 (d, 3H, J = 6,0Hz); 1,45-1,56 (m, 1H); 1,95-
2,09 (M, 2H); 2,63-2,72 (m, 1H); 2,79-2,90 (M, 1H); 3,12-3,22 (m,2H); 7,45 (dd, 1H, J=9,0 e
3,0 Hz); 7,96 (d, 1H, J = 3,0 Hz); 8,06 (d, 1H, J = 9,0 Hz).

RMN de *C (CDCls, 75MHz) & (ppm): 21,4; 27,0; 28,8; 30,5; 42,3; 123,8; 125,1; 127,3;
127,6; 128,6; 135,1; 141,2; 147,0; 160,7.

(R)-22¢ [ap]*® = +60° (c = 1,03; 20°C, CH,Cl,); P.F. = 86-89°C

(S)-22¢ [ap]® = -59° (c = 0,99; 20°C, CH.Cl,); P.F. = 86-89°C

o
il

3

Cl N
(R)-22e

(R)-6,9-dicloro-1-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina ((R)-22e)
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RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1,30 (d, 3H, J = 6,9 Hz); 1,84-2,15 (m, 4H); 2,90-
3,07 (m, 1H); 3,13-3,26 (m, 1H); 3,47-3,60 (m, 1H); 7,42 (dd, 1H, J = 9,0 e 2,1 Hz); 7,93 (d,
1H, J = 1,8 Hz); 8,05 (d, 1H, J = 9,0 Hz).

RMN de *C (CDCl;, 75MHz) & (ppm): 17.4; 20,0; 29,3; 30,4; 33,7; 123,9; 125,2; 127,2;
127,4; 133,8; 135,1; 141,1; 146,9; 160,3.

(R)-22e [ap]®® = +38° (c= 7,28; 20°C, CH,Cl,) P.F. = liquido & t.a.

5.2.4. Sintese dos homodimeros quirais

H
CH;
Ry \N/\/\/\/\’\/l

CHs R,

Em um baldo de 10 mL foi pesada a 1,7-heptanodiamina (34, 1,0 equiv.). A 9-
cloroacridina (7) correspondente (2,0 equiv.) foi adicionada ao baldo juntamente com n-
pentanol (1,0 mL para 0,15 mmol da diamina 34). Por ultimo foi adicionado o iodeto de
sodio, Nal, (0,155 equiv.). A mistura ficou em refluxo a 160°C por 48 horas sob argdnio,
sendo que na metade do tempo foi reposto 1,0 mL de n-pentanol. Apds o término do periodo
reacional o n-pentanol residual foi evaporado sob alto vacuo a 120°C por uma hora. A mistura
foi diluida com 10 mL de diclorometano e a fase organica foi lavada com solucdes aquosas 10
mL de hidroxido de s6dio (NaOH) 10% e 10 mL de cloreto de so6dio (NaCl) saturado. Os
extratos organicos foram transferidos para um erlenmeyer e os tracos de H,O removidos com
sulfato de sddio anidro (Na,SO,4). O solvente foi removido em evaporador rotatorio e em
bomba de alto vacuo a 120°C por cinco horas. A purificacdo foi feita por cromatografia em
coluna, utilizando como fase mével: hexano, acetato de etila e trietilamina, com eluicdo por
gradiente sendo as porcentagens volumeétricas, respectivamente 90%, 9% e 1%; 80%; 19% e
1%; 70%, 29% e 1%; 60%, 39% e 1%, 50%, 49% e 1% e 0%, 99% e 1%. O
acompanhamento foi realizado por CCD utilizando hexano, acetato de etila e trietilamina na

proporcao volumétrica 70%, 29% e 1%, respectivamente.
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e

(R)-33a (S)-33a

RMN de 'H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1,12 (d, 6H, J = 6,0 Hz); 1,32-1,42 (m, 6H); 1,43-
1,55 (m, 2H); 1,58-1,70 (m, 4H); 1,92-2,09 (m, 4H); 2,58-2,72 (m, 4H); 2,75-2,86 (M, 2H);
3,00-3,20 (m, 2H); 3,40-3,55 (m, 4H); 3,92 (s, 2H); 7,33 (ddd, 1H, J = 8,4, 7,7 e 1,2 Hz); 7,54
(ddd, 1H, J = 8,4, 7,5 e 1,2 Hz), 7,87-7,98 (m, 4H).

RMN de *C (CDCls, 75MHz) & (ppm): 21,5; 24,3; 26,8; 28,8; 29,0; 30,9; 31,6; 42,4: 49,3;
115,2; 120,1; 122,8; 123,5; 128,1; 128,7; 147,6; 150,5; 158,3.

(R)-33a [ap]?° = +18° (¢ = 1,50 /100 mL, CH,Cl,); P.F. = 78-80°C
(S)-33a [ap]?° = -17° (c = 1,54 /100 mL, CH.Cl.); P.F. = 78-80°C

IV (KBF) vima/cm™: 3410; 2922; 2856 1615; 1581; 1561; 1499; 1418; 1357; 760.

¥ H H 2
\ P U U / \ AN NN | -
Cl N N N N N N
\ / /
N= —=N —N
Cl —:é Cl
(R)-33b (S)-33b

RMN de *H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1,11 (d, 6H, J = 6,6 Hz); 1,33-1,52 (m, 10H); 1,58-
1,70 (m, 4H); 1,85-2,08 (m, 4H): 2,50-2,82 (m, 6H); 3.03-3,17 (m, 2H): 3,47 (t, 4H, J = 7,2
Hz); 3,89-4,04 (sl, 2H); 7,21-7,30 (m, 2H); 7,81-7,97 (m, 4H).

RMN de *C (CDCIs, 75MHz) & (ppm): 21,4; 24,1; 26,7; 28,7; 29,0; 30,8; 31,6; 42,2; 49,4;
115,0; 118,2; 124,1; 124,6; 127,4; 133,9; 148,0; 150,6; 159,2.

(R)-33b [ap]?° = +14° (c = 0,57; 20°C, CH.Cl,); P.F. = 52-55°C
(S)-33b [ap]?° = -12° (c = 0,59; 20°C, CH.Cl,); P.F. = 54-56°C

IV (KBF) vma/cm’’: 3411; 2924; 2854; 1607; 1489; 1419.
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5.2.5. Sintese da 9-(1,7-diaminoeptil)-1,2,3,4-tetraidroacridina

Ho o~
N NH,

d\/O\
=
N R

39

Em um baldo de 25 mL foram misturados 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina (7a) ou
(R)-9-cloro-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina ((R)-7b) (1,0 eq.), 1,7-heptanodiamina (15) (6,0
equiv.), iodeto de potassio (KI) (0,15 eq.) e n-pentanol (2,5 mL para 5 mmol da diamina 15).
Um tubo secante foi adaptado no sistema para retengdo de agua. A mistura foi colocada em
refluxo a 160°C por 18 h. Decorrido o tempo em refluxo a mistura reacional foi tratada com
25 mL de diclorometano, 25 mL de solu¢do aquosa de hidréxido de sodio (NaOH) 10% e
agua (2 x 18 mL), quantidades partindo-se de 5 mmol da diamina 15. A fase aquosa foi
extraida com 40 mL (2 x 20 mL) de CH,Cl,, os extratos organicos foram transferidos para um
erlenmeyer e os tracos de H,O removidos com sulfato de sédio anidro. O diclorometano foi
evaporado em evaporador rotatério e sob alto vacuo a 130°C por uma hora. A purificago foi
feita por cromatografia em coluna, utilizando como fase mével: cloroférmio (93% v), metanol
(6,5% V) e solucdo aquosa saturada de hidréxido de aménio (NH,OH, 0,5% V). A eluicdo
ocorreu de modo isocratico. O acompanhamento foi feito por CCD utilizando a mesma
composicdo de fase movel. Apds a purificacdo o solvente foi evaporado em evaporador

rotatorio e sob alto vacuo a 60°C por uma hora.

H NN
N NH,
X
=
N
39a

9-(1,7-diaminoeptil)-1,2,3,4-tetraidroacridina (39a)
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RMN de *H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1,22-1,47 (m, 8H); 1,54-1,75 (m, 4H); 1,83-1,96
(m, 4H); 2,59-2,73 (m, 4H); 3,05 (s, 2H); 3,39-3,51 (m, 2H); 3,96 (sl, 1H); 7,27-7,36 (M, 1H);
7,47-7,58 (m, 1H); 7,85-7,98 (m, 2H).

RMN de C (CDCIs, 75MHz) & (ppm): 22,5; 22,8; 24,5; 26,5; 26,6; 28,9; 31,4; 33,3; 33,8;
41,8; 49,2; 115,4; 120,0; 122,6; 123,2; 127,9; 128,4; 147,2; 150,4; 158,1.

Ho o
N NH,
X
=
N CHa
(R)-39b

(R)-9-(1,7-diaminoeptil)-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina ((R)-39b)

RMN de *H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1,11 (d, 3H, J = 6,0 Hz); 1,22-1,43 (m, 10H): 1,57-
1,60 (m, 2H); 1,88-2,18 (m, 4H); 2,57-2,72 (m, 3H); 2,75-2,85 (m, 1H); 3,10-3,19 (m, 1H);
3,43-3,57 (m, 2H); 3,95 (sl, 1H); 7,27-7,37 (m, 1H); 7,50-7,58 (m, 1H); 7,88-8,03 (m, 2H).

RMN de *C (CDCl3, 75MHz) & (ppm): 21,6; 24,4; 26,8; 26,9; 28,9; 29,2; 31,0; 31,8; 33,4,
42 1: 42,5; 49,5; 115,2; 120,2; 123,0; 123,6; 128,7; 147,6; 150,7; 158,3.

5.2.6. Sintese dos heterodimeros quirais

Em um baldo de 10 mL foram adicionados a 9-(1,7-diaminoeptil)-1,2,3,4-
tetraidroacridina (17, 1,0 equiv.), a 9-cloroacridina (7) correspondente (1,5 equiv.), que foi
adicionada ao baldo juntamente com n-pentanol (1,0 mL para 0,5 mmol da 9-cloroacridina 7).
A mistura ficou em refluxo a 160°C por 48 horas sob argonio, sendo que na metade do tempo
foi reposto 1,0 mL de n-pentanol. Apos o término do periodo reacional o n-pentanol residual
foi evaporado no alto vacuo a 120°C por uma hora. A mistura foi diluida com 10 mL de
diclorometano e a fase orgéanica foi lavada com solucdes aquosas 10 mL de hidroxido de
sodio (NaOH) 10% e 10 mL de cloreto de sddio (NaCl) saturado. Os extratos organicos foram
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transferidos para um erlenmeyer e os tracos de H,O removidos com sulfato de sddio anidro
(Na,S0O,). O solvente foi removido em evaporador rotatério e em bomba de alto vacuo a
120°C por cinco horas. A purificacdo foi feita por cromatografia em coluna, utilizando como
fase mdvel: hexano, acetato de etila e trietilamina, com eluicdo por gradiente sendo as
porcentagens volumétricas, respectivamente 90%, 9% e 1%; 80%; 19% e 1%; 70%, 29% e
1%; 60%, 39% e 1%, 50%, 49% e 1% e 0%, 99% e 1%. O acompanhamento foi realizado por
CCD utilizando hexano, acetato de etila e trietilamina na proporcao volumétrica 70%, 29% e

1%, respectivamente.

H

H H
N/\/\/\/\z \N/\/\/\/\l\ll
N
_—N N= _—N

(R)-40a (S)-40a

RMN de H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1,11 (d, 3H, J = 6,3 Hz); 1,23-1,76 (m, 10H);
1,82-2,17 (m, 6H); 2,52-2,90 (m, 5H); 3,03-3,23 (m, 4H); 3,43-3,62 (s, 4H): 4,02-4,18 (sl,
2H): 7,30-7,42 (m, 2H); 7,48-7,63 (M, 2H); 7,88-8,17 (m, 4H).

RMN de *C (CDCIs, 75MHz) & (ppm): 21,4; 21,5; 22,5; 22,9; 23,1; 24,2; 24.6; 26,8; 28,5;
28,7: 29,0; 29,6; 30,4; 30,8; 31,6; 33,5; 41,8; 49,3; 114,8; 115,4; 119,7; 122,8; 122,9; 123,7;
124,2; 128,0; 128,6; 129,3; 146,7; 146,8; 151,0; 151,1; 157,6; 157,8.

(R)-40a [ap]?® = +5° (¢ = 0,74; 20°C, CH,Cl,); P.F. = 50-52°C
(S)-40a [ap]?° = -4° (c = 0,73; 20°C, CH,Cl); P.F. = 50-52°C

IV (KBr) vimax/cm™: 3411; 2391; 2853; 1615; 1580; 1561; 1498; 760.

(R)-40b (S)-40b
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RMN de *H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1,10 (d, 3H, J = 6,6 Hz), 1,27-1,47 (m, (R)-7e);
1,49-1,67 (m, 4H); 1,81-2,04 (m, 6H): 2,49-2,78 (m, 5H); 3,01-3,17 (m, 3H); 3,37-3,57 (m,
4H): 3,81-4,07 (sl, 2H): 7,18-7,38 (m, 2H); 7,43-7,58 (m, 1H); 7,78-8,01 (m, 4H).

RMN de *C (CDCls;, 75MHz) d (ppm): 21,6; 22,9; 23,2; 24,3; 24,9; 26,9; 28,9; 29,2; 31,0;
34,1; 42,6; 49,5; 49,6; 115,2; 116,0; 118,5; 120,3; 122,9; 123,7; 124,2; 124,7; 127,8; 128,4;
128,8: 134,0; 147,5; 148,5; 150,7; 150,8; 158,5; 159,5.

(R)-40b [0p]® = +10° (c = 1,12; 20°C, CH,Cl,); P.F. = 58-59°C
(S)-40b [ap]® = -4° (c = 0,85; 20°C, CH,Cl,); P.F. = 58-59°C

IV (KBr) vimax/cm™: 3412; 2449; 2854; 1657; 1495; 1419; 1353; 760.

\ H
cl N/\/\/\/\l\/l

(R)-40c

RMN de H (CDCls, 300 MHz) & (ppm): 1,12 (d, 6H, J = 4,8 Hz); 1,32-1,53 (m, 6H); 1,58-
1,70 (m, 4H): 1,92-2,09 (m, 6H); 2,58-2,86 (M, 6H); 3,05-3,18 (m, 2H); 3,43-3,53 (M, 4H);
3,89 (sl, 2H); 7,24-7,28 (m, 2H); 7,52-7,57 (m, 1H); 7,86-7,97 (m, 4H).

RMN de *C (CDCIs, 75MHz) & (ppm): 21,5; 24,1; 24,3; 26,8; 28,7; 29,0; 29,7; 30,8; 30,9;
31,7; 42,0; 42,3; 49,3; 49,5; 114,9; 115,0; 118,2; 119,8; 122,8; 123,6; 124,2; 124,5; 127 4;
128,2; 128,4; 133,9; 137,5; 147,0; 148,2; 150,6; 150,8; 157,9; 159.3.

(R)-40¢ [ap]® = -6° (c = 0,50; 20°C, CH,Cl,); P.F. = 66-68°C

IV (KBI) vina/cm™: 3411; 2924; 2854; 1727; 1609; 760.
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ANEXOS

Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de *H e *C
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Anexo 1. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da (R)-3-metilcicloexanona, (R)-12.
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Anexo 2. Espectro de RMN de *3C (APT, CDCls, 75 MHz) da (R)-3-metilcicloexanona, (R)-12.
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Anexo 3. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da (S)-3-metilcicloexanona, (S)-12.
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Anexo 4. Espectro de RMN de **C (APT, CDCl3, 75 MHz) da (S)-3-metilcicloexanona, (S)-12.
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Anexo 5. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da (R)-2,2,5-trimetilcicloeptan-1,3-diona, (R)-17.
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Anexo 6. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) da (R)-2,2,5-trimetilcicloeptan-1,3-diona, (R)-17.
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Anexo 7. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina, 22a.
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Anexo 8. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) da 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina, 22a.
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Anexo 9. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da (R)-9-cloro-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-22b.
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Anexo 10. Espectro de RMN de *C (APT, CDCls, 75 MHz) da (R)-9-cloro-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-22b.
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Anexo 11. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da mistura dos isdmeros (R)-9-cloro-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-22b e
(R)-9-cloro-1-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-22d, destacando-se a ampliagdo entre 1,1 e 1,4 ppm.
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Anexo 12. Espectro de RMN de *C (APT, CDCls, 75 MHz) da mistura dos isomeros (R)-9-cloro-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-22b e

(R)-9-cloro-1-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-22d, destacando-se dois carbonos CH e dois CHs.
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Anexo 13. Espectro de RMN de *H (CDCls;, 300 MHz) da (R)-9-cloro-1-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-22d.
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Anexo 14. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) da (R)-9-cloro-1-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-22d.
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Anexo 15. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da (S)-9-cloro-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (S)-22b.
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Anexo 16. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da (R)-6,9-dicloro-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-22c.
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Anexo 17. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) da (R)-6,9-dicloro-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-22c.



97

Anexo 18. Espectro de RMN de *H (CDCls;, 300 MHz) da (S)-6,9-dicloro-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (S)-22c.
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Anexo 19. Espectro de RMN de *C (APT, CDCls, 75 MHz) da (S)-6,9-dicloro-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (S)-22c.
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Anexo 20. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da (R)-6,9-dicloro-1-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-22e.
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Anexo 21. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) da (R)-6,9-dicloro-1-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-22e.
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Anexo 22. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do homodimero (R)-33a.
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Anexo 23. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) do homodimero (R)-33a.
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Anexo 24. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do homodimero (S)-33a.
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Anexo 25. Espectro de RMN de *C (APT, CDCls, 75 MHz) do homodimero (S)-33a.
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Anexo 26. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do homodimero (R)-33b.
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Anexo 27. Espectro de RMN de *C (APT, CDCls, 75 MHz) do homodimero (R)-33b.
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Anexo 28. Espectro de RMN bidimensional COSY do homodimero (R)-33b.
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Anexo 29. Espectro de RMN bidimensional COSY do homodimero (R)-33b, ampliagéo entre 1,0 e 4,0 ppm.
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Anexo 30. Espectro de RMN bidimensional HMQC do homodimero (R)-33b.
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Anexo 31. Espectro de RMN bidimensional HMQC do homodimero (R)-33b, ampliacdo entre 1,0 e 4,0 ppm (*H) e entre 20,0 e 50,0 ppm (**C).

110



111

%

Cl

-
_
T 7! * T 7 T T I T T
(o] ] ~ o0 = wy sl o0 —
=] Z © = ¥ =) — = o0
— (=] (=] — (=] — — ~ —
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
9.0 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
& (ppm)

Anexo 32. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do homodimero (S)-33b.
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Anexo 33. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) do homodimero (S)-33b.
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Anexo 34. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da 9-(1,7-diaminoeptil)-1,2,3,4-tetraidroacridina, 39a.

113



- N 1 N f." 'I-' N I " 1
40 3 30 25 20

'_.f' ] v 1 o T
N 55 50 45 5
& (ppm)
T ¥ T T
128 124
d (ppm)
r-r -~r-rr-rrrrr-r~rrrr.~r~r~r~r.~r~r~r~r 11T
210 190 170 150 130 110 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
d (ppm)

Anexo 35. Espectro de RMN de *C (APT, CDCls, 75 MHz) da 9-(1,7-diaminoeptil)-1,2,3,4-tetraidroacridina, 39a.
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Anexo 36. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) da (R)-9-(1,7-diaminoeptil)-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-39b.
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Anexo 37. Espectro de RMN de *C (APT, CDCls, 75 MHz) da (R)-9-(1,7-diaminoeptil)-3-metil-1,2,3,4-tetraidroacridina, (R)-39b.
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Anexo 38. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do heterodimero (R)-40a.
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Anexo 39. Espectro de RMN de *C (APT, CDCls, 75 MHz) do heterodimero (R)-40a.
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Anexo 40. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do heterodimero (S)-40a.
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Anexo 41. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do heterodimero (R)-40b.
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Anexo 42. Espectro de RMN de **C (APT, CDCls, 75 MHz) do heterodimero (R)-40b.



122

F2 .
(ppm]] Rl
1] - f
. = -
. T - R
2] 2 %% M |
] =B % I
Sj » = -
: L] -
4—— -
5
6
7]
1 @ o4
- f ﬁ -
8| & o
WEENT TR T T LB R T T B ¢ T A R R |
8 7 6 5 4 3 2 1 0
F1 (ppm)

Anexo 43. Espectro de RMN bidimensional COSY do heterodimero (R)-40b.
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Anexo 44. Espectro de RMN bidimensional HMQC do heterodimero (R)-40b.
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Anexo 45. Espectro de RMN de *H (CDCls5, 300 MHz) do heterodimero (S)-40b.

124



Lt

\ JoN

M=, ==

1

- — - -
170 160 150 140 130 120 110 100 a0 80 70 &0 50 40 30 20 10
& (ppm)

Anexo 46. Espectro de RMN de *C (APT, CDCls, 75 MHz) do heterodimero (S)-40b.
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Anexo 47. Espectro de RMN de *H (CDCls, 300 MHz) do heterodimero (R)-40c.
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Anexo 48. Espectro de RMN de *C (APT, CDCls, 75 MHz) do heterodimero (R)-40c.




