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RESUMO

A doenca de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa muito comum, sendo considerada
a forma mais comum de deméncia. Dados da ONU indicam que devido ao aumento previsto da
expectativa de vida da populacdo mundial, o aumento do nimero de pessoas com deméncia
crescera, atingindo 82 milhGes em 2030 e 152 milhdes em 2050, portanto a DA é considerada
um problema de salde publica importante.

O conhecimento dos distdrbios tem levado ao desenvolvimento de farmacos com efeitos
sintomaéticos, os inibidores de colinesterases, aprovados em muitos paises. Porém estes farmacos
atuam apenas no estado comportamental e avangos da pesquisa na patogénese de DA também
tém levado a prototipos potenciais modificadores da doenca, como 0s complexantes de metais,
que se encontram em fase clinica.

Outra abordagem crescente para a DA sdo o0s compostos terandsticos, que conciliam
propriedades terapéuticas e diagnosticas, se apresentando em um Unico agente, com o objetivo de
otimizar a eficacia da terapéutica medicamentosa.

Dentro do universo de compostos que possam atuar como sensores para diagndstico, as
cumarinas se mostram um excelente protdtipo de terandstico devido as propriedades de
luminescéncia e ao grande numero de atividades farmacoldgicas com viés de tratamento para a
DA.

Neste contexto o objetivo deste trabalho compreendeu o planejamento de cumarinas
fluorescentes hibridas, que possuissem potencial aplicacdo como teranosticos para DA através da
inibicdo da AChE e complexacdo a metais. Duas séries de cumarinas foram sintetizadas e
caracterizadas. A primeira série de compostos (CCM), visando a avaliacdo das propriedades de
fluorescéncia e de complexacdo das cumarinas propostas, foi sintetizada por dois protocolos de
sintese distintos: um térmico e outro por irradiagdo micro-ondas, que elevou os rendimentos e a
reducdo de 23h no tempo reacional. Cinco compostos foram selecionados e sua caracterizacéo
fotofisica em metanol e agua foi realizada, mostrando comportamentos diferenciados de acordo
com a polaridade do meio. Adicionalmente, conforme o planejado, dois compostos mostraram a
capacidade de atuar como sonda de Zn?*, sendo que o derividado de semicarbazona se mostrou
util como sonda de fluorescéncia também em meio aquoso.

A segunda série (HM), planejada com a hibridacdo entre o farmacéforo para inibicdo da AChE
(piperidina) e complexacdo ao Zn** (semicarbazida) foi sintetizada em 4 etapas reacionais, e 0s
compostos hibridos apresentaram excelentes valores de atividade inibitéria frente a AChE
(12,94nM-128,28nM) bem préximos ao farmaco donepezil (6,55nM). Um dos hibridos ainda foi
avaliado quanto a capacidade de complexar a Zn** em H,O/MeOH, validando a proposta deste
trabalho de produzir hibridos moleculares que possam atuar como teranostico para DA.

PALAVRAS-CHAVE: Cumarina, fluorescéncia, hibridacéo.



ABSTRACT

Alzheimer's disease (AD) is a very common neurodegenerative disease and is considered the
most common form of dementia. Data from ONU indicate that due to the expected increase in
the life expectancy of the world's population, the increase in the number of people with dementia
will increase, reaching 82 million in 2030 and 152 million in 2050, so AD is considered a major
public health problem.

The Knowledge of disorders has led to development of drugs with symptomatic effects,
cholinesterase inhibitors, approved in many countries. However, these drugs only act in the
behavioral state and research advances in the pathogenesis of AD have also led to potential
disease-modifying prototypes, such as metal complexers, which are in the clinical phase.

Another increasing approach to AD is the theranostics compounds, which combine therapeutic
and diagnostic properties, presenting in a single agent, in order to optimize the efficacy of drug
therapy.

Within the universe of compounds that can act as sensors for diagnosis, coumarins proved to be
an excellent prototype of theranostic due to the luminescence properties and the large number of
pharmacological activities.

In this context, the objective of this work was to design hybrid fluorescence coumarins, which
has potential application as theranostic for AD through the inhibition of AChE and complexation
to metals. Two series of coumarins were synthesized and characterized. The first series of
compounds (CCM), aiming the evaluation of the fluorescence and complexation properties of
the coumarins proposed, was synthesized by two different synthetic protocols: conventional
heating and by microwave irradiation, which increased the yields and the reduction of 23h in
reaction time. Five compounds were selected and their photophysical characterization in
methanol and water was performed, showing different behaviors according to the polarity of the
medium. Additionally, as planned, some coumarins showed the ability to act as Zn?* probe, and
one of them, coumarin-semicarbazone, proved to be useful as fluorescence probe also in agueous
medium.

The second series (HM), planned with the hybridization between the pharmacophore for
inhibition AChE (piperidine) and complexation to Zn** (semicarbazide) was synthesized in 4
reaction steps, demonstrating excellent values of inhibitory activity (12.94nM-128.28nM), closed
to the available drug donepezil (6.55nM). One Hybrid was further evaluated for the ability to
complex Zn** in H20/MeOH, validating the proposal of this work to produce molecular hybrids
that could act as theranostic for AD.

KEY-WORDS: Coumarin, fluorescence, hybridization.
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LISTA DE SIMBOLOS E ABREVIATURAS

Abs- absorvancia

AchE- acetilcolinesterase

Ar- aromatico

Cl- conversdo intersistema

Clso- concentragdo necesséria para inibir 50% da atividade méxima (in vitro)
DMSO — dimetilsulféxido

DNA — &cido desoxirribonucleico

DP- Parkinson disease

E- energia

F- fluorescéncia

FC- Frank-Condon

FDA - Food and Drug Administration

Glso- concentracdo necessaria para inibir 50% da proliferacdo celular

h- constante de Planck (6,62607004 x 10 m? kg / s)

hAChE- acetilcolinesterase humana

H,SO;- &cido sulfarico

HOMO - orbital molecular ocupado de mais alta energia (highest occupied molecular orbital)
HSP — proteina de choque térmico (heat shock protein)

Hz- hertz

INCA — Instituto Nacional do Cancer

ISC- cruzamento intersistema (intersystem crossing)

IV - infravermelho

J - constante de acoplamento

LUMO - orbital molecular ndo ocupado de mais baixa energia (lowest unoccupied molecular
orbital)

MAO- monoaminoxidase

MeOH — metanol

M- micromolar

nm- nandmetros

nM- nano molar

N- normal



Nu — nucledfilo

P- fosforescéncia

PAL- fenilalanina amonia liase

P.f.- ponto de fuséo

pH- logaritmo negativo da concentragdo de HzO"

pKa — logaritmo negativo da constante de dissociacdo acida (Ka)
ppm — partes por milhao

QSAR- Relacéo estrutura-atividade (quantitative structure-activity relationship)
RMN - ressonancia magnética nuclear

RV- relaxagéo vibracional

Sp- estado singlete

SAR- Relacdo estrutura-atividade (structure-activity relationship)
T,- estado triplete

TMS — tetrametilsilano

UV- ultravioleta

®- rendimento quantico

®¢- rendimento quantico de fluorescéncia

A- comprimento de onda

v— frequéncia

y- gama
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1.INTRODUCAO
1.1.Histérico

Alois Alzheimer foi o primeiro pesquisador a descrever um quadro clinico de uma
doenca neurodegenerativa, em 3 de novembro de 1906, posteriormente denominada Doenca de
Alzheimer (DA) por Emil Kraepelin (KRAEPELIN, 1910). Alzheimer descreveu, neste Unico
caso, caracteristicas clinicas tipicas desta doenca como a presenca dos disturbios de memoria e
das imagens histopatoldgicas de corpos celulares do sistema nervoso central como a formacao de
feixes densos de fibrila e de placas amiloides, que atualmente sabemos sdo as principais

caracteristicas da doenga.

1.2.Epidemiologia e Fatores de Risco

Considerada atualmente como a forma mais comum de deméncia, a DA esta relacionada
a 60-70% dos casos. Entre os individuos com idade entre 60 e 64 anos a prevaléncia de deméncia
é inferior a 1%, mostrando um incremento exponencial com o aumento da idade, de modo que
em individuos com idade superior a 85 anos ou mais a incidéncia esta entre 24% a 33% dos
pacientes. Mesmo com dados representativos escassos, estima-se que cerca de 60% dos pacientes
mundiais com deméncia vivam em paises em desenvolvimento. A DA € muito comum e,
portanto, € um problema de saude publica importante. Dados recentes indicam que devido ao
aumento previsto da expectativa de vida, o nimero total de pessoas com deméncia aumente até
atingir 82 milhdes em 2030 e 152 milhdes em 2050 (OMS, 2018).

1.3.Patogénese

As lesdes caracteristicas da DA sdo a ocorréncia de placas senis ou neuriticas e
emaranhados neurofibrilares, nas estruturas do lobo temporal medial e areas corticais do cérebro,
juntamente com a degeneracdo dos neurdnios e das sinapses. Muitos mecanismos patogénicos
gue estdo envolvidos nessas mudancas estdo sendo estudados, incluindo a hiperfosforicdo da
proteina tau com a formacéo de emaranhados fibrilares, a agregacdo A com o desenvolvimento
e a deposicdo de placas, disfuncdo neurovascular, além de outros mecanismos, tais como
processos inflamatorios, estresse oxidativo, alteragdes do ciclo celular e disfungdo mitocondrial
(BLENNOW et al., 2006).

O peptideo AP ¢ um fragmento de proteina gerado a partir de uma proteina precursora de
amiloide (PPA) (LAU et al., 2002). A PPA parece exercer papel importante na facilitacdo do
crescimento neuronal, na sobrevivéncia da célula e na regulacdo da atividade da proteina GO,

além de sua reconhecida funcdo de adesdo entre células e entre os neurdnios e a matriz cerebral
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(DOU et al., 2003). Em um cérebro saudavel, estes fragmentos de peptideo AP sdo degradados ¢
eliminados. Entretanto, na DA os fragmentos se acumulam para formar placas insolGveis de
peptideos AP (LAU et al., 2002).

Outra caracteristica da DA é a presenca de filamentos neurofibrilares insoltveis que estao
associados a proteina tau (PTau). Sugere-se que a formacdo destes filamentos seja resultante da
ativagdo anormal de cinases essenciais, como MAP e GSK-3. Em condig¢Ges normais, a PTau
auxilia o crescimento dos microtibulos, sendo necessaria para estabilizad-los nos axodnios
(EVANS et al., 2016). Na DA, no entanto, a PTau torna-se hiperfosforilada e desnaturada, o que
resulta na sua dissociacdo dos microtbulos, seguida da formacdo de filamentos neurofibrilares
que se agregam e depositam. Assim, estes agregados podem agir como barreiras fisicas aos
microtabulos, prejudicando o transporte de substancias importantes entre os neurénios (EVANS
et al., 2006).

Todo esse processo de deposicdo de fibrilas, seguido de dano e morte celular, leva a
neuroinflamacdo que ativa os astrocitos e microglias que sdo encontrados em grandes
quantidades préximos aos neurdnios. As microglias representam a primeira linha de defesa
contra patdgenos e danos cerebrais. Em caso de doencas neurodegenerativas, as micrdglias se
tornam ativadas, circundam células danificadas e mortas e as removem. As placas AP sdo
potentes ativadores das micrdglias, na presenca destas placas, estas células liberam uma
variedade de mediadores pré-inflamatérios, como citosinas, espécies reativas de oxigénio,
fatores de complemento, espécies de radicais livres e O6xido nitrico, os quais podem contribuir
para disfuncdo e morte neuronal. Os astrocitos sdo importantes para a fagocitose, remocdo e
degradacao de placas AB. No entanto, em condigdes de estresse oxidativo, o papel dos astrocitos
pode ndo ser benéfico, pois uma vez acumulados em sitios de placas AP, estes estimulam a
liberacdo de mediadores pro-inflamatdrios, causando um prolongamento da neuroinflamacéo e
contribuindo para a neurotoxicidade, criando um ciclo vicioso entre fagocitose e morte celular
(ANSAR et al., 2007).

Estes eventos ocorrem majoritariamente em regides especificas do cérebro, como o
cortex cerebral, o hipocampo, o cortex entorrinal e o estriado ventral, as quais sdo responsaveis
pelas fungdes cognitivas (WHITESELL et al., 2005), o que acaba levando aos principais
sintomas da DA como perda de memoria, da linguagem, da razdo e da habilidade de cuidar de si
proprio.



A comparacdo entre um cérebro normal e apds considerdvel degeneracdo celular em
estagio avancado da DA evidencia o encolhimento do cortex cerebral, danificando regides
envolvidas com o pensamento e a memoria. Este encolhimento é principalmente grave no
hipocampo, uma regido do cortex responsavel pela formacéo de novas lembrangas. Ademais, 0s
ventriculos, que sdo espacos preenchidos por fluido dentro do cérebro se tornam maiores com a
progressao da doenca (figura 1) (ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2018).

cérebro cérebrocom

saudével/{(n_'.'.—-'~ ) Alzheimer
’ >
i b L__}J-- - --ventriculo
1|
. g L
b . A

---hipocampo

Figura 1. Representacdo da comparagdo de um cérebro em estado saudavel e um cérebro com
DA em estado avancado. Esta imagem mostra um corte transversal pela metade do cérebro (Adaptado de
alzheimer’s association, 2018).

1.4. Tratamento

O conhecimento dos distarbios de neurotransmissores na DA tem levado ao
desenvolvimento de farmacos com efeitos sintomaticos, que sdo aprovados em muitos paises.
Estes farmacos atuam sobre o estado comportamental do paciente, mas ndo necessariamente na
cura da doenca. Avancos da pesquisa na patogénese molecular da DA também tém levado a
novos farmacos como potenciais modificadores da doenca, que agora vém sendo utilizados em
ensaios clinicos como os inibidores da agregagdo de placas AP, anti-inflamatorios, complexantes
de metais, inibidores das monoaminoxidases e antioxidantes (FALCO et al., 2016, FERRI et al.,
2005).

1.4.1. Tratamentos Sintomaticos
1.4.1.1. Os inibidores da acetilcolinesterase (AChEi)

A hipotese colinérgica da DA afirma que a degeneracdo dos neurdnios colinérgicos nos
nucleos do prosencéfalo basal provoca disturbios nos terminais colinérgicos pré-sinapticos no
hipocampo e no neocortex, que sao regides de extrema importancia para distdrbios de memoria e
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outros sintomas cognitivos (TERRY E BUCCAFUSCO, 2003). Como resultado da
neurodegenaracdo, a atividade de neurbnios colinérgicos, aqueles que utilizam o
neurotransmissor acetilcolina (ACh), € reduzida. Uma abordagem terapéutica para melhorar a
neurotransmissao colinérgica é aumentar a disponibilidade de ACh pela inibicdo da AChE, a
enzima que degrada a acetilcolina na fenda sinéptica (FERRI et al., 2005).

A acetilcolina (AChE) é sintetizada pela colina acetiltransferase (ChAT) a partir da acdo
da colina e da acetil CoA. Esta entdo é englobada pela vesicula sindptica e entdo liberada na
fenda sinaptica, onde é rapidamente metabolizada pela acetilcolinesterase (AChE), gerando
como produtos um ion acetato e uma molécula de colina. Posteriormente, a molécula de colina é
transportada de volta ao neurbnico colinérgico pelos terminais axonais através de um
transportador especifico dependente de Na* (transportador de colina), sendo utilizada para a

sintese de uma nova molécula de ACh (figura 2).

Receptor >
colinérgico 4

Lommmmmmm o Acetato Acetilcolinesterase (AChE) Célula
poés-sinaptica

Figura 2. Representacdo do ciclo da acetilcolina nos neurdnios (Adaptado de Arquivo Bioqui,
2018). (a) colina acetiltransferase (ChAT); (b) acetilcolinesterase (AChE); (c) transportador de
colina.

Os inibidores da AChE donepezil (4), galantamina (5) e rivastigmina (6) foram
aprovados para uso clinico na DA (Figura 3). Galantamina (5) e donepezil (4) s&o inibidores
seletivos da AChE, enquanto que a rivastigmina (6) inibe a AChE e também a

buturilcolinesterase (BuChE) com afinidades semelhantes.
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Figura 3. Estruturas dos farmacos inibidores da AChE utilizados no tratamento da DA.
1.4.1.2. Os inibidores da butirilcolinesterase (BuChE-i)

Estudos indicam que inibidores seletivos da butirilcolinesterase (BuChE-is) elevam os
niveis extracelulares de ACh no cérebro melhorando o desempenho cognitivo em roedores
(HARTMANN et al., 2007) sem os classicos efeitos colaterais adversos dos inibidores de
acetilcolinesterase seletivos (AChE-is) ou pouco seletivos, tais como nausea e vdmito. O
donepezil (4) é o Unico produto comercial que € um inibidor seletivo da AChE enquanto que
tanto rivastigmina quanto a galantamina sdo inibidores ndo seletivos. Assim sendo, todos os

produtos comerciais produzem os efeitos colaterais adversos descritos acima.

1.4.2. Tratamento com Efeitos Potencialmente Modificadores da Doenca

1.4.2.1. Inibidores da formacé&o da placa p-amiloide

O peptideo B-amildide € um dos componentes principais das placas senis e emaranhados
fibrilares que constituem uma das caracteristicas neuro histopatolégica da DA. Uma
superproducdo de peptideo AP e sua posterior deposicdo em placas amildides insoluveis em
regides especificas do cérebro, como o cértex cerebral e o hipocampo, responsaveis pelas
funcdes cognitivas (NALIVAEVA e TURNER, 2013), podem representar a rota patoldgica
chave desta doenca. Assim, o peptideo AP tornou-se um dos alvos principais para o
desenvolvimento de terapias eficazes (GONG et al., 2003).

O peptideo Ap ¢é gerado a partir da clivagem enzimatica sequencial da proteina
precursora de amiloide (PPA). Embora ndo se conheca a principal funcdo fisiolégica da PPA,
acredita-se que a mesma exerca um importante papel no desenvolvimento cerebral, na
plasticidade sindptica e na memdria (NALIVAEVA e TURNER, 2013). O mecanismo de

clivagem proteolitica da PPA pode ocorrer por duas vias, a via ndo amiloidogénica e a
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amiloidogénica. Em 1992 Hardy e Higgins propuseram a sequéncia de eventos denominada
“hipdtese de cascata amildide”, a qual postula que o peptideo AP e os produtos de clivagem da
PPA possuem neurotoxicidade e podem gerar a producdo de placas senis, resultando em morte
celular (HARDY e HIGGINS, 1992). Segundo essa hipotese, duas secretases, a 3-secretase e a y-
secretase, clivam a PPA em diferentes lugares, originando fragmentos de peptideo AP de
diferentes tamanhos, principalmente com 40 e 42 residuos (LEVY et al., 1990; CHEIGNON et
al., 2017). Embora o fragmento de ApB1.40 Seja 0 mais comum, atualmente considera-se que 0
fragmento Ap1.42, mais hidrofdébico, possua maior potencial amiloidogénico, apesar de ambos
serem capazes de agregar e originar fibrilas e placas insoliveis (CHEIGNON et al., 2017). Em
cérebros saudaveis o peptideo AP também é produzido, mas sofre uma degradacdo proteolitica
por proteases degradantes de peptideo AB (ABDPs), que sdo responsaveis por regular os niveis
de peptideo AB no cérebro (figura 4), evidenciando a existéncia de um desbalan¢o nesse
processo natural no paciente com DA (SAIDO e LEISSRING, 2012).
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Figura 4. Formacao dos peptideos A seguida do seu acumulo, levando a formacdo das placas AS
insolGveis em cérebros portadores da DA (Adaptado de CHEIGNON et al., 2017).

A estratégia de inibicao da agregagao do peptideo AP e/ou de formas toxicas geradas pela
mesma, seja pela intercalagdo dos peptideos, inibicdo da AChE, ou complexacdo a metais, tem
emergido como uma terapia modificadora de doenga vélida para a DA (ESTRADA e SOTO,
2007).

placas amiloides insohiveis



1.4.2.1.1. Intercalacao dos Peptideos p-amiloides

A regido de interagdo entre as proteinas AP ¢ de aproximadamente 20 nm?, 0 que é muito
maior do que a de uma micromolécula com a mesma proteina (3-10 nm?) (KESKIN et al., 2008).
Desta maneira, as micromoléculas que inibem a agregagdo B-amildide precisam ser planejadas
para se ligarem a importantes sub-regides, tais como a sequéncia hidrofobica central ABi¢—;
(KLVFFA) ou os fragmentos C-terminais do peptideo APs, (CTFs), a fim de fornecer
impedimento estérico suficiente e evitar a agregacdo (HAN e HE, 2018). Normalmente, com
esse intuito, sdo utilizados compostos com a presenca de anéis aromaticos ligados a uma
distancia entre 0,8 e 1,6 nm (8-16A) que afetam a fibrilagio por desfavorecer o empilhamento 7-
7 entre os peptideos AP durante a polimerizagdo (KEPP, 2012; REINKE e GESTWICKI, 2007).
Algumas moléculas orginicas possuem essas caracteristicas e sdo inibidoras da agregacdo -
amiloide tais como o corante organico vermelho do congo (7) e o produto natural curcumina (8)
(LEE et al., 2017).

NaO3S SO3Na O O
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vermelho do congo (7) curcumina (8)

Figura 5. Compostos usados como inibidores da agregacéo p-amiloide.

1.4.2.1.2. Inibicédo da AChE:

A despeito da funcédo descrita anteriormente, a AChE serve também como um importante
cofator para a agregacdo do peptideo AP, induzindo alteragcdes conformacionais e bioquimicas
em solucdo e acelerando sua fibrilogénese. Adicionalmente, os complexos AChE-AB exibem
uma neurotoxicidade consideravelmente maior em comparagdo com os peptideos AP livres
(QUINN, 1987; ALVAREZ et al., 1998). AChE associada ao peptideo AP também ¢ capaz de
acelerar sua agregacdo, levando a formacdo das fibrilas tipicas da DA, aumentando sua
neurotoxicidade (HAN e HE, 2018). Além disso, a atividade da AChE se encontra alterada no
cérebro e no sangue dos pacientes com Alzheimer, uma vez que sua associagdo as placas
amildides altera suas propriedades enzimaticas e farmacoldgicas, além de aumentar sua

resisténcia ao baixo pH, inibidores e excesso de substrato.



1.4.2.1.3. Quelantes de metais especificos

O desbalango homeostatico de biometais tais como aluminio, ferro, cobre e zinco no
cérebro, seus papeis na formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) e estresse oxidativo, e
suas interacbes com a placa AP (figura 6) levando a producdo de agregados toxicos, tém sido
demonstrado como fatores de grande contribuicdo para o desenvolvimento da patologia da DA.
Os ions de cobre e zinco sdo conhecidos por acelerar a agregacdo de peptideos AP levando a
formacéo de placas senis (FALLER et al., 2014). A complexacdo de metais (Cu, Fe e Zn) ao
peptideo AP e a toxicidade relacionada a este fendmeno estdo no centro da hipdtese metalica
(SAVELIEFF et al., 2013).

placas
amildides

y-secretase peptideo AB
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Deméncia

Figura 6. Formacdo de peptideos 3-amiloide pela clivagem da proteina precursora de amiloide (APP),
formac&o de nucleos fibrilares ou agregados AB induzidos por metais e sua evolugdo resultante em
neurodegeneracao (Adaptado de TOUGU et al.., 2011).

O aumento da concentracdo de metais esta também envolvido em processos inflamatorios
potencialmente associados com as doencas neurodegenerativas. Quelantes de metais podem
bloguear o estresse oxidativo relacionados com os metais, modular a formagdo de placas f-
amildides, ou de emaranhados neurofibrilares, bem como interferir com processos inflamatdrios.
Desta forma, a interrup¢do das interagdes peptideo AB-metal usando micromoléculas quelantes
planejadas adequadamente, tem sido uma area ativa de pesquisa. Nos Ultimos anos essa
estratégia levou ao desenvolvimento de moléculas que tém como alvo a complexacgdo ao Cu* e
Zn?* no complexo peptideo AB-Cu** ou AB-Zn**, modulando a toxicidade induzida por metais
(ROBERT et al., 2015).

Estas caracteristicas foram exploradas na sintese de quelantes derivados do clioguinol

(9), um derivado da 8-hidroxiquinolina, e seus analogos (10-12) capazes de passar pela barreira
hematoenceféalica, levando a identificacdo de diversos compostos quelantes de metais dotados de
atividade neuroprotetora - entre eles uma série de propargilaminas queladoras de ferro com ac6es
8



inibitdrias sobre as monoamino-oxidases A e B (MAO A e B) (figura 7) (AVRAMOVICH-
TIROSH et al., 2007).

X
7
N

A/

sitio quelante
de metais

Figura 7. Estruturas de compostos derivados de 8-hidroxiquinolina quelantes a metais e capazes de
passar pela barreira hematoencefalica.

1.4.3. Teranosticos na Doenca de Alzheimer

A cooperagdo estreita entre a farmacocinética/dinamica e disciplinas de imagem
molecular originou um novo ramo do conhecimento, os terandsticos. Este termo foi cunhado
para indicar que propriedades diagnosticas e terapéuticas se apresentavam concomitantes em um

unico agente, cujo o objetivo € otimizar a eficicia e seguranca da terapia medicamentosa.

Exemplos de terandsticos tém sido relatados na literatura no tratamento do céncer,
aterosclerose e neuropatias como o Alzheimer (STADERINI et al., 2013). Como descrito, a DA
apresenta depositos de placas neuriticas, compostas de fibrilas de peptideo Ap, e farmacos que
atuem inibindo sua formacdo sdo de grande utilidade. Entretanto, sua detec¢do precoce pode
prevenir o avango dos sintomas e a instalacdo da DA. Assim, compostos terandsticos que possam
detectar e inibir a formacgéo de placas Ap podem ser de grande utilidade (STADERINI et al.,
2013).

Técnicas como tomografia por emissdao de poésitrons (PET) e espectroscopia de
fluorescéncia sdo empregadas para detectar agregados fibrilares. A PET € cara e limitada pela
disponibilidade isotdpica nas sondas. Por outro lado, muitos marcadores por fluorescéncia in
vitro estdo disponiveis, como o Vermelho do Congo (7) e a TioflavinaT (13), mas que néo
puderam traduzir-se em ferramentas clinicas devido a sua baixa especificidade, incapacidade de

atravessar a barreira hematoencefélica e toxicidade.
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Figura 8. Estrutura quimica da TioflavinaT (ThT).

Portanto, ha uma busca crescente por sensores de fluorescéncia com propriedades
otimizadas que possam atuar como agentes terandsticos (STADERINI et al., 2013). Nesse
contexto as cumarinas se mostram como um excelente scaffold devido ao grande nimero de
atividades farmacologicas atribuidas a este nucleo, além da presenca constante, seja intrinseca ou

apos complexacdo a metais, de fluorescéncia nas mesmas (PEREIRA et al., 2018).

1.5. Cumarinas

As cumarinas séo heterociclos caracterizados como 1,2-benzopironas e compreendem um
grupo de produtos naturais encontrados na natureza em uma grande variedade de plantas
(KOSTOVA, 2006). O primeiro relato na literatura sobre o isolamento de cumarinas (figura 9)
foi feito por Vogel em 1820 a partir de plantas da espécie dipteryx odorata, popularmente
conhecida como cumaru. ApOs esse primeiro relato, muitos trabalhos foram publicados
demonstrando o isolamento e sintese de cumarinas e analogos a partir de outras plantas (SOUZA

etal., 2016).
5 4

6 10~ 3
(14)
7 90720
Figura 9. Estrutura quimica da cumarina.

As cumarinas compreendem uma importante classe de metabdlitos secundarios
amplamente distribuidos no reino vegetal e encontrados em diversas partes de plantas, tanto em
raizes como em flores e frutos. Diferentes espécies vegetais com habitos bastante diversificados
séo capazes de biossintetizar cumarinas, como arvores, arbustos e ervas (RIBEIRO E KAPLAN,
2002).

Um ndmero superior a 1300 cumarinas foram identificadas de fontes naturais,
especialmente de plantas verdes (HOULT; PAYA, 1996, p. 713). Porém, a biossintese de
cumarinas ndo esta restrita apenas a plantas, pois algumas espécies de fungos (Armillariella
tabescens, Fomitopsis officinalis) e bactérias (Streptomyces niveus, Escherichia coli) sdo capazes

de biossintetizar cumarinas (DEWICK 2002; COSTA et al., 2016; YANG et al., 2015).
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1.5.1. Biogénese

A principal via de biossintese de cumarinas ocorre pela rota do acido chiquimico, via
acido cindmico, atraves do metabolismo da fenilalanina (esquema 1). Nesta via, a L-fenilalanina
sofre desaminacdo pela enzima fenilalanina aménio liase (PAL), produzindo o &cido trans-
cindmico. Em seguida, ocorre orto/para hidroxilacdo do &acido trans-cinamico, realizada pelas
enzimas cinamato 2’-hidroxilase (C2’H) e cinamato 4’-hidroxilase (C4’H), respectivamente, que
geram o &cido 4-hidroxicinamico, 2-hidroxicinamico e 2,4-diidroxicinamico, respectivamente.
Apos a hidroxilagdo, os &cidos cinamicos sofrem isomerizacdo E/Z da dupla ligacdo da cadeia
lateral, seguida de lactonizacdo. A partir desta biossintese, podem ser obtidas cumarinas com
outros substituintes adicionais de oxigénio ao anel da umbeliferona (20), como, por exemplo, a
esculetina e scopoletina (esquema 1). A umbeliferona (20), esculetina (21) e scopoletina (22) sdo

as cumarinas mais comuns na natureza (PEREIRA et al., 2018).

(e}

OH
NH,

L-fenilalanila (15)

l PAL
. _COOH |somer|zagao Iactonlzagao
OH —>
COOH
OH

acido cinamico (16) acido o-hidroxicinamico (17) cumarina (14)
J C4'H

. _COOH |somer|zagao lactonizaca m
/@/\)A\OH - /@\/\/ mOOH

umbeliferona

acido p-hidroxicinamico (18) acido 2,4-diidroxicinamico (19) (7-OH-cumarina

J (20)
L, — OO

scopoletina (22) esculentina (21)
Esquema 1. Proposta da rota biossintética da cumarina e umbeliferona pela via do &cido chiquimico.
PAL (fenilalanila amdnia-liase); C2’H (cinamato 2’-hidroxilase); C4’H (cinamato 4’-hidroxilase)
(PEREIRA et al., 2018).
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As cumarinas possuem um importante efeito na fisiologia das plantas, atuando como
antioxidante e inibidor enzimatico. Essa classe de substancias esta envolvida no controle do
crescimento das plantas, na respiracdo, fotossintese e na defesa contra infecgdes (KOSTOVA,
2006).

As interessantes propriedades bioldgicas das cumarinas fizeram com que esta classe de
compostos despertassem a atencdo para a sintese organica (MEDINA et al., 2015), a qual
possibilitaria a obtencdo dos compostos conhecidos em maior escala e a obtencdo de novos

derivados com aplicacGes bioldgicas e industriais.

1.5.2. Sintese de cumarinas simples
1.5.2.1 Reacdo de Perkin

A histdria da sintese de cumarinas comecou em meados do século XX com a descoberta
da famosa sintese por Perkin. As metodologias classicas para obtencdo de cumarinas sao

classificadas em reacdes de Perkin, Pechmann e Knoevenagel.

A reacdo de Perkin consiste na obtencdo de cumarinas pela condensacdo aldélica de um
aldeido orto (-OH) substituido (23) e um anidrido acético (24), em presenca de um sal basico
(esquema 2) (MURRAY, 1995).

o)
O O N
H NaOA
I e O
OH o~ -0
(23) (24) (14)

Esquema 2. Reagéo de Perkin.

Uma sintese de uma grande diversidade estrutural de cumarinas via reagdo de Perkin e
mediada por um agente de acoplamento (T3P) foi reportada na literatura com bons rendimentos
reacionais. O protocolo de sintese emprega, além do agente de acoplamento, salicilaldeidos ou 2-
hidroxiarilcetonas e derivados de &cido acético, dando acesso a uma grande variedade de
cumarinas substituidas. O protocolo de reacdo utiliza condic6es reacionais brandas e € capaz de

tolerar grupos funcionais com maior sensibilidade (AUGUSTINE et al., 2012).
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1.5.2.2. Reagéo de Pechmann

A reacdo de Pechmann consiste na obtencdo de cumarinas (27) a partir da condensacao
de fendis (25) com B-cetoesteres (26), em presenca de catalise acida (esquema 3). Esse protocolo
de sintese foi amplamente utilizado para obtencdo de cumarinas com propositos bioldgicos e de
interesse industrial (SYMEONIDIS et al., 2009). Muitos esforcos foram feitos para otimizagédo
dos parametros reacionais com o0 objetivo de aumentar os rendimentos e reduzir o tempo de
reacdo. A utilizaco de micro-ondas reacional e suporte sélido como catalise foram otimizagdes
realizadas com sucesso em muitos casos (LAUFER et al., 2003; FRERE et al., 2001).

R4
O O
H* N R3
R/©\OH ' R“Mo/\ - m
! R, R; o~ o
(25) (26) (27)

Esquema 3. Reagdo de Pechmann.

Um exemplo classico de cumarina amplamente empregada na literatura é a umbeliferona
(7-OH-cumarina) (20), que é tradicionalmente sintetizada pela condensacdo de Pechmann
(esquema 4) (SANCHEZ et al.,2009). A metodologia de sintese tradicional deste composto
utiliza resorcinol, acido mélico (28), &cido sulfurico como catalisador e etanol como solvente em
alta temperatura (90-120°), por aproximadamente 2-4 horas (BULUT E ERK, 1996). No entanto,
Symeonidis e colaboradores sintetizaram um grande numero de cumarinas com bons
rendimentos reacionais, na grande maioria dos casos, utilizando micro-ondas reacional e em
auséncia de solvente (SYMEONIDIS et al., 2009).

i T i i /©\ Mw /@\/1
OH *+ H — +
HOM S0 o oA o OH 30seg HO o No
28) © (29) (30) (20)

Esquema 4. Sintese da umbeliferona.

A reacdo ocorre basicamente em duas etapas: Na primeira etapa o acido mélico (28)
reage com o &cido sulfurico e gera acido formilacético (29) in situ, que na etapa seguinte atuara
como eletrofilo. A producdo de &cido formilacético (29) gera liberagdo de H,O e CO. Na etapa
seguinte o acido formilacético sofre ataque nucleofilico do resorcinol (30) gerando a
umbeliferona (31) (PEREIRA et al., 2018).
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1.5.2.3 Reacao de Knoevenagel

A reacdo de Knoevenagel consiste na condensacdo de aldeidos com metilenos ativados
em presenca de um catalisador levemente basico como amdnia, ou em alguns casos combinacdes
de acidos carboxilicos ou de Lewis com aminas (esquema 5). Um grande nimero de derivados
cumarinicos foram sintetizadas por esta metodologia, principalmente derivados substituidos na
posicdo R; e R7 (TRKOVNIK E IVEZI, 2000; PEREIRA et. al., 2016).

O
| o O o Rs
+ /\OJ\/U\R /©\/I
3 Base R o X0
R, OH 7

(31) (32) (33)
Esquema 5. Reacdo de Knoevenagel.

A sintese do produto natural Isofraxidin (7-hidroxi-6,8-dimetoxicumarina) foi produzida
por Rouessac e Leclerc a partir de um aldeido aromatico (siringaldeido) e acido de Meldrum em
presenca de um 4acido de Lewis (ZnO), promovendo a reacdo de Knoevenagel. O acido
carboxilico formado sofreu descarboxilacdo em presenca de Cobre (ROUESSAC e LECLERC,
1993).

Maggi e colaboradores propuseram a sintese do acido cumarino-3-carboxilico por meio
de uma reacdo de condensacdo de Knoevenagel, utilizando salicilaldeido e o acido de Meldrum e
empregando agua como solvente (MAGGI et al., 2001). A abordagem em quimica verde
apresentou melhores resultados utilizando o aquecimento convencional com rendimentos
reacionais de até 97% em comparacao a utilizacdo de um reator micro-ondas dedicado (10-30%)
(CUNHA et al., 2015).

Com o avanco dos métodos de sintese e da quimica medicinal, cada vez mais 0s quimicos
medicinais utilizam técnicas de desenvolvimento racional de farmacos, como o bioisosterismo, a
hibridacdo molecular e a relacdo estrutura-atividade (QSAR) em modificacbes estruturais do

nucleo cumarinico, com finalidades terapéuticas (BORGES et al., 2005).

1.5.3 Propriedades farmacoldgicas das cumarinas

As cumarinas possuem grande contribuicdo na prevencao e tratamento de doencas devido

a capacidade de exercer interagdes ndo covalentes (ligagdo de hidrogénio, interacoes
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eletrostaticas, coordenacdo a metais, interacbes de Van de Waals etc.) com muitos sitios de
interacdo no organismo, possuindo um amplo espectro de atividades biologicas como
anticoagulante, antioxidante, anticancer, antimicrobiana e antineurodegenerativa (PEREIRA et
al., 2018).

A Figura 10 exibe algumas estruturas de derivados cumarinicos que j& foram clinicamente
utilizados. Por exemplo, a Warfarina e a Fenprocumona sdo farmacos ja registrados tanto pela
ANVISA quanto pela FDA e sdo usados como agentes anticoagulantes principalmente no
tratamento e prevencao de doencas tromboembolicas (FDA, 2018; ANVISA, 2018).

O novobiocin (41), também registrado pela FDA, é um 7-O-glicosideo-cumarina de
grande destaque. Esta molécula apresenta atividade antibidtica por ser um potente inibidor da
DNA girase bacteriana e € isolada a partir da bactéria Streptomyces niveus (SANDHU et al.,
2014), alem disso, o novobiocin foi identificado como o primeiro inibidor C-terminal Hsp90
junto a clorobiocina, a coumermicina, e outros derivados cumarinicos para uso cOmMo
antitumorais (MARCU et al., 2000).
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Figura 10. Derivados de cumarinas usados clinicamente (SANDHU et al., 2014). O nlcleo

cumarinico esta destacado em azul.
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1.5.3.1 Cumarinas como agentes terapéuticos na DA

Na literatura, ndo sdo poucos 0s casos de uso das cumarinas com vieis de tratamento da
DA. O derivado de cumarina Ensaculina (42) ¢ um conhecido inibidor de AChE, testado em
fases clinicas na forma de cloridrato. Modificagcdes estruturais no composto 42 geraram o
composto 43 com promissora atividade inibitoria para AChE (Clso = 4,5 uM) em relagdo ao
padrdo donepezil (1) (Clsp = 0,11 uM) (ZHOU et al., 2008). Estudos posteriores sugeriram que a
presenca de fenilpiperazina na posi¢do C-4 da cumarina exerce uma contribuicdo positiva para a
atividade biologica e que a distancia entre o nitrogénio da piperazina e o carbono carboxilico da
cumarina é um fator importante a ser considerado. A presenca do anel piperazina se mostrou

importante devido a interacdo do atomo de nitrogénio com o sitio catalitico da AChE (PENG et

al., 2013).
)
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Figura 11. Cumarinas inibidoras de AChE com substituintes feniol-piperazina.

Os sais de amdnio quaternario 44 e 45 apresentaram potentes atividades inibitorias frente
a AChE, com valores de Clspde 2,1 e 1,0 nM, respectivamente. Ambos 0s compostos apresentam
alta afinidade e seletividade para AChE. A impressionante afinidade para AChE € resultante da
forte interacdo com ambos os sitios dessa enzima, o periférico e o catalitico anidnico
(LEONETTI et al., 2008).

O derivado de cumarina funcionalizada com anel tetrazélico (46) demonstrou atividade
inibitoria de agregacdo de proteina B-amildide e os estudos comparativos demonstraram a
importancia das subunidades estruturais tetrazola e benzotiazola, resultando em aumento da
atividade inibitoria, sendo capaz de interromper o crescimento de agregagdo proteica em
maultiplos locais (SOTO-ORTEGA et al., 2011).
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Figura 12. Sais de amdnio quaternarios inibidores da AChE (44-45); Derivado tetrazola-benzotiazdlico
inibidor de agregacéo de proteina -amiloide (46).

Nos ultimos anos, muitos pesquisadores estdo direcionando esforgcos para a busca de
novos tratamentos para DA, e a utilizacdo da estratégia de maltiplos alvos terapéuticos em um
Unico composto prototipo estd se mostrando uma estratégia interessante para a descoberta de
novos candidos a farmacos (LEON et al., 2013; PISANI et al.,, 2011). Neste sentido,
Hamulakova e colaboradores propuseram um hibrido molecular (47) contendo uma conhecida
subunidade inibidora do sitio catalitico de AChE, a tetraidro-aminoacridina oriunda da tacrina, e
um bloco cumarinico que interage no sitio periférico de AChE. O derivado heterodimérico 47
apresentou atividade inibitoria para AChE 32 vezes maior que a tacrina, com Clso = 0,0154 pM
(HAMULAKOVA et al., 2014).

Xie e colaboradores sintetizaram uma serie de hibridos de tacrina-cumarina como
protétipos para o tratamento multifatorial da DA. A avaliacdo farmacoldgica foi feita frente a
AChE e a MAO, com maior seletividade para MAO-B. O composto 48 apresentou a maior
atividade inibitéria para MAO-B com Clsp = 0,24 uM e para hAChE com Clso = 16,1 nM (XIE et
al, 2015).

Lan e colaboradores propuseram a sintese de sais de amoénio quaternarios hibridos,
inspirados no trabalho de Xie et al., utilizando um nucleo cumarinico, reconhecido inibidor de
MAO-B, e um nucleo benzil-piridina que interage com a AChE no sitio catalitico (49). Os
derivados demonstraram seletividade para AChE, sendo que para dois derivados R= (3-F) e R=
(2-CH3), a atividade inibitoria foi de 24,9 e 25,9 nM, respectivamente, o que representou inibi¢ao

1,9 vezes superior ao padrao donepezil (LAN et al., 2017).
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Figura 13. Hibridos moleculares de cumarina com atividade frente a alvos envolvidos na DA.
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Além das bioatividades relacionadas as cumarinas, outra caracteristica importante destes
compostos é a emissdo de fluorescéncia que estas apresentam. Como dito anteriormente, essa
caracteristica pode ser explorada no planejamento de compostos teranosticos, no que diz respeito
a possibilidade de uso em diagnosticos. Desta forma, os proximos capitulos tratardo deste

fendmeno e algumas aplicacdes do mesmo na descoberta de cumarinas como sondas Oticas.

1.6 O Fenbmeno fotofisico da fluorescéncia e suas aplicacbes

1.6.1 Aspectos teoricos para o estudo fotofisico

Quando ocorre a interacdo de luz com a matéria, um grande nimero de processos
podem ocorrer. Caso ndo haja alteracdes estruturais na mesma, podemos considerar 0 processo
como fotofisico. Porém, em caso de alguma mudanca quimica ao final do processo, pode-se
considerar que ocorreu um processo fotoquimico. O entendimento da fotofisica e da fotoquimica
de um dado composto ou classe de compostos nos permite compreender e explorar vérias de suas
propriedades. Este entendimento passa pelo mapeamento das rotas de desativagdo dos estados
excitados, permitindo explorar as caracteristicas de interesse (ANSLYN e DOUGHERTY,
2006).

1.6.2 Radiacéo eletromagnética.

A energia da luz monocromatica (a de um comprimento de onda) é proporcional a
frequéncia (v), e inversamente proporcional ao comprimento de onda (A). Em outras palavras,
guanto maior o comprimento de onda, menor sera a energia. O comprimento de onda geralmente
é representado em nandmetros (10°), porém, outra forma de medida comum ¢é utilizar um
reciproco do comprimento de onda, v, geralmente mensurado em cm™ ou nimero de onda

(ANSLYN e DOUGHERTY, 2006).
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E=hvcomvems™eh=6.63x10% (Equagdo 1)

v=Clh (Equacéo 2)
A fotoquimica esta associada a excitacdo eletrnica, ou seja, a promoc¢éo de um elétron
de um orbital para outro orbital de nivel mais energético, permitindo a criacdo de um estado
eletronico excitado. A energia necessaria para essas transi¢des eletronicas esta na faixa do UV e

do espectro visivel (figura 14).
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Figura 14. Faixa da radiacdo eletromagnética (KHANACADEMY, 2017)

Os raios X fornecem uma quantidade de energia tdo elevada que possibilita a ejecédo
completa de elétrons de 4&tomos e moléculas. A medida que passamos da radiacdo UV/Vis para
comprimentos de onda mais longos, consequentemente para energias mais baixas, avan¢amos
para a radiacdo infravermelha, que excita as vibragfes nucleares (espectroscopia 1V); radiacao
micro-ondas excitam precessdes de elétrons em um campo magnético e alguns movimentos de
torcdo de energia mais baixos; ondas de radio excitam precessfes nucleares em campo
magnético (RMN). A energia na faixa do UV/Visivel esta dentro da faixa de energia capaz de

quebrar ligagdes simples, ndo a toa, a fotoquimica esté associada a essa faixa de radiacéo.

1.6.3 Fendmeno da absorcao.

A absorcéo de um foton de luz na faixa do UV/vis leva a um estado eletronico excitado
molecular. A molécula adquire um estado eletronicamente excitado quando um elétron é
promovido de um orbital ligante para um antiligante. Para a maioria dos compostos organicos o

orbital que perde o elétron é o HOMO ou um orbital préximo a ele em energia, enquanto que o
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orbital que recebe o elétron é o LUMO (figura 15). O estado eletrdnico excitado possui uma
superficie de energia potencial que pode ser completamente diferente e que dita as conformacgoes
moleculares e possiveis reacdes quimicas. Uma vez que existem muitos orbitais ligantes e
antiligantes em moléculas organicas simples, existe, em teoria, um grande nimero de possiveis
estados excitados e de superficies de energia correspondentes para cada molécula. No entanto,
normalmente apenas duas ou trés superficies de energia sdo consideradas para a discussdo
fotoquimica, j& que a energia na faixa do UV/vis acessa somente algumas transicoes eletrénicas
(ANSLYN e DOUGHERTY, 2006).

ket ]|

LUMO

HOMO ==

SEEEE Rk

Figura 15. Uma visédo simplista da excitacdo ( ANSLYN e DOUGHERTY, 2006).

Os processos fotoquimicos e fotofisicos iniciam no estado fundamental de uma
molécula. Na grande maioria das moléculas o estado fundamental é singlete (Sy), e de acordo
com a lei de Stark-Einstein, uma molécula absorve luz suficiente para produzir uma unica
transicdo eletronica, e a energia da luz absorvida deve combinar a diferenca de energia entre o
estado fundamental e algum estado excitado.

A transicdo eletrénica durante a absorcdo de Sy para S; é essencialmente instantanea,
ocorre entre 10 e 10 s. Nenhum processo em escala quimica pode competir com a absorcéo,
ja que apenas o movimento dos elétrons esta envolvido (ANSLYN e DOUGHERTY, 2006).

Experimentalmente, a eficiéncia da absorcdo é expressa pelo coeficiente de extingdo
molar, €, na lei de Lambert-Beer (equacdo 3). O quantificador log [lo/I], ou A, é denominado
densidade oOptica ou absorvancia da amostra. O coeficiente de extingdo molar é a maneira mais
conveniente de expressar a eficiéncia de absorcdo de luz e um gréfico de absor¢do em funcao do

comprimento de onda é denominado normalmente de espectro de UV/\vis.
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Log [lo/l] = A= ébc (Equacdo3d)
lo = intensidade de luz incidente
| = intensidade de luz transmitida
b = caminho oOptico (cm)
¢ = concentracdo (mol/L)

&= coeficiente de extingdo molar (L/mol.cm)

Quando um elétron é excitado de um orbital molecular = para um orbital =", existe
agora um elétron no orbital original =e um elétron no orbital =*. Essa transicdo eletronica é
chamada de transicdo n—n". Quando uma transicéo é proveniente de um orbital ndo-ligante (par
de elétrons (n)) para um orbital antiligante =", a transicdo é denominada transicdo n- ="

Um grupo funcional ou combinacgéo de grupos funcionais que absorvem luz na faixa do
UV/vis é denominado como cromoforo. Existem dois tipos gerais de croméforos, n—n" e n- ' e
que diferem em muitas caracteristicas (tabela 1). Quanto maior a extensdo de conjugacdo do

sistema t, maior sera o comprimento de onda de absorcéo do sistema n—m".

Tabela 1. Caracteristicas das transi¢des n—n"e n- ",

-1 n-m
“permitida” “proibida”
e>10° e<10°
Aumento de polaridade do solvente: aumento do Aumento de polaridade do solvente: reducdo

comprimento de onda (deslocamento do comprimento de onda (deslocamento

batocrémico) hipsocrémico)

Reac0es tipicas: Reac0es tipicas:
Rearranjo periciclico; cicloadi¢do/cicloeliminagdo Abstracdo de 4tomos; adigéo radicalar;

transferéncia de elétrons.

Em geral as transicdes n—n" (¢ > 10°) sdo mais intensas que as transicdes n- n* (
€< 10%) e empiricamente as transicbes m—n"e n- " podem ser distinguidas pela resposta
apresentada com a mudanca de polaridade do meio. O comprimento maximo de absor¢do (Amax),
assim como a intensidade de absorcdo, dependem do microambiente cromoforico. A solvatacéo
pode influenciar na energia das transi¢oes eletrdnicas e interacbes com receptores sintéticos ou
naturais, podendo também provocar outros tipos de alteracbes. Quando o deslocamento do

maximo de absorcdo € para menores e maiores comprimentos de onda, 0 mesmo é definido como
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hipsocrémico e batocromico, respectivamente. Quando a intensidade de absor¢cdo aumenta ou
diminui, o efeito na absor¢do é chamado de hipercrdmico e hipocrémico, respectivamente
(ANSLYN e DOUGHERTY, 2006).

1.6.4 Diagrama de Jablonski

O diagrama de Jablonski foi proposto pela primeira vez em 1935 e em um diagrama
tipico, os estados eletrénicos singlete sdo geralmente representados por So S; e S,. Os subniveis
denotados pelos nimeros quéanticos 0, 1, 2 representam 0s estados vibracionais, 0s quais sao
desativados por processos de relaxacéo vibracional (RV) (figura 16).
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Figura 16. Diagrama de Jablonski (adaptado de KUPLICH, 2007).

Uma molécula excitada assume um estado de maior instabilidade energética em relagdo
ao estado fundamental. Se a molécula ndo se rearranjar ou sofrer um processo quimico, ela
buscara perder energia para retornar ao estado fundamental (processo fisico). De fato, existe um
namero de diferentes possibilidades fisicas para a ‘“desexcitagdo™, onde alguns processos
poderdo ser mais favorecidos, dependendo do tipo de molécula e da natureza dos estados
excitados envolvidos. Esses caminhos sdo caracterizados por velocidades muito rapidas, e sao
comumente classificados em trés categorias principais (GILBERT e BAGGOTT, 1991).

o Processos radiativos: envolvendo a “desexcitacdo” por emisséo do excedente de energia
sob a forma de radiac&o eletromagnética pela molécula excitada;

o Processos ndo-radiativos: onde os elétrons inicialmente em estados excitados séo
transferidos a outros estados de menor energia, sem que haja emissdo de radiacdo

eletromagnética
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o Processos de supressdo: onde a energia é transferida para outra espécie (aceptor)

Os processos radiativos sdo geralmente classificados como fendmenos de
luminescéncia, que é formalmente dividida em duas categorias: fluorescéncia e fosforescéncia,
dependendo da natureza do estado excitado. Em estados excitados singlete, o elétron que foi
excitado, preserva a multiplicidade do estado fundamental. Assim, seu retorno ao estado
fundamental tende a ocorrer rapidamente pela emissdo de um foton. Esse processo é chamado de
fluorescéncia e seu tempo de vida é tipicamente da ordem de 1-10° ns (TURRO, 1991;
LAKOWICZ, 1999).

Ja a fosforescéncia € a emissdo da luz a partir de estados triplete excitados, onde o
elétron no estado excitado muda de multiplicidade de spin, e passa a ter 0 mesmo spin do elétron
remanescente no estado fundamental. Isto leva a transi¢cdes com velocidades lentas e com tempos
de vida que podem variar de milisegundos a segundos (LAKOWICZ, 1999).

E importante ressaltar que tanto a fluorescéncia quanto a fosforescéncia (levando-se em
conta que o povoamento dos estados triplete ocorre pelo ISC (cruzamento intersistema) a partir
do estado S;) ocorrem usualmente a partir do estado S;. Isso porque a desativacdo de estados
singlete superiores (S,, Ss, etc) até S; ocorre usualmente por via ndo-radiativa (conversao
interna) e € extremamente rapida (TURRO, 1991; LAKOWICZ, 1999).

1.6.5 Fluorescéncia

As moléculas que exibem fluorescéncia sdo, ou possuem alguma subunidade estrutural
denominada fluoréforo, andlogo ao termo croméforo, presente em moléculas que absorvem luz
na faixa do UV/vis. Na maioria dos casos, 0s espectros de fluorescéncia sdo observados em
maiores comprimentos de onda (menor energia) que o espectro de absor¢do e ambos exibem uma
relacdo de imagem espelhada. (ANSLYN e DOUGHERTY, 2006).

O espectro de fluorescéncia € obtido pela irradiacdo da amostra em comprimentos de
onda onde a molécula absorve luz, normalmente se irradia no comprimento de onda de maxima
absorcdo (Amax), para obtencdo do espectro de emissdo com méxima intensidade. Os
instrumentos utilizados para mensurar os espectros de emisséo (relacdo comprimento de onda
pela intensidade de emissdo) sdo denominados de fluorimetros ou espectrofluorimetros (figura
17) (ANSLYN e DOUGHERTY, 2006).
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Figura 17. Representacdo simplista da detecgdo da fluorescéncia.

A intensidade de luz emitida (l) € relacionada com o caminho 6ptico (b), a
concentracdo do fluordforo (c), e o rendimento quéntico de fluorescéncia (®;) em cada
comprimento de onda. No entanto, devido ao fluoréforo primeiramente absorver um féton de
luz, existe uma dependéncia da luz emitida apds a irradiacdo inicial (lp) e do coeficiente de
extincdo molar de absorcéo do fluoréforo (g). Estes parametros podem ser representados por uma

equacao similar a equacdo de Lambert Beer para fluorescéncia (equacao 4).
le = 2.3l € Osbc (Equagéo 4)

A diferenca entre 0 maximo da banda de absor¢do, com maior comprimento de onda, e
0 maximo da banda de emissdo, com menor comprimento de onda, é chamado de deslocamento
de Stokes (figura 18) e fornece informacGes sobre as mudancgas na geometria molecular apés a
excitacdo e a influéncia exercida pelo meio solvente. Quanto maior o deslocamento de Stokes,
maior serd a diferenga da geometria molecular entre as superficies do estado fundamental e do
estado excitado (ANSLYN e DOUGHERTY, 2006).

Deslocamento de
Stokes

Intensidade relativa

100 450 500 550 600 650

Comprimento de onda (nm)

Figura 18. Sobreposicdo dos espectros de absorcdo (cinza) e de emissdo (laranja) da
fluoresceina (Adaptado de ANSLYN e DOUGHERTY, 2006).
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A fluorescéncia é um processo rapido que exibe constante K; na faixa de 10%-10° s,
fornecendo tempo de vida de fluorescéncia, ou tempo de vida radiativo, (1/ks = t5) na faixa de 10°
8.10° s. A fluorescéncia é uma técnica altamente sensivel ao meio. Muitos fluoréforos sofrem
grandes deslocamentos no espectro de emisséo e no tempo de vida em resposta a mudanca de
solvente. Esse efeito é conhecido como efeito solvatocrdmico e possui muitas aplicacOes.
Compostos que sofrem efeito solvatocrémico (figura 19) podem ser utilizados como sondas de

polaridade em microambientes celulares, por exemplo:

CF;
x Solvente Apax (€missdo nm)
Ciclohexano 455
N o~ o Agua 549
(50)

Figura 19. Efeito solvatocrdmico sobre a cumarina 50.

1.6.5.1 Rendimento Quantico de fluorescéncia

O rendimento quéntico de fluorescéncia € um indicador que avalia a eficiéncia entre os
fotons que foram absorvidos e os que foram emitidos por uma determinada molécula, e pode ser

determinado principalmente de duas maneiras:

o Esfera de integracdo: A medida com esfera de integracdo utiliza superficies espalhadoras
de luz e solvente (branco) para calibrar o sistema detector/excitacao.

o Utilizando padrdo conhecido: E a principal metodologia utilizada e requer o uso de um
padrdo fluorescente cujas propriedades do espectro de emissdo estejam intimamente relacionadas
com a espécie desconhecida, ou seja, em faixas de emissdes semelhantes (EATON et al., 1988).
A relacdo matematica entre padrdo e amostra é dada pela equacdo 5, onde o subscrito p refere-se
ao padrdo utilizado, A e Ap sdo respectivamente as absor¢des da amostra e do padrdo nos
respectivos comprimentos de onda de excitacdo, F é a &rea sob a curva de emissdo e n o indice
de refragdo do solvente onde se encontra a amostra (n, é indice de refracdo do solvente do
padréo) (BECKER E MACANITA, 1994).

@ = @, (A,Fn’/ AF,n,) (Equagéo 5)

A escolha do padrdo segue geralmente a analise da regido onde a espécie em estudo

emite (tabela 2) (BECKER E MACANITA, 1994).
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Tabela 2. Caracteristicas de alguns padrdes utilizados na literatura para determinar rendimentos
quanticos de fluorescéncia (adaptado de BECKER E MACANITA, 1994).

Regido Composto Solvente of

270 —300 nm Benzeno Ciclohexano 0.005 £ 0.02
300 —380 nm Triptofano H,O (pH 7.2) 0.14 £0.02
300 — 400 nm Naftaleno Ciclohexano 0.23+0.02
315 - 480 nm 2-aminopiridinio H,SO, 1N 0.6 +£0.05
360 —480 nm Antraceno Etanol 0.27 +0.03
400 — 500 nm 9,10-difenilantraceno Ciclohexano 0.9 +£0.02
400 — 600 nm Bissulfato de quinino H,SO4 1IN 0.546
600 — 650 nm Rodamina 101 Etanol 1.0+0.02
600 — 650 nm Violeta cresila Metanol 0.54 +£0.03

1.6.6 A fluorescéncia aplicada ao desenvolvimento de sondas Gpticas

Nos ultimos anos ocorreu um aumento significativo no uso da espectroscopia de
fluorescéncia em sistemas bioquimicos. Esta técnica pode ser usada para determinar a sequéncia
de DNA do genoma e para descobrir novos compostos a uma velocidade sem precedentes.
Devido a alta sensibilidade de deteccao por fluorescéncia, somado a dificuldade e o alto custo de
manipulacdo de substdncias radioativas, existe uma tendéncia crescente na utilizacdo da
fluorescéncia como técnica analitica. Como exemplo, no campo da medicina, 0s imunoensaios
enzimaticos (ELISA) e os imunoensaios de polarizacdo de fluorescéncia, tornaram-se testes de
diagnostico padrdo. Em biologia celular, o movimento e localizacdo das substancias

intracelulares sdo monitorados por microscopia de fluorescéncia (LAKOWICZ, 1999).

As sondas de fluorescéncia sdo fundamentais para a aplicagdo da espectroscopia de
fluorescéncia. As propriedades espectrais das sondas determinam as informagdes que podem ser
obtidas nos experimentos, determina o comprimento de onda e a resolucdo do tempo de
instrumentacdo. Muitas sondas de fluorescéncia estdo disponiveis para diversos fins nas ciéncias
bioldgicas, e suas subunidades fluorescentes (fluoréforos) podem ser grosseiramente divididos
em duas classes principais, intrinsecos (ocorrem naturalmente) e extrinsecos (LAKOWICZ,

1999).
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Podem ser considerados fluoroforos intrinsecos alguns aminoacidos aromaticos, como
o triptofano (51), flavinas e clorofila. Dentro dessa categoria, também pode ser incluida a GFP
(Green fluorescent protein), devido a sua propriedade fluorescente intrinseca. Os fluoroforos
extrinsecos sdo, em geral, mas ndo exclusivamente, pequenas moléculas organicas que sdo
adicionadas a amostras para conferir fluorescéncia quando nédo existe, ou alterar as propriedades
espectrais da amostra. Entre as principais classes de fluoréforos utilizadas estdo a fluoresceina
(52), rodamina (53), cianina (54) e cumarinas (20, 50) (figura 20) (LAKOWICZ, 1999).

l COOH
@’N m
+ R1 O (50)

Ry= O R,=OH (52) R4 e R, = alquil ou aril (54) R4 = alquil ou heteroatomo

1 . _
1 Ry= NEt2, R,= NEt, (53) X = heteroatomo ou -C(CHs), R, = OH ou NEt2

Figura 20. Algumas classes de fluor6foros conhecidos.

1.6.6.1 Cumarinas aplicadas como sondas Opticas de metais

Como dito anteriormente, os ions de cobre e zinco sdo conhecidos por acelerar a
agregacdo de peptideos AP levando a formagdo de placas senis e estdo no centro da hipotese
metalica. Assim, a complexacdo de metais como Cu** e Zn** poderia ser utilizada tanto na
terapéutica da DA, assim como na deteccdo de possiveis depdsitos desses metais em pacientes

com esta doenca, o que pode ser Gtil como uma ferramenta de diagnostico.

1.6.6.1.1 Cumarinas como sondas de cobre

O Cobre é o terceiro metal de transicdo em maior quantidade no organismo e desempenha
uma série de funcdes essenciais em muitos sistemas biologicos (ALPAT et al, 2007). Esse metal
é encontrado em uma série de proteinas e como um cofator em uma variedade de metaloenzimas
(ZHANG et al., 2013). Ademais, Cu®* pode ser tolerado por humanos em concentracdes
relativamente grandes, porém sua deficiéncia e seu excesso podem levar a complicagdes no
corpo humano (TUTULEA-ANASTASIU et al., 2013).

Recentemente, You e colaboradores descreveram um derivado de cumarina (55) capaz de
se complexar e detectar seletivamente Cu?* com baixo limite deteccio em solucdo de

4gua/acetonitrila. Devido a propriedade paramagnética, Cu®* tem a propriedade de causar o
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quench da emissdo de fluorescéncia do ligante, conferindo um estado ndo-fluorescente (turn-off)
ao complexo formado. Além de atil como agente de complexacdo, o complexo final formado
demonstrou alta seletividade para deteccdo de Histidina e biotiois em células vivas e foi aplicada
para a deteccédo de histidina em células (figura 21) (YOU et al., 2014).

@ {é:—‘ —_— -
®
@ -Cu® < = His “ = His-Cu?*-His

(c)
O H N~ |
Oy
Et,N o o
(55)

Figura 21. (a) mecanismo envolvido na atuacdo da sonda (55). (b) Absorcéao celular de 55 sem a
presenca de Cu?* (c) em presenca de cobre (10 uM) em células de glioblastoma humano US7MG
(Adaptado de You et al., 2014)

Helal e colaboradores desenvolveram um derivado de tiazolo-cumarina (56) como
sonda fluorimétrica e colorimética para Cu®* (figura 22). Apds ensaios de complexacéo frente a
diversos metais, 0 grupo comprovou que a nova sonda era altamente seletiva para supressédo da
emissdo por fluorescéncia somente para Cu®*. A emissdo pode ser retomada apds adicdo do
agente quelante EDTA, em um mecanismo do tipo turn “ON-OFF” (HELAL et al.,2011).
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Figura 22. (a) Derivado de cumarina como sonda de Cu®*. (b) Mudancas colorimétricas observadas em
solucdo agua/DMSO de 56a (20uM) apds adicdo de 10 eq. de cétions. (c) Mudancas fluorimétricas
observadas em solugdo agua/DMSO de 56a (20uM) apds adicdo de 10 eq. de cétions (Adaptado de
HELAL et al, 2011).

1.6.6.1.2 Cumarinas como sondas de zinco

O zinco é o segundo metal de transicdo em maior abundancia no corpo humano e é
considerado indispenséavel para os organismos vivos (HENS et al., 2014). Zn®* exerce influéncia
em muitos processos celulares, incluindo proliferacdo, diferenciacdo, apoptose, transcricao,
transmissdo de sinais neurais e polimerizacdo de microtubulos (XU et al., 2011). Alteracdes na
concentracdo de zinco podem estar relacionadas a desordens neuronais, podendo levar ao risco

de doengas neurodegenerativas, como DA e Parkinson (FANG et al. 2013).

Buscando derivados cumarinicos capazes de identificar Zn’* em solugdo, Wu e
colaboradores reportaram um derivado de cumarina-hidrazona (57a) ndo-fluorescente e que
contem um sitio de complexagdo a metais. O composto 57a ndo exibe emisséo por fluorescéncia
devido & isomerizacéo da ligagdo C=N no estado excitado, no entanto, apés adicdo de Zn**
restrices da isomerizagdo e conformacdo da molécula, observou-se aumento significativo da

emissdo por fluorescéncia (WU et al., 2007).
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Figura 23. Derivado de cumarina como sonda de Zn** (Adaptado de WU et al., 2007).

Outro derivado de cumarina (58c) descrito na literatura por Wu e colaboradores pode
atuar como sonda de fluorescéncia altamente seletiva para Zn?* em solucdo aquosa. O
mecanismo de detec¢do é também baseado no controle da isomerizacdo C=N em solucdo.
Experimentalmente, foi possivel observar que a incorporacdo do grupamento metila em 58c
promoveu aumento significativo da seletividade para deteccdo de Zn®* em relacdo a 58a.
Ademais, 0 novo sensor foi utilizado em ensaio de imagem intracelular para detecdo de Zn*" em

células HepG2 demonstrando boa funcionalidade (WU et al., 2012).
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Figura 24. (A) Derivados de cumarinas como sondas de Zn**. (B) (a)lmagem confocal de celulas HepG2.
(b) celulas incubadas com 58¢ (20mM) em CH;CN/H,O tampéo, pH 7.4 por 10 min. (c) incubacéo de
Zn(CIO,) (0.1 mM) por 6 min. (d) por 15 min (Adaptado de Wu et al., 2012).

2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

O objetivo geral deste trabalho compreende o planejamento de cumarinas fluorescentes
hibridas, que possam eventualmente ser Uteis no tratamento e deteccdo da DA, a sintese, total
caracterizagdo estrutural e de fluorescéncia através de técnicas espectroscopicas, avaliagdo como
complexante de metais e avaliagdo da atividade farmacoldgica destes compostos.

2.2 Objetivo especifico

e Planejamento estrutural dos compostos cumarinicos fluorescentes hibridos;
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e Sintese e purificacdo dos derivados de cumarinas planejados;

e Caracterizacdo por métodos espectroscopicos de infravermelho, ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio e carbono (RMN de *H e de *C) e espectrometria de massa 0s

produtos sintetizados;

e Realizacdo de avaliacdo fotofisica dos compostos sintetizados e sua respectiva atuacdo

como sonda de fluorescéncia;

e Avaliagdo quanto a capacidade dos compostos planejados complexarem metais

envolvidos com a DA;

e Realizacdo de avaliacdo farmacologica frente & inibicdo de acetilcolinesterase dos

compostos planejados.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Planejamento estrutural dos compostos cumarinicos

O planejamento estrutural dos compostos cumarinicos foi dividida em duas partes:

Na primeira, foram planejadas as cumarinas-(tio)semicarbazonas ou cumarinas-N-
acilidrazonas (série CCM, 59a-i), visando a obtencdo de compostos com possivel fluorescéncia
oriunda do nucleo cumarinico e atividade complexante de metais, conforme representado no
Esquema 6. A presenga da base de Schiff nos novos derivados de cumarina possibilita a
formacdo de um sitio de complexacdo a metais bi ou tridentado. Os substituintes em R foram
escolhidos de modo a se variar as propriedades fisico-quimicas dos compostos e também a
modular a reatividade sobre o sitio de complexacdo e sobre as caracteristicas fotofisicas dos
compostos. Foram escolhidos grupos doadores e aceptores de ligacdo hidrogénio, polares e
doadores e retiradores de elétrons. Ligado diretamente a posi¢do C-7 da cumarina, foi planejado
0 uso do substituinte: -OH, visando estudar o efeito da transferéncia interna de carga exercida
por esse substituinte. Finalmente, na posicdo X, temos os substituintes oxigénio e enxofre, com
intuito de verificar a influéncia e reatividade desses atomos frente a diferentes metais, uma vez

que as caracteristicas eletrdnicas sdo bastante distintas.
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A segunda parte do planejamento partiu do principio de que os compostos (série CCM,
59a-1) apresentariam capacidade de complexar metais e poderiam apresentar fluorescéncia. A
partir disto, planejou-se a hibridacdo molecular destes compostos iniciais com 61, que sao
cumarinas com reconhecida inibicdo da AChE (MONTANARI et al., 2016), originando a série
HM (60a-b). Vale destacar que a hibridacdo molecular € uma estratégia de planejamento racional
de novos ligantes ou prototipos de farmacos que tem como base o reconhecimento de
subunidades farmacofdricas na estrutura molecular de dois ou mais conhecidos derivados
bioativos, que por meio de uma fusdo adequada, pode gerar estruturas hibridas que mantenham

as caracteristicas farmacoldgicas dos protétipos originais (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

A hibridacéo escolhida nesta série HM foi do tipo dimérica, onde os farmacdforos das
atividades pretendidas sdo unidos por espacadores alquilicos. Os inibidores da AChE ficam
localizados no interior de uma fenda, onde se encontra o sitio catalitico. Esta fenda, no entanto,
possui espaco suficiente para se explorar espagadores como 0s propostos nesta hibridacéo, o que

valida o uso desta estratégia.
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Esquema 6. Planejamento estrutural dos compostos cumarinicos a partir da hibridagdo molecular das 7-

hidroxi-cumarinas com os farmacoforos responsaveis pela inibi¢do da AChE oriundos de IC.

3.2 Planejamento sintético da série CCM (59a-i)

A sintese da primeira série dos compostos cumarincos N-acilidrazonas, semicarbazona e
tiosemicarbazona (59a-i), planejados como complexante de metais, foi baseada na analise
retrossintética ilustrada na figura 25. Na andlise retrossintética, através da desconexdo C=N
(etapa a), foi possivel identificar os precursores hidrazidicos (62a-i) e a 3-acetil-7-OH-cumarina
(63) como compostos-chave para a sintese da série CCM (59a-i), explorando uma condensacao
acido-catalisada. A partir de duas desconexdes C=C (etapa b) e C-O (etapa c), explorando uma
reacdo de Knovenagel seguida de ciclizacdo intramolecular, foi possivel identificar os reagentes
de partida, acetoacetato de etila (65) e 2,4-diidroxibenzaldeido (64) para a sintese do composto

3-acetil-7-OH-cumarina (63).
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Por sua vez, as hidrazidas (62c-i) tm como precursores seus ésteres correspondentes
(66¢-i) apos interconversdes de grupos funcionais (IGF) (etapa d), explorando a substitui¢do
nucleofilica a carbonila com hidrato de hidrazina.

Finalmente, os aldeidos (67c-h) foram identificados como materiais de partida para a
construcdo da série, apds IGF (etapa e), explorando reacfes de oxidacdo e esterificacao.
Ademais, a partir de duas desconexdes C-N (etapa f, g), explorando uma reacéo de condensacéo,
foi possivel identificar o nucleofilo 2-aminopiridina (68) e o eletréfilo 2-cloro-acetato de etila

(69) como reagentes de partida para a sintese da N-acilidrazona imidazolil[1,2-a]piridina (59 i).

Retrossintese das hidrazonas substituidas em R,
a) C=N d) IGF
adicao nucleofilica substituicdo
@ H a carbonlla nucleofilica O e
N §N’N\[(® ®J§N _NH, a carbonila @J}fo/CHa
X
HO o” O (63) c (62 c-i) (66 c-h)
(59 a) (CCM)  X=OouS b) C=C d) IGF e) IGF
c)C-0 substituicao oxidagao
reagdo de nucleofilica esterificacag
knovenagel a carbonila
O
H Q9 (0] i
H CMO/\ HsC /S ®J\H
HO OH ° 9l f ©
(64) (65) N " (esi) (67 c-h)
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O
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Figura 25. Andlise retrossintética para obtengdo da série planejada CCM (59a-i).

3.3 Sintese da 3-acetil-7-OH-cumarina (63)

A sintese da série CCM teve como inicio a obtencdo da 3-acetil-7-OH-cumarina (63) a
partir do 2,4-diidroxibenzaldeido (64) e acetoacetato de etila (65), com 64% de rendimento

reacional apos isolamento. Esta reacédo utiliza uma base organica como catalisador, etanol como
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solvente e passa por um mecanismo em duas etapas: uma do tipo Knoevenagel e em seguida uma
ciclizacdo intramolecular (PEREIRA et al., 2016).

O uso da base organica nesta reacdo se deve a necessidade de formacdo de um
carbanion como intermediario (72), o que acontece na primeira etapa do mecanismo. Em
seguida, este carbanion (72) atua como nuclet6filo na segunda etapa reacional, atacando a
carbonila do 4-OH-salicilaldeido (64) em uma reacdo de condensacdo alddlica. O uso da
piperidina se d&, pois a mesma atua desprotonando o hidrogénio do carbono alfa-carbonilico do
acetoacetato de etila na primeira etapa, assim como o fenol do salicilaldeido (64), levando ao seu
fendxido correspondente (74). Este fendxido, na etapa seguinte do mecanismo, participa de uma
reagdo de substituicdo nucleofilica acilica intramolecular com o éster oriundo do aceto acetato de
etila, seguida de uma desidratacdo que origina o nicleo cumarinico (63). A base normalmente é
utilizada em quantidades cataliticas, pois a mesma deve participar de todas as etapas do

mecanismo sendo sempre regenerada como demonstrado no esquema 7.
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Esquema 7. (a) - Esquema Reacional. (b) — Esquema de intermediérios de transi¢do proposto para a
formagé&o da 3-acetil-7-OH-cumarina.

A 3-acetil-7-OH-cumarina (63) foi caracterizada por RMN *H e *C e IV. A analise dos
espectros confirmou a formacédo do derivado cumarinico. A presenca de um sinal simpleto em &
8,57 ppm, com integracdo referente a um hidrogénio, correspondente ao hidrogénio H, da
cromenona, que € o principal indicativo da formacdo da ligacdo C=C que néo existia em nenhum
dos reagentes. O seu deslocamento para regifes de campo mais baixo é atribuida ao efeito
anisotropico criado pelos elétrons = do carbono sp?. O alto valor de deslocamento quimico para

um hidrogénio ligado a um carbono sp® pode ser explicado pelo efeito B carboxilico de
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desprotecdo causada pelo efeito mesomeérico entre a ligacdo dupla C=C e a carboxila do anel. O
deslocamento quimico no espectro de RMN *3C mostra um sinal referente a C;H em & 148,5
ppm. Adicionalmente, podemos destacar os sinais de hidrogénio aromatico Hg (6 6,84 ppm) e Hg
(6 6,73 ppm) em regido de maior blindagem, devido ao efeito da hidroxila em orto. O sinal
refente a CHs em & 2,54 ppm e a confirmacéo da presenca da carbonila de cetona em RMN **C
(6 195,1 ppm) (figura 26).

Curiosamente, o sinal referente a hidroxila fendlica ligada a C; ndo foi observado em
RMN *H (DMSO-ds). No entanto, no espectro de IV foi observada uma banda larga em 3448
cm’ (anexo), tipica de estiramento O-H em fendis.

O0H 8,57 ppm
5C 148,5 ppm
l O SH 2,54 ppm
v 3448 em” X
EH\o; o OA\SC195,12 ppm
(63)

Figura 26. Atribuicdo dos principais sinais dos compostos 3-acetil-7-hidroxi-cumarina (63) nos espectros
de RMN'He ®*Ce V.

3.4 Sintese dos Esteres

O emprego de metodologia ‘“one-pot”, descrita por Yamada e colaboradores, nos
permitiu obter os ésteres metilicos (66¢-h), em 83-92% de rendimento, diretamente a partir dos
precursores aldeidicos correspondentes (67c-h) (YAMADA et al.,, 1992). Apesar desta
metodologia, que explora o emprego sequencial de solu¢des metandlicas de iodo (I,) e hidréxido
de potassio (KOH) a 0 °C, ndo ter seu mecanismo completamente esclarecido, sabe-se que
envolve a oxidacdo dos intermediarios hemiacetais (76c-h) pelo acido hipoiodoso (HIO)
formado “in situ” (YAMADA et al., 1992) (esquema 8).
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Esquema 8. Esquema de intermedirios de esterificacdo dos aldeidos (56 c-h) proposto por Yamada

(1992).

No entanto, a oxidacdo descrita por Yamada ndo foi capaz de gerar o éster 66g, 0 para-

hidroxibenzoato de metila (669), a partir de seu aldeido correspondente (67g). Diferentemente

dos aldeidos 67c-f, h, a coloracdo acastanhada do meio reacional desaparecia quase que

instantaneamente na presenca de 67g, indicando o total consumo do I,, sem que houvesse

formacdo do éster 66g desejado. Uma possivel explicacdo reside na presenca da hidroxila

fenodlica em 67g que, segundo Omura (OMURA, 1984), em solucdo de metanol contendo

excesso de KOH pode gerar o fenolato correspondente (77) o qual é oxidado pelo I, ao radical
fenoxi (78) (OMURA, 1984) (esquema 9).
Desta forma, o éster 66g foi obtido a partir da metodologia de oxidacdo de aldeidos em

meio metandlico de cianeto de sddio na presenca de didxido de manganés descrito por Lai e
Anderson em 92% de rendimento (esquema 9) (LAl e ANDERSON, 1997).
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Esquema 9. Mecanismo de possivel formagdo do fenoxi radical (78) e reacdo de oxidagao de 569

descrita por Lai e Anderson (1997).

A obtencdo do 2-metilimidazo[1,2-a]piridino-3-ato de etila (66i) foi possivel através de
uma condensacdo regioseletiva da 2-aminopiridina (68) com 2-cloro-acetoacetato de etila (69)
em etanol a refluxo em 79% de rendimento (KAMINSKI et al., 1985; RIBEIRO et al., 1998)
(esquema 10). Este processo sintético ocorre inicialmente por substituicdo nucleofilica do &tomo
de cloro pelo heterodtomo do anel piridinico, formando o intermediario piridinium (79), um sal
estavel devido ao efeito de ressonancia da carga no anel aromatico que sofre subsequente
ciclizacdo mediada pela formacdo de uma imina-enamina (80) via uma adicdo nucleofilica
seletiva do grupo amina sobre a carbonila do grupo cetona (KAMINSKI et al., 1985) (esquema
10). Este mecanismo parece razoavel uma vez que estudos de RMN-'H tempo-dependentes
(SMAKULA HAND; PAUDLER, 1982), bem como célculos ab initio tedricos (FOSSEY et al.,

1981) suportam a substituicdo inicial do &tomo de cloro pelo nitrogénio piridinico.
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Esquema 10. Sintese e mecanismo de formacdo do 2-metilimidazo[1,2-a]piridino-3-ato de etila (66i).

3.5 Sintese dos intermediérios acilidrazinicos e obtencao das N-acilidrazonas-cumarinas.

Os derivados benzoilidrazinicos (62c-h) e imidazo[1,2-a]piridinilidrazinico (62i), eleitos

como precursores-chave na sintese das N-acilidrazonas (59c-i), puderam ser obtidos em

rendimentos de 78-91%, através da reagdo de substituicdo nucleofilica a carbonila dos ésteres

metilicos (66¢-h) pelo hidrato de hidrazina a 80%, a refluxo em etanol (esquema 11) (RIBEIRO

et al., 1998; LIMA et al., 2000). A comparacdo dos espectros de RMN-"H destes compostos

(62c-i) com os dados descritos por Ribeiro e Lima (RIBEIRO et al., 1998; LIMA et al., 2000),

permitiu-nos atribuir aos hidrogénios dos nitrogénios do grupamento hidrazida os dois sinais

singletos variando de § 9,96 - 9,62 (CO-NH-) e § 4,52 - 4,42 (-NH2) (esquema 11).
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Esquema 11. Reacdo de formag&o das hidrazidas chaves (62c-i).

Apbs a obtencdo dos intermediarios-chave (62c-i), as (tio)semicarbazonas (59a-b) e N-
acilidrazonas (59c-i) puderam ser sintetizadas através da condensacdo &cido catalisada de 3-
acetil-7-OH-cumarina (63) (1,0 eg.) com tiosemicarbazida (62a), semicarbazida cloridrato (62b)

e hidrazidas (62c-h) (1,05eq.) em etanol, utilizando &cido acético como catalise (tabela 3).

A sintese do primeiro bloco de compostos desejados 59a-i foi realizada a 80°C durante
24 horas, utilizando tubo selado de borosilicato reforcado para evitar a evaporagdo. Embora os
rendimentos reacionais tenham sido bons (70-88%), o monitoramento por cromatografia em
camada fina indicou que o consumo da cetona (63), de forma consideravel, somente foi

observado apds 24h.
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Tabela 3. Rendimento sintético e propriedades fisicas dos compostos sintetizados.
o X=SouO
X H
M ' ®kN/NH2 O\/XL\N’N Trc
HO o ° H AcOHcat HO o "0 x
(63) (62a-i) EtOH (59a-) X=SouO
O
NH (j ( j/ “CHs cl
s{ 2 NH,
X=S 59a x=ot{59b
@ X=0 59¢ X=0 59d X=0 59
(@) OH = N
> [ N
o N \
X=0 59f X=0 599 X=0 59h X=0 59i —
Estrutura Cadigo Rendimento (%) Pf.(°C)
59a 89 231
59b 88 225
H 59c 69 225
X, N
~ N j(® 59d 78 235
HO o X0 X 50¢ 87 255
59f 82 249
599 70 266
59h 83 290
59i 72 240

Com o objetivo de reduzir o tempo reacional para obtencdo dos compostos desejados
(59a-i), o protocolo de sintese utilizando micro-ondas reacional foi utilizado (tabela 4). De fato,
a sintese utilizando micro-ondas reacional se mostrou uma metodologia eficaz para obtencéo de
N-acilidrazonas a partir de cetonas simples, porém nunca fora testado com cetonas de cumarinas
(NASCIMENTO-JUNIOR et al., 2011).

A sintese em micro-ondas reacional (Biotage®) foi desenvolvida utilizando condicdes
similares a metodologia em refluxo, ou seja, 1 gota de acido acético em etanol a 80°C. Os
compostos 59a-b foram obtidos com excelentes rendimentos reacionais (92-93%), e em apenas
45 minutos. Nao foi observado tracos da cumarina de partida (63) nestas reacfes com a
semicarbazona e tiosemicarbazona. Entretanto, para a obtencdo das N-acilidrazonas (59c-i),
através do uso de hidrazidas (62c-i), ainda era possivel observar residuo do precursor (63) ao

final deste tempo. O aumento de temperatura foi entdo testado em tubo selado, no entanto, néo
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foram observadas diferencas com o aumento de temperatura para 100°C, enquanto a 150°C

foram observadas degradacGes dos reagentes.

Portanto, uma nova condigdo foi desenvolvida utilizando trés gotas de acido acético, ao
invés de apenas uma, com a reacdo a 80°C por 1 hora. Este conjunto de condi¢bes foi 0 mais
efetivo na obtencdo dos compostos desejados (59a-i), com rendimentos reacionais superiores e
reducdo do tempo reacional em 20 horas, em comparacdo ao aquecimento convencional (tabela
4).

Tabela 4. Otimizag&o da sintese dos compostos 59a-i.

Aquecimento convencional Microondas

Prod. | Tempo | Temp.(°C) | Rend.(%) | Tempo | Temp.(°C) | Rend.(%)
59a | 20h 80 89° 45 min 80 92°
59b | 20h 80 88" 45 min 80 932
59c | 24h 80 69° 1h 80/100 Nd*®
59¢ - - - 1h 150 Nd*®
59¢ - - - 1h 80 89’
59c | 24h 80 71° - - -
59d | 24h 80 78° 1h 80 95°
59e | 24h 80 87° 1h 80 98°
59f | 24h 80 82° 1h 80 93°
59g | 24h 80 70° 1h 80 97°
59h | 24h 80 83° 1h 80 74°
59h - - - 1.5h 80 85’
59i 24h 80 72 1h 80 82"

a: uma gota de AcOH; b: ndo determinado devido a presenca de reagentes; c: ndo determinado

devido a degradagdo; d: trés gotas de AcOH.

Em geral, as reacGes de condensacdo entre (tio)semicarbazidas ou hidrazidas e cetonas
s8o sujeitas a catalise &cida e 0 seu mecanismo esta exemplificado na figura 27. A primeira etapa
consiste na protonagdo da cetona, levando a formacgdo do ion oxodnio (83). Na segunda etapa,
ocorre um ataque nucleofilico da amina primaria da hidrazida (62a-i) a carbonila ativada,
gerando os intermediarios hemiaminais N-protonados (85). Essa etapa envolve um processo
bimolecular entropicamente desfavoravel (AS, < 0) e que, do ponto de vista entalpico, também
ndo favorece a formacdo esponténea dos produtos (figura 27) (COSTA et al., 2003). Como

consequéncia, a reacdo inversa (retroadi¢do nucleofilica) ocorre em velocidade competitiva com
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a adicdo nucleofilica, pois nessa etapa uma molécula neutra (derivado nitrogenado) funciona
como grupo abandonador (espécies neutras sdo excelentes grupos abandonadores) (COSTA et
al., 2003). Entretanto, a transferéncia rapida do préton do nitrogénio para o oxigénio (84-86), via
solvente, embora termodinamicamente desfavoravel (pois o nitrogénio é mais basico), permite a
eliminacdo subsequente de uma molécula de agua deslocando o equilