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RESUMO

Neste trabalho, foram sintetizados dois hibridos inéditos contendo
ndcleos tacrina e 4-etinilbenzenocinamamida, unidos por uma cadeia espacadora
alquilica. Para a obtencdo do nucleo tacrina, foi empregada a reacdo de
Niementowsky e para a construcdo do derivado 4-etinilbenzenocinamamida foi
empregada a reacdo de Sonogashira, seguida de uma condensac¢éo de Knoevenagel
com modificac@o de Doebner. Os hibridos obtidos foram purificados por cromatografia
em coluna e caracterizados por espectroscopia de ressonancia magnética nuclear de
hidrogénio e de carbono (RMN'H e RMN*3C) e espectroscopia no infravermelho (IV).
As moléculas foram encaminhadas a Fundacdo Oswaldo Cruz para ensaios

biolégicos.

Palavras Chave: Doenca de Alzheimer, Sintese, Hibridos, 4-

etinilbenzenocinamamida, inibidores, colinesterases.



ABSTRACT

In this work, two unprecedented hybrids were synthesized containing nuclei
tacrine and 4-ethynylbenzenecinnamamide, united by an alkyl spacer chain. In order
to obtain the nucleus tacrine, the Niementowsky reaction was used. On the other hand,
for the construction of the cinnamic acid derivatives, Sonogashira reaction followed by
a condensation of Knoevenagel with Doebner modification were applied. The obtained
hybrids were purified by column chromatography and characterized by nuclear
magnetic resonance spectroscopy of hydrogen and carbon (*H NMR and 3C NMR)
and infrared spectroscopy (IR). The molecules were sent to the Oswaldo Cruz

Foundation for biological assays.

Cl N

Keywords: Alzheimer’s Disease, Synthesis, Hybrids, 4-ethynylbenzenecinnamamide,

inhibitors, cholinesterases.
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1 INTRODUCAO

A doenca de Alzheimer (DA) € uma desordem neurodegenerativa progressiva
que afeta mais de 35 milhdes de pessoas em ambito mundial. Além disso, a DA é a
forma mais comum de deméncia e sua etiologia permanece ainda indefinida, embora
um progresso consideravel tenha sido alcancado na compreensdo de seus
mecanismos bioquimicos e genéticos.

Apesar de néo existir cura para DA, existem tratamentos medicamentosos que
aliviam seus sintomas. Para isso, a principal linha de tratamento vigente dessa doenca
emprega o0 uso de inibidores reversiveis de enzimas colinesterases, que atuam de
forma a restaurar os niveis do neurotransmissor acetilcolina no cérebro. A inibigéo é
dita reversivel quando o inibidor ocupa o sitio ativo da enzima, impedindo que o
substrato se ligue a ela e, a medida que a concentracdo de substrato aumenta, o
inibidor se dissocia permitindo que a enzima reestabeleca sua atividade.

Por conta dos efeitos colaterais associados aos farmacos utilizados no
tratamento da DA, ha um intenso estudo de novas moléculas que podem vir a ser
empregadas no seu tratamento. Essas novas moléculas visam a uma maior poténcia
de inibicdo enzimatica e também a alguma outra propriedade biol6gica que venha a
interagir com algum fator da DA. Uma estratégia € a de hibridizacdo molecular, em
que dois ou mais nudcleos bioativos sdo combinados em uma Unica molécula,
contribuindo para uma agao multialvo.

A tacrina foi o primeiro farmaco aprovado para seu uso no tratamento da DA e,
apesar de seu uso ter sido descontinuado por conta de sua hepatotoxicidade, possui
importante relevancia no desenvolvimento de novos hibridos, assim como os seus
derivados. Da mesma forma, produtos naturais, como o &cido cindmico e seus
derivados, sédo de grande importancia em quimica medicinal por conta de seus baixos
efeitos colaterais e por possuirem uma gama de diferentes atividades biol6gicas.
Assim, moléculas hibridas contendo nucleos tacrina e cinamamidas sao alvos
interessantes quando se visa a uma possivel acéo frente aos diferentes fatores que
contribuem na patogénese da DA. Nlcleos cindmicos podem apresentar ligacées do
tipo T com os residuos de aminoacidos aromaticos dos sitios enzimaticos das enzimas

colinesterases, potencializando assim sua inibigdo.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Sintese, caracterizacdo e avaliacdo bioldgica de hibridos inibidores das

enzimas colinesterases contendo nucleos tacrina e 4-etinilbenzenocinamamida.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Sintese da 6,9-dicloro-1,2,3,4-tetraidroacridina empregando a reacdo de
Niementowski como estratégia sintética;

e Sintese do acido (E)-3-(4-(feniletinil)fenil)acrilico pela reacdo de Sonogashira,
seguida de uma condensacao de Knoevenagel com modificacdo de Doebner;

e Sintese dos compostos intermediarios  6-cloro-9-alquilamino-1,2,3,4-
tetraidroacridinas;

e Sintese dos hibridos contendo nucleos tacrina e 4-etinilbenzenocinamamida,
separados por uma cadeia espacadora metilénica;

e Purificacdo e caracterizacdo dos compostos sintetizados;

e Encaminhamento dos produtos para avaliar a inibicAdo das enzimas

acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 DOENCA DE ALZHEIMER

A doenca de Alzheimer (DA) é uma desordem neurodegenerativa progressiva
que afeta grandes areas do cortex cerebral e do hipocampo.! Estima-se que mais
de 35 milhdes de pessoas sdo afetadas pela doenca no mundo, sendo ela a forma
mais comum de deméncia. Mais da metade dos casos em autépsias e em séries
clinicas sdo atribuidos a DA. Também € estimado que a morte do paciente ocorre
entre 3 e 9 anos apos o seu diagndstico.? Outra caracteristica da DA é a grande perda
de massa e volume cerebral nas regides majoritariamente afetadas, sendo essas
atribuidas a diminuicdo e a perda de processos neuronais.?*

Os sintomas ocasionados pela DA variam entre os individuos. O sintoma
inicial mais comum é a perda na capacidade de recordar novas informacdes, visto
que os primeiros neurdnios a serem danificados e destruidos geralmente estdo nas
regibes do cérebro envolvidas na formagdo de novas memoérias. Conforme os
neurdnios de outras partes do cérebro também sao danificados e destruidos, outras
dificuldades séo reportadas. Os sintomas mais comuns incluem dificuldades no
planejamento ou na solucdo de problemas, dificuldades em completar tarefas
domésticas ou no trabalho, confusdo com o tempo ou lugar, entre outros.®

As caracteristicas patolégicas presentes no cérebro de pessoas portadoras
da DA incluem a macica perda sinaptica e morte neuronal nas regides responsaveis
pelo processo cognitivo, deposicao de agregados téxicos de placas de proteinas B-
amiloide (AB) no cérebro, acimulo de emaranhados neurofibrilares de proteina tau
- provenientes de sua hiperfosforilacdo, estresse oxidativo e inflamacg&o.®° A partir
dessas informacdes, diferentes hipoteses foram levantadas visando a uma melhor
compreensdo da DA, tais como a hipétese colinérgica,© a hipétese da disfuncéo
glutamatérgica,'* a hipoétese do cascata amiloide,’? a hipétese oligomérica,'® a

hipétese metdlica,'* entre outras.*®
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3.2 HIPOTESE COLINERGICA

Uma célula nervosa individual € chamada de neurénio e, tipicamente, possui
quatro regides definidas: o corpo celular, os dendritos, o axénio e os terminais pré-
sinapticos (Figura 1). Para transmissdo de uma mensagem, existem espacos em
zonas especializadas de comunicacdo chamadas de sinapses.'® A célula nervosa
que transmite o sinal € chamada de célula pré-sinaptica e a célula receptora do sinal
€ chamada poés-sinaptica. Entre elas, hd um espa¢co muito estreito chamado de
fenda sinaptica. Comumente, o terminal pré-sinaptico, localizado nas ramificactes

do axdnio, termina nos dendritos dos neurdnios pos-sinapticos.’

Figura 1. Representacdo de um neurdnio multipolar piramidal encontrado principalmente no hipocampo e no
cortex cerebral.”

—— Dendrito
apical

Corpo
% celular

Axobnio

Dendrito
basal
N

O primeiro estagio para que a sinapse ocorra envolve a biossintese de
acetilcolina (ACh), o neurotransmissor mais utilizado no sistema nervoso. A
acetilcolina é biossintetizada a partir da colina e da acetil-coenzima A, catalisada

pela enzima colina acetiltransferase (ChAT) (Esquema 1).
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Esquema 1. Biossintese da acetilcolina (ACh).

o | ChAT O |
+ N _— -
)J\COA HO/\/@\ )J\o/\/g\ + CoA
Acetil-coenzima A Colina Acetilcolina

Apds, a acetilcolina € incorporada a vesiculas para fim de transporte a fenda
singptica. A chegada de um sinal nervoso leva a uma abertura dos canais i6nicos
de célcio e a um aumento na concentracdo de calcio intracelular. Isso induz as
vesiculas a se fundirem com a membrana celular e liberar a ACh na fenda sinaptica.
A ACh atravessa a fenda sinaptica e liga-se ao receptor colinérgico, resultando na
estimulacdo do neurbnio pés-sinaptico. Apds essa interacdo, a ACh é hidrolisada
pela enzima acetilcolinesterase (AChE), que se encontra ancorada no neurdnio pos-
sinaptico. Os produtos resultantes da hidrdlise sédo colina e acido acético (Esquema
2). A colina é absorvida pelo neur6nio pré-sinaptico por uma proteina de transporte

para continuar o ciclo.'® Uma representacdo desse ciclo é apresentada na Figura 2.

Esquema 2. Reacdo de hidrdlise da acetilcolina.

(@] | AChE | o)
~ + HO —  » NS+
)ko/\/g\ HO™ g™ )J\OH
Acetilcolina Colina Acido Acético

Figura 2. Representacdo da sinapse colinérgica (adaptada de Bear et al).!®

Neurénio
Pré-sinaptico

Acetil-CoA
W

\—
Enzima
ChAT

Mitocondria

Acetilcolina

Vesicula
Transportadora

Colina \@ Receptor
A Colinérgico
Acetato W
1 X
Acetilcolinesterase Neurénio

(AChE) Pés-sinaptico
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A hipodtese colinérgica foi estabelecida para explicar os déficits cognitivos e
de memoéria em pacientes acometidos pela DA.!® Ela é sustentada pelas
observacfes de que a DA esta relacionada com a deficiéncia da enzima ChAT
(responsavel pela sintese do neurotransmissor ACh) e também com a reducédo de
neurdnios colinérgicos, o que comprometem a funcdo colinérgica.?® A
neurotransmissao colinérgica possui um papel vital na funcdo cognitiva,
especificamente na codificacdo de atencdo e memoria.?! Atualmente, quase todos
0os medicamentos para o tratamento da DA baseiam-se na inibicdo reversivel das
enzimas colinesterases, com a finalidade de aumentar os niveis de acetilcolina na

fenda sinaptica e reduzir os déficits cognitivos.??

3.3 ENZIMAS COLINESTERASES

As colinesterases pertencem a familia de enzimas que hidrolisam ésteres de
colina e estao divididas em dois subgrupos: acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e
butirilcolinesterase (BuChE, EC 3.1.1.8). A AChE possui um papel muito bem definido
na regulacao da sinalizacdo colinérgica, enquanto que o papel da BuChE ainda néo é
muito bem definido.?324

A AChE esta localizada principalmente nas fendas sinapticas do sistema
nervoso central e periférico e nas membranas dos globulos vermelhos. Ela é
responsavel por terminar os impulsos nervosos ao catalisar a hidrélise da ACh.?> J4 a
BuChE é capaz de hidrolisar a butirilcolina e é relativamente abundante no plasma
sanguineo (cerca de 3 mg L1). Sabe-se que ela possui sua importancia como enzima
desintoxicante contra inibidores irreversiveis de colinesterases, como 0s
organofosforados neurotéxicos.?* No entanto, a AChE é 10'3 vezes mais potente na
hidrélise da ACh do que a BUChE nas mesmas condicdes de temperatura e pH.2¢

Estruturalmente, ambas enzimas sado semelhantes, possuindo estruturas
terciarias e quartenarias muito parecidas. Seus sitios cataliticos apresentam a mesma
triade catalitica composta por trés residuos de aminoacidos (serina, glutamato e
histidina), localizados no fundo de uma cavidade de aproximadamente 20 A de
profundidade.?”?8 O mecanismo proposto para a hidrélise da ACh é apresentado no
Esquema 3.16

Primeiramente, ha uma aproximacdo da acetilcolina e a hidroxila do residuo

serina atua como nucledfilo, realizando um ataque a carbonila da ACh. Na etapa 2, o
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residuo de aminoacido histidina atua como base ao desprotonar o intermediario
protonado. Em seguida na etapa 3, o residuo histidina atua como um catalisador acido
ao protonar o grupo alcéxi (OR), transformando-o em um bom grupo de saida. Na
etapa 4, a carbonila é restaurada e elimina o grupo de saida colina. A colina deixa o
sitio ativo da enzima e ha uma aproximacao de uma molécula de agua. Apds, na etapa
6, a dgua atua como um nucledfilo ao atacar a carbonila para formar um intermediario
tetraédrico. Em 7, a histidina atua novamente como catalisador basico, desprotonando
o intermediario protonado. A histidina atua com catalisador &cido ao protonar o
oxigénio do residuo da serina na etapa 8 e, na etapa 9, o grupo carboxila é restaurado
e elimina o residuo serina. Por fim, o acido acético deixa o local do sitio ativo da

enzima, e o ciclo pode ser repetido.®

Esquema 3. Mecanismo de hidrélise da ACh catalisada pela AChE (adaptado de Patrick).16

CHshNMe g ; .
/a;-l"J\-“" | ’ .

(Hy=C =0

Pl ™ L CHy=

i
: Etapa 1 ) : Etapa 2 [ il
r.;.-.., L F @(.3_‘“_‘“ > H\"‘Aﬁ P (-C- HHQ';#
i istidi Histidire
Hadeophile) s (Basic catalyst)
-
ROH el
b ._._.*" 4 )
o Q4w Ftapa3_* GRS Btapad =" - 4w Etopas
r’:' T (D H \ﬁKI rﬂ \-'AW
Histidine Histidine
{Acidic catalyst)
0 =)
‘-- et !
- N N
I ™ w #Twn  Eapaf Ty T 4~ww Etapa7. "7 (4 ~ww  Etapad
e I G
Histidine Histidine
(Basic catalyst) (Acidic catalyst)
o L
B e
Ta Etapa 10

Histidine
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Embora o processo de hidrélise ocorra no sitio catalitico (CAS) no fundo da
cavidade, acredita-se que a ligacao inicial de ACh ocorra na entrada da cavidade da
AChE, em uma regido chamada sitio periférico (PAS). No fundo da cavidade, onde
ocorre a hidrdlise, existem quatro subsitios principais, sendo estes o “sitio esteratico”,
a “cavidade oxiani6nica”, o “subsitio aniénico” e o “bolso acilico”.?® Os quatro subsitios

estéo representados na Figura 3.

Figura 3. Representacéo esquematica dos quatro subsitios presentes no CAS da AChE e estrutura de alguns
aminoacidos (adaptada de Houghton et al).?®

\ >
\1 Phe 290 '
\
Tm 279 Tyr70 B
7 oasy \ |
( (PAS) | OH
A\, Twrl2l Asp72 .
- - -
‘.III,_- / NHz NH;
r . \\ Alanina (Ala) Glicina (Gly)
1 \.
3 : :
p— Subsitio Aniénico ‘
1 \ OH
\ k) OH
\ P ,/ \ Gl
\ ) NH;
~— N -|- ) |..f HIN NH,
\ \ Inpm | Phe288 = Fenilalanina (Phe) Triptofano (Trp)
5 o — Phe299 Bolso acilico
|I — O \\ ne.s
| \C/' \ o o o
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O sitio esteratico é responsavel por realizar a catalise da hidrolise, contendo a
triade catalitica Ser200, His440 e Glu327.2° A “cavidade oxianidnica” possui os
residuos Glyl118, Glyl19 e Ala201. Esses trés residuos de aminoacidos contém
doadores de ligacao de hidrogénio e estabilizam o intermediario tetraédrico da ACh
que é formado durante o processo catalitico.®° O “subsitio anidénico” € em grande parte
composto de residuos aromaticos (Trp84, Phe330 e Glul199) e acredita-se que estes
interajam com a porgao catidnica da Ach, através de interagdes do tipo 1r-cétion. A
carga positiva presente no atomo de nitrogénio da Ach pode formar uma interagédo
estavel com os sistemas 1 ricos em elétrons dos anéis aromaticos.3* O “bolso acilico”
apresenta os residuos volumosos Phe288 e Phe290, responsaveis por desempenhar
um papel importante na limitacdo da dimenséo dos substratos que sdo capazes de

entrar no sitio ativo da AChE.3?
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Embora o processo de hidrélise ocorra no sitio catalitico (CAS) no fundo da
cavidade, acredita-se que a ligacao inicial da ACh ocorre na entrada da cavidade, em
uma regido chamada sitio periférico (PAS). A grande diferenca entre a AChE e a
BuChE esta no PAS e no substitio existente no CAS. Na BuChE, os residuos de
aminoacidos Phe288 e o Phe290 presentes no “bolso acilico” do CAS da AChE séo
substituidos por Leu286 e Val288. Esses residuos alifaticos tém dimensdes menores
que os residuos arométicos e, portanto, o subsitio presente no CAS da BuChE possui
um volume maior do que o da AChE. Isso perimite que substratos maiores, como a
butirilcolina, sejam catalisados no CAS.?* Da mesma forma, no PAS da BuChE séo
encontrados residuos de aminoacidos alifaticos menos volumosos do que o0s
aromaticos Tyr70, Tyr121 e Trp279 encontrados no PAS da AChE.33

Figura 4. Representacdo esquematica das enzimas AChE e BUChE (adaptada de Bajda et al).3*

Aot

\' Triade Catalitica A0
CAS — B sitio anidnico

) Bolso Acila
(& Cavidade do cxidnion
PAS

Acetilcolinesterase Butirilcolinesterase

3.4 ESTRATEGIA DE TRATAMENTO

Atualmente nado existe cura para a DA, porém existem tratamentos que visam
a minimizar os sintomas da doenca. Dessa forma, inibidores reversiveis de
colinesterases foram documentados como alvos criticos para o0 manejo da DA, através
da restauracdo dos niveis do neurotransmissor ACh.??> A tacrina (9-amino-1,2,3,4-
tetra-hidroacridina) (ICso = 167 nM) foi descrita em 1961 como um inibidor reversivel
da AChE e da BUChE. Em 1993, foi aprovada como o primeiro medicamento para o
tratamento da DA, comercializada como Tacrinal® ou Cognex®.% No entanto, seus

efeitos colaterais graves, como a hepatotoxicidade, levaram & sua retirada do

mercado.%¢ Dentre os farmacos que ja foram aprovados até hoje, quatro deles sdo
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empregados como inibidores reversiveis de colinesterases para o tratamento da DA.
Séo eles, além da tacrina, o Donepezil, a Galantamina e a Rivastigmina (Figura 5).1?

Donepezil, comercializado sob o nome de Aricept®, foi o segundo farmaco
aprovado pela FDA em 1996, 3 anos ap0s a aprovacao da tacrina. Esse farmaco
possui uma excelente absorcéo por via oral, atingindo picos de concentracao entre
3 e 4 horas.®”*® Em 2000, a rivastigmina é aprovada para o tratamento da DA em
estégio leve a moderado. Desde entdo, ela vem ganhando aprovacao para seu uso
em doencas relacionadas a de Parkinson. Em forma de cépsulas, a rivastigmina
esta associada a diferentes efeitos colaterais. Por conta disso e por possuir uma
baixa dose diaria, tempo de meia-vida curto e baixa massa molar, sua forma de
administracao foi reformulada para a transdérmica, o que foi responsavel por reduzir
esses efeitos colaterais associados.283° Um ano ap6s a aprovagédo da rivastigmina,
a galantamina é aprovada para o tratamento da DA em estagio leve a moderado.
Seu enantibmero (-)-Galantamina, comercializado sob o home Reminyl®, € um
alcaloide natural isolado da planta Galanthus woronowii e sua sintese total por

diferentes métodos é descrita na literatura.3840

Figura 5. Estrutura molecular de farmacos aprovados para o tratamento da DA.
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3.4.1 Compostos do tipo bis(n)-tacrina

Com o objetivo de descobrir compostos mais potentes na inibicdo da AChE,
Pang e colaboradores realizaram estudos computacionais para testar a estratégia de
dupla interacdo de um inibidor com a enzima. Os autores observaram que duas
unidades de tacrina espacadas por uma cadeia metilénica permitia uma dupla
interacdo do composto com a enzima, ligando-se simultaneamente ao seu CAS e ao
seu PAS. Considerando os bons resultados obtidos pelas simulagdes computacionais,
0s autores realizaram a sintese de compostos do tipo bis(n)-tacrina (Figura 6). Dentre
0Ss compostos obtidos, o dimero bis(7)-tacrina se mostrou mil vezes mais potente na
inibicdo da AChE e também mais de dez mil vezes mais seletivo para a AChE quando

comparado a tacrina.*

Figura 6. Estrutura do composto bis(n)-tacrina

Figura 7. Representacdo de um dimero bis(n)-tacrina interagindo com o CAS e com o PAS da AChE (adaptada
de Pang et al).?®
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3.5 HIBRIDOS CONTENDO DIFERENTES NUCLEOS

A patologia da DA é complexa. Por isso, ela € considerada uma doenca
multifatorial, possuindo diferentes fatores que contribuem para sua acdo. Dessa
forma, um farmaco contendo um unico alvo especifico pode ndo ser uma estratégia
de tratamento eficiente. A vantagem dos hibridos € a possivel acdo frente aos
diferentes fatores da DA.#?> Além disso, hibridos contendo dois niicleos separados por
uma cadeia espacgadora metilénica podem vir a interagir, simultaneamente, com o
CAS e o0 PAS das colinesterases. A tacrina € um exemplo de molécula multialvo que,
além de ser uma inibidora das colinesterases, atua na diminuicdo da lesdo oxidativa
induzida pelo B-amiloide (AB)*® e na reducdo da producdo de espécies reativas de
oxigénio.*

O horménio melatonina € produzido pela glandula pineal e também pode ser
extraido dos graos de café. Relata-se que esse composto possui propriedades
antioxidantes. Um derivado da melatonina foi combinado com derivados da tacrina,
separados por um grupo espacador metilénico, para oferecer moléculas hibridas
multialvo que inibem a AChE e a BUChE, assim como reduzem o estresse oxidativo.
De todos os hibridos sintetizados, verificou-se que o hibrido espacado com seis
carbonos contendo o nucleo tacrina diclorado nas posicdes 6 e 8 (THA-Melatonina)
foi capaz de inibir a AChE humana (ICso = 0,008 + 0,0004 nM) com capacidade
significativa na reducdo de radicais de oxigénio.** Da mesma forma, foram
sintetizados por Rosini e colaboradores hibridos espacados por uma cadeia metilénica
contendo um nucleo derivado da tacrina e outro do &cido lipoico, um composto
comercializado como antioxidante. O hibrido chamado de Lipocrina, contendo o
ndcleo tacrina clorado na posicao 6 e grupo espacador de 3 carbonos, mostrou-se
como o mais ativo da série sintetizada para a inibicdo da AChE (ICso = 0.253 £ 0.016
nM). Também, mostrou-se ativo contra a agregacao ApB induzida pela AChE e possui
propriedades antioxidantes.*® A estrutura molecular desses dois hibridos s&o

apresentadas na Figura 8.
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Figura 8. Exemplo de moléculas hibridas multialvo contendo diferentes nucleos.

0 Rt
H
N
—
Cl N THA-Melatonina
0]
HNT SN w
H S-
N S
~
Cl N
Lipocrina

3.5.1 Derivados do Acido Cinamico e Cinamamida.

O acido cinamico é um acido organico natural que possui baixa toxicidade e um
amplo espectro de atividades bioldgicas. Sabe-se que esse composto apresenta
atividade antioxidante in vivo,*” antibacteriana*® e antifingica®® in vitro.® Seus
derivados, de origem natural ou sintética, também possuem atividade bioloégica, como

por exemplo o &cido ferdlico (AF) e a curcumina (Figura 9).5!

Figura 9. Estrutura do &cido cindmico e seus derivados.
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O AF apresenta propriedades antioxidantes in vitro quando presente em cultura
celular neuronal, e pode ser um candidato promissor como agente antioxidante em
doencas neurodegenerativas como a DA.5? A curcumina também apresenta atividade

antioxidante e possui agdo contra a agregacao fibril de AR em testes realizados in
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vitro.>® Consequentemente, o acido cinamico serve como um fragmento Util no projeto
de hibridos muiltialvo inibidores das colinesterases, tais como hibridos tacrina-AF,>
hibridos AF-memoquina,®® hibridos AF-carbazol®® e hibridos donepezil-AF.>’

Outra classe de derivados do acido cindmico que apresenta atividade biologica
sdo as cinamamidas. O hibrido contendo um nucleo derivado da cinamamida
(cinamamida-dibenzilamina), representado na Figura 10, apresentou poténcia de
inibicdo das enzimas colinesterases, sendo 0 mais ativo da série sintetizada (ICso =
4.64 + 0.23 uM, AChE).%® Shi et al sintetizaram uma série de cinamamidas que
apresentaram potencial aplicacdo em doencas autoimunes, possuindo atividade
imunossupressora sem apresentar uma significante citotoxicidade.>® O composto mais

bioativo sintetizado por Shi et al esta representado na Figura 10.

Figura 10. Estrutura quimica de cinamamidas bioativas.
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Mostra-se a seguir, a retrossintese proposta neste trabalho, para a obtencao
das cinamamidas de interesse, evidenciando os principais precursores sintéticos
(Figura 11). Estas cinamamidas poderdo aumentar as interacdes intermoleculares do
hibrido com o PAS da AChE. Além disso, pode-se realizar substituicbes nos anéis
aromaticos A e B, assim como variagbes no tamanho da cadeia metilénica para a
obtencdo de uma biblioteca de novos compostos. Os substituintes aromaticos
possibilitam intera¢des do tipo T com os residuos de aminoacidos arométicos do sitio
enzimatico PAS, além de outras interagcbes enzima-substrato que poderdo

potencializar a inibicdo da AChE.
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Figura 11. Retrossintese proposta neste trabalho.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

Inicialmente, visou-se a sintese dos intermediarios 6-cloro-9-alquilamino-
1,2,3,4-tetraidroacridinas e do acido (E)-3-4-(feniletinil)fenil)acrilico. Apés, a reacéo de
acoplamento entre a amina primaria e o acido carboxilico a,B-insaturado resultou nos

hibridos desejados.
4.1 SINTESE DA 6,9-DICLORO-1,2,3,4-TETRAIDROACRIDINA

A 6,9-dicloro-1,2,3,4-tetraidroacridina (3) foi obtida através da sintese de

Niementowski. Partiu-se da cicloexanona (1) e do acido 4-cloro-2-aminobenzoico (2),
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empregando-se excesso de cloreto de fosforila (POCI3), sob refluxo a 115°C e

atmosfera inerte (Esquema 4).6°

Esquema 4. Reacgdo de obtencao da 6,9-dicloro-1,2,3,4-tetraidroacridina.

0 o Cl
POCI;
+ OH > N
115°C, 3h _
Cl NH, Cl N

2

A proposta de mecanismo da reagédo de Niementowsky entre a cicloexanona e
0 &cido 4-cloro-2-aminobenzoico na presenca de excesso de POCIs € apresentada no

Esquema 5.

Esquema 5. Mecanismo proposto para a formacao da 6,9-dicloro-1,2,3,4- tetraidroacridina.
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Nesta proposta mecanistica, o grupo amino do acido 4-cloro-2-aminobenzoico
realiza uma adicdo nucleofilica a carbonila da cicloexanona, levando a formacéo do
intermediario 4a, que apods troca protonica fornece 4b. Em seguida, a desidratacao
deste fornece o iminio 5. O carboxilato em 5 é ativado com POCIs formando o
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intermediario 6. O ataque nucleofilico intramolecular em 6 da enamina sobre a
carboxila, seguido de eliminacdo do anion diclorofosfato em 7, leva a formacao do
iminio 8. O anion diclorofosfato eliminado atua como uma base de Bronsted-Lowry em
8 para formar a enamina 9. Outra molécula de POCIs ativa a carbonila de 9, formando
o intermediario 10, que sofre substituicdo nucleofilica pelo cloreto, formando a
enamina 11. Apds a saida do anion diclorofosfato e desprotonacdo do nitrogénio

quinolinico, obtém-se o composto 3 de interesse.

4.2 SINTESE DOS INTERMEDIARIOS 6-CLORO-9-ALQUILAMINO-1,2,3,4-
TETRAIDROACRIDINAS

A reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica entre a 6,9-dicloro-1,2,3,4-
tetraidroacridina (3) e as n-alcanodiaminas (12a-b), em n-pentanol a 160°C, levou a
formacdao dos intermediarios 13a-b com rendimentos de 62-69%, apds purificacédo por
cromatografia em coluna. O excesso de seis equivalentes da alcanodiamina permite
a obtencdo seletiva dos compostos de interesse 13, reduzindo a formacéo de dimeros
do tipo bis-tacrina. Dessa forma, ndo € necessario realizar uma reacdo de

protecdo/desprotecdo seletiva das n-alcanodiaminas.:

Esquema 6. Preparacao dos intermediarios 6-cloro-9-alquilamino-1,2,3,4-tetraidroacridinas.

of HN" ) SNH,
Kl, n-pentanol n-2
X + O HNTMT ONH, > X
_ n- 160°C, 18h _
cl N Cl N
3 12a,n=7 13a,n =7, 62%
12b,n =8 13b, n = 8, 69%

O mecanismo para a reacdo de substituicdo nucleofilica aroméatica na presenca

do catalisador Kl é apresentado no Esquema 7.
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Esquema 7. Mecanismo proposto para a formagao das 6-cloro-9-alquilamino-1,2,3,4-tetraidroacridinas.
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Propde-se que, primeiramente, o iodeto proveniente do iodeto de potassio atua
como nucledfilo ao realizar o ataque no carbono 9 do composto 3, formando o
intermediario 14. A aromaticidade do composto é restaurada em 15 ao expulsar o ion
cloreto. Apoés, a diamina 12 atua como nucleofilo com o ataque novamente no carbono
9 em 15, e apos restauracdo da aromaticidade com a saida do iodeto em 16, o

composto 13 desejado é formado apo6s sua desprotonacao.

4.3 SINTESE DO ACIDO (E)-3-(4-(FENILETINIL)FENIL)ACRILICO

Visando a sintese do acido (E)-3-(4-(feniletinil)fenil)acrilico, foi realizada uma
reacdo de Sonogashira entre o fenilacetileno (17) e o 4-bromobenzaldeido (18), na
presenca do catalisador [Pd(PPh)sClz], co-catalisador Cul, trifenilfosfina e trietilamina
como base e solvente. O intermediario 19 foi obtido com rendimento de 70% apos

purificagcdo por recristalizagdo em hexano.
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Esquema 8. Reagdo de acoplamento cruzado de Sonogashira.
O

= o [Pd(PPhs),Cl,], Cul, PPhs O H
+ H >
©/ EtsN Z
Br refluxo, 48h O
17 18 19, 70%

Na sequéncia, o acido (E)-3-(4-(feniletinil)fenil)acrilico (21) foi obtido através de

uma condensacédo de Knoevenagel com modificacdo de Doebner, na presenca do
aldeido 19, acido malénico (20), piridina e piperidina. O produto 21 foi obtido com 72%

de rendimento apos purificacdo por recristalizacdo em etanol.

Esquema 9. Reacao para obtencéo do derivado do acido cindmico.

(0]
O H O O piridina, piperidina
= ' HOMOH refluxo, 6h
O 19 20

4.4 SINTESE DOS HIBRIDOS CONTENDO NUCLEOS TACRINA E 4-
ETINILBENZENOCINAMAMIDA

Y

Os hibridos 22a-b foram obtidos através da reacao de substituicao acilica entre
as aminas 13a-b e o derivado do acido cinamico 21, empregando-se agentes de

acoplamento (Esquema 10).

Esquema 10. Reagdo de obtenc¢éo dos hibridos contendo os nucleos tacrina e 4-etinilbenzenocinamamida.

0
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—
4 P2 - O Cl N

Cl N
CH,Cl,
21 atm inerte, t.a., 48 h

13a-b 22a, n=7, 65%

22b, n=8, 62%
O mecanismo proposto para o acoplamento entre o acido carboxilico e a amina
intermediaria empregando-se os agentes de acoplamento EDC e HOBt € apresentado

no Esquema 11.
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Esquema 11. Mecanismo para a reacé@o de acoplamento entre o 4cido carboxilico e a amina intermediéria.
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A primeira etapa desta proposta mecanistica consiste na desprotonacdo do
acido carboxilico 21 e protonacédo da carbodiimida (EDC). Subsequentemente, ocorre
um ataque nucleofilico do anion carboxilato a carbodiimida, formando o composto 24.
O HOBt atua fazendo uma substituicdo nucleofilica acilica com o composto 24 para
fornecer um éster ativado 26 e uma dialquil ureia estavel (25). Por fim, uma reacao de
amindlise ocorre e, ap0s troca protdnica, a amida 22 de interesse é obtida.

A funcdo amida desempenha um papel fundamental na quimica medicinal. O
uso de agentes de acoplamento torna possivel o acoplamento entre uma amina e um
acido carboxilico em condi¢cdes brandas. Tais agentes possuem importancia na area
da bioquimica, sendo possivel realizar o acoplamento entre dois aminoacidos para
formar um dipeptideo.%? O uso do HOBt forma rapidamente um éster ativado, evitando
a racemizacao de enantibmeros e a formacao de subprodutos provenientes de um
rearranjo do composto 24.53

O espectro de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogenio (RMN*H) do
composto 22b é apresentado na Figura 12 e sua ampliagdo na regido entre 9,2 ppm

e 5,7 ppm na Figura 13 para melhor visualizacéo.



Figura 12. Espectro de RMN!H (CDCls, 400MHz) do composto 22b.
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Figura 13. Ampliagéo do espectro de RMN*H (CDClz, 400MHz) do composto 22b.
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Quanto aos hidrogénios pertencentes a parte alifatica da molécula, observa-se
em 3,48 ppm um tripleto desblindado (J = 7,2 Hz) referente ao H10 vizinho ao
nitrogénio do grupo amino. Em 3,38 ppm, ha um quarteto (J = 6,8 Hz) referente ao
acoplamento de H17 com o hidrogénio do grupo amida e com H16. Em relagdo aos
sinais dos hidrogénios presentes na parte alifatica do ndcleo tacrina, dois multipletos
em 3,05 ppm e 2,67 ppm referentes a H1 e a H4 e um multipleto em 1,92 ppm referente
a H2 e a H3 s&o observados.

Na Figura 13, em 7,92 ppm sao observados dois sinais sobrepostos, um
dubleto (J = 6,4 Hz) referente a H8 e um singleto referente a H5. H4 um dubleto em
7,62 ppm e em 6,44 ppm referente aos hidrogénios H20 e H19 do alceno conjugado.
A constante de acoplamento para os dois sinais é de 15,6 Hz, o que indica a
configuracdo E do composto. Entre 7,65 ppm e 7,32 ppm € observada uma
sobreposicao complexa de sinais referentes aos hidrogénios dos anéis aromaticos do
nacleo 4-etinilbenzenocinamamida. O sinal de H7 do nucleo tacrina é observado em
7,28 ppm como um duplo dubleto (J = 8,8 Hz, 2,0 Hz), por conta de seu acoplamento
com H8 e H5. Nesse mesmo deslocamento quimico, um singleto intenso é atribuido
ao hidrogénio do cloroférmio presente na amostra. O hidrogénio presente na funcao
amida gerou um singleto largo em 5,90 ppm. O hidrogénio da amina secundaria ndo

€ observado no espectro.
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Na Figura 14, é apresentado o espectro de RMNC (75 MHz, CDClz) do
composto 22b. Os seguintes sinais sdo observados (em ppm): 165,68 (C18); 159,38
(C4’a); 151,01 (C9); 147,90 (C5a); 139,97 (C20); 134,69 (C21); 134,10 (C6); 131,96
(C8); 131,64 (C5); 128,51 (C7); 128,40 (C22, C26); 127,67 (C23, C25); 127,34 (C30,
C34); 124,66 (C33, C31); 124,47 (C24); 124,24 (C32); 122,99 (C29); 121,49 (C19);
118,30 (C8'a); 115,59 (C9’a); 91,22 (C27); 89,09 (C28); 49,47 (C10); 39,73 (C17);
33,85 (C4); 31,72 (C1); 29,61 (C2, C3); 29,08 (C11); 26,72 (C16); 24,56 (C12); 22,91
(C15); 22,60 (C13, C14).

Figura 14. Espectro de RMN de 3C-APT (CDCls, 75 MHz) do composto (22b). a) ampliacdo entre 84 e 170 ppm;
b) ampliagdo entre 17 e 55 ppm.
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No espectro de infravermelho do composto 22b (Figura 15) sdo observadas,
principalmente, as bandas correspondentes as vibracdes de: a) deformacédo axial de
N-H de amida em 3341 cm; b) deformacédo axial de N-H de amina secundaria em
3284 cm*; c) deformacéo axial das ligacdes C-H de aroméaticos entre 3000 e 3100 cm-
1. d) deformacéo axial de C-H de alcanos entre 2850 e 3000 cm!; e) deformacéo axial

de C=0 de amidas em 1655 cm; f) deformagéo axial de C-Cl em 730 cm™.

Figura 15. Espectro de infravermelho do composto 22b em filme.
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5 CONCLUSOES

Foram  sintetizados hibridos contendo ndcleos tacrina e  4-
etinilbenzenocinamamida, unidos por uma cadeia espacadora metilénica. Para
obtencéo do ndcleo tacrina, foi empregada a reacao de Niementowski como estratégia
sintética. As aminas intermediarias foram obtidas por uma reag¢do de substituicdo
nucleofilica aromética com as diaminas. Para obtencdo do derivado do &cido
cinamico, foi utilizada a reacdo de Sonogashira, seguida de uma condensacao de
Knoevenagel com modificacdo de Doebner. Os hibridos foram entéo obtidos através
de um acoplamento entre a amina intermediaria e o derivado do acido cinamico com
bons rendimentos. Os hibridos foram caracterizados pelas técnicas de RMN?H,
RMN?3C e IV. Estes foram enviados ao Laboratério de Bioquimica de Proteinas e
Peptideos na Fundacdo Oswaldo Cruz - I0C (FioCruz), onde sera averiguada sua

poténcia frente a inibicdo das colinesterases.

6 PARTE EXPERIMENTAL

Todos os intermediarios e hibridos sintetizados foram caracterizados por
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (RMN!H). O ponto de fusdo dos
hibridos foi medido e estes também foram caracterizado por Ressonancia Magnética
Nuclear de Carbono (RMNC) e Espectroscopia no Infravermelho (1V).

6.1 EQUIPAMENTOS

Os pontos de fusdo foram determinados em tubos capilares de vidro abertos
em um equipamento Gehaka PF 1000. Os espectros de IV foram obtidos em um
espectrometro Varian 640-IR. As andlises de RMN de 'H e de 3C foram realizadas
nos espectrometros Varian VNMRS modelo INOVA, 300 MHz e Ascend 400 MHz.
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6.2 MATERIAIS E METODOS

6.2.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear

As amostras foram analisadas em uma solucéo de cloroférmio deuterado ou
dimetilsulféxido deuterado. O tempo de relaxacdo em ambas as analises foi de 1,0
segundo. Os sinais sdo descritos em ordem decrescente de deslocamento quimico.
Os deslocamentos quimicos (0) sdo apresentados em partes por milhdo (ppm),
considerando o tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. As multiplicidades sao
representadas da seguinte forma: s = singleto, sl = singleto largo, d = dubleto, t =
tripleto, q = quarteto, dd = duplo dubleto, m = multipleto; o nimero de hidrogénios foi

deduzido da integral relativa e a constante de acoplamento (J) € dada em Hertz (Hz).

6.2.2 Espectroscopia no Infravermelho

Os compostos foram analisados em solucdo de diclorometano em um suporte
de ZnSe por meio da técnica de Refletancia Difusa com Transformada de Fourier
(DRIFT).

6.2.3 Solventes e Reagentes

Para a purificagcdo por cromatografia em coluna foi utilizada como fase
estacionaria silica gel 60 A (70-230 mesh) fornecida pela Acros. Na cromatografia por
camada delgada (CCD) utilizaram-se placas de aluminio com 0,2 mm de silica gel
60F-254 (Macherey-Nagel). A trietlamina P.A. utilizada na fase moével para
cromatografia foi fornecida pela Aldrich e os demais solventes P.A., utilizados nas
reacoes e nas purificacdes, pela Nuclear.
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6.3 PROCEDIMENTOS

6.3.1 Procedimento para a Preparacao da 6,9-dicloro-1,2,3,4-tetraidroacridina (3)

Em um baldo equipado com agitador magnético, foram adicionados a
cicloexanona (1) (0,708 g, 7,2 mmol) e o acido 4-cloro-2-aminobenzéico (2) (1,300 g,
7,6 mmol). Em seguida foi adicionado o POCIs (4,0 mL, 43,3 mmol) sob atmosfera
inerte e a 0°C. Apos o sistema foi conectado a um condensador de refluxo e a reagéo
foi aquecida a 115°C durante 3 horas sob atmosfera inerte. Ao final do tempo, o POCl3
foi removido sob alto vacuo até que sobrasse apenas uma pasta escura. Essa pasta
foi dissolvida em CH2Cl2 e levou-se o pH até 10 com uma solu¢do de NaHCO3 10%.
Em seguida, as fases foram separadas, a fase organica foi lavada com agua destilada
e seca com Na2SO4 anidro e o solvente foi evaporado. Purificagdo por cromatografia
em coluna, utilizando CH2Cl2 como eluente.

O composto 3 foi obtido como um sélido amarelo (79% de rendimento); RMN
1H (400 MHz, CDCls) &: 8,09 (d, J = 12,0 Hz, 1H); 7,97 (d, J= 2,4 Hz, 1H); 7,47 (dd, J
=12,0, 2,8 Hz, 1H); 3,11 (t, J = 6,4 Hz, 2H); 3,00 (t, J = 6,4 Hz, 2H); 2,02 — 1,87 (m,
4H).

6.3.2 Procedimento Geral para a Preparacédo das 6-cloro-9-alquilamino-1,2,3,4-
tetraidroacridinas (13a-b)

Em um baldo equipado com agitador magnético e condensador de refluxo,
foram adicionados o composto (3) (0,330 g, 1,3 mmol), a diamina (1,123 g, 7,8 mmol)
(12) e o iodeto de potéssio (0,031 g, 0,19 mmol). Em seguida, adicionou-se o0 n-
pentanol (5 mL) e a mistura foi deixada a temperatura de 160 °C e agitacdo durante
18 horas. Ao fim da reagdo, removeu-se 0 solvente sob alto vacuo. O produto bruto
foi dissolvido em CH2Cl2 e lavado uma vez com uma solug¢do aquosa de NaOH 10%
e duas vezes com agua. Em seguida a fase organica foi seca com Na2SOa e 0 solvente
removido. A purificacao foi realizada por cromatografia em coluna utilizando uma
mistura de CHCIs : MeOH : NH40H (93 : 6,5 : 0,5) como eluente.
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6.3.2.1 N!-(6-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina-9-il)heptano-1,7-diamina (13a)

Oleo amarelo (62% de rendimento); RMN tH (400 MHz, CDCls) &: 7,91 (d, 1H);
7,90 (s, 1H); 7,26 (dd, J = 9,0 Hz, 2 Hz, 1H); 3,94 (s, 1H); 3,48 (t, J= 7,1 Hz, 2H); 3,06
(m, 2H); 2,73 - 2,60 (m, 4H); 1,92 (m, J = 3,4 Hz, 4H); 1,80 - 1,60 (m, 2H); 1,48 — 1,23
(m, 8H).

6.3.2.2 N1-(6-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina-9-il)octano-1,8-diamina (13b)

Oleo amarelo (69% de rendimento); RMN tH (400 MHz, CDCls) &: 7,91 (d, J =
12,0 Hz, 1H); 7,90 (s, 1H); 7,26 (dd, J = 9,0 Hz, 2,0 Hz, 1H); 4,17 (s, 1H); 3,49 (t, J =
7,2 Hz, 2H); 3,04 (m, 2H); 2,74 — 2,57 (m, 4H); 1,93 (m, J = 3,6 Hz, 4H); 1,81 (s, 2H);
1,72 - 1,56 (m, 2H); 1,51 — 1,17 (m, 8H).

6.3.3 Preparacdo do Composto Intermediario 4-(feniletinil)benzaldeido (19)

Em um baldo de Schlenck de 50 mL, previamente flambado e sob atmosfera
inerte, foram adicionados a trietilamina seca (15 mL), o 4-bromobenzaldeido (18)
(1,196 g, 6,46 mmol) e o alcino (17) (1,07 mL, 9,70 mmol). A mistura foi agitada por
20 minutos e entéo foram acrescentados o Cul (0,006 g, 3,2 x 102 mmol), PPhs (0,038
g, 1,40 x 102 mmol) e o catalisador [PdCl2(PPhs)2] (0,020 g, 2,91 x 10> mmol, 0,4 mol
%). A reacdo permaneceu sob refluxo por 48 horas. Ap6s o término da reacéo, a
mistura foi resfriada a temperatura ambiente e a solucéo foi filtrada sob celite e lavada
com CHzCl2. O filtrado foi lavado com uma solugéo saturada de NH4ClI (2 x 50 mL) e
agua (2 x 50 mL). A fase orgéanica foi seca com Na2SOa4 e o solvente foi evaporado.
A purificacao foi realizada por recristalizacdo em hexano.

O produto 19 foi obtido como um sélido marrom-avermelhado (70% de
rendimento); RMN *H (400 MHz, CDCIs) &: 10,04 (s, 1H); 7,94 — 7,85 (m, 2H); 7,74 —
7,66 (m, 2H); 7,62 — 7,55 (m, 2H); 7.44 — 7,36 (m, 3H).
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6.3.4 Preparacéo do Acido (E)-3-(4-(feniletinil)fenil)acrilico (21)

Em um baldo adaptado com condensador de refluxo foram adicionados o
aldeido 19 (0,450 g, 2,17 mmol), a piridina (1 mL, 12,4 mmol) e a piperidina (16 pL,
0,16 mmol). Apds a mistura solubilizar, foi adicionado o &cido malénico (20) (0,498 g,
4,79 mmol) e a reacdo permaneceu sob agitacdo a 85°C por 6 horas. A reacao foi
resfriada a temperatura ambiente e foi adicionado HCI 10% até pH neutro. O
precipitado amarelado é filtrado e recristalizado em etanol.

O produto 21 foi obtido como um sélido amarelado brilhoso (72% de
rendimento); RMN 'H (400 MHz, DMSO) &: 7,76 (d, J = 8,3 Hz, 2H); 7,68 — 7,55 (m,
5H); 7,50 — 7,42 (m, 3H); 6,60 (d, J = 16,1 Hz, 1H).

6.3.5 Procedimento Geral para a Preparacdo dos Hibridos Tacrina-4-

etinilbenzenocinamamida (22a-b)

Em um baldo contendo um agitador magnético foram adicionados o derivado
do acido cinamico (21) (0,101 g, 0,407 mmol) e os agentes de acoplamento EDC
(0,078 g, 0,407 mmol) e HOBt (0,055 g, 0,0407 mmol), os quais foram dissolvidos em
1,4 mL de CH2Cl2 anidro e deixados sob agitacdo durante 5 minutos sob atmosfera
inerte. Apods foi adicionada a amina intermediaria (13) (0,201 g, 0,556 mmol) dissolvida
em 0,5 mL de CH2Cl2 anidro. A reacdo foi deixada sob agitacdo em temperatura
ambiente durante 48 horas. Ao final do tempo, a reacao foi finalizada com 0,2 mL de
agua e seca com Na2SO4 anidro. Decorrido esse processo, o solvente foi evaporado
e o produto bruto purificado por cromatografia em coluna utilizando uma mistura de
hexano, acetato de etila e trietlamina na proporcdo de 80:19:1, aumentando a
polaridade até 0:99:1.

6.3.5.1 (E)-N-(7-((6-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina-9-il)Jamino)heptil)-3-(4-
(feniletinil)fenil)acrilamida (22a)

Solido amarelado (65% de rendimento); ponto de fusao: 59 °C; RMN *H (400
MHz, CDCls) &: 7,90 (d, J = 6,6 Hz, 1H); 7,89 (s, 1H); 7,60 (d, J = 15,6 Hz, 1H); 7,56 —
7,41 (m, 6H); 7,39 — 7,31 (m, 3H); 7,25 (dd, J = 9,0, 2,4 Hz, 1H); 6,42 (d, J = 15,6 Hz,
1H); 5,92 (s, 1H); 3,48 (t, J = 7,2 Hz, 2H); 3,36 (q, J = 6,8 Hz, 2H); 3,02 (m, 2H); 2,65
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(m, 2H); 2,13 (s, 1H); 1,95 — 1,85 (m, 4H); 1,69 — 1,60 (m, 2H); 1,58 — 1,46 (m, 2H);
1,43 — 1,29 (m, 6H); RMN 22C (101 MHz, CDCl3) &: 165,67; 159,59; 150,87; 148,17;
140,10; 134,65; 134,01; 131,99; 131,66; 128,53; 128,41; 127,70; 127,57; 124,62;
124,53; 124,25; 122,99; 121,36; 118,44; 115,80; 91,25; 89,08; 49,50; 39,69; 34,04;
31,70; 29,57; 28,92; 26,74; 26,73; 24,59; 22,94; 22,66.

6.3.5.2 (E)-N-(8-((6-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridina-9-il)Jamino)octil)-3-(4-

(feniletinil)fenil)acrilamida (22b)

Sélido amarelado (62% de rendimento); ponto de fusdo: 54 °C; *H NMR (400
MHz, CDCls) 3: 7,91 (d, J = 6,4 Hz, 1H); 7,90 (s, 1H); 7,60 (d, J = 15,6 Hz, 1H); 7,56 —
7,42 (m, 6H); 7,40 — 7,30 (m, 3H); 7,28 (dd, J = 8,8, 2,0 Hz, 1H); 6,42 (d, J = 15,6 Hz,
1H); 5,90 (s, 1H); 3,48 (t, J = 7,2 Hz, 2H); 3,36 (g, J = 6,8 Hz, 2H); 3,03 (m, 2H); 2,66
(m, 2H); 1,96 — 1,84 (m, 4H); 1,70 — 1,59 (m, 2H); 1,58 — 1,47 (m, 2H); 1,42 — 1,23 (m,
8H); RMN 13C (75 MHz, CDCls) & 165,68; 159,38; 151,01; 139,97; 134,69; 134,10;
131,96; 131,64; 128,51; 128,40; 127,67; 127,34; 124,66; 124,47; 124,24; 122,99;
121,49; 118,30; 115,59; 91,22; 89,09; 49,47; 39,73; 33,85; 31,72; 29,61, 29,08; 26,72;
24,56; 22,91; 22,60.
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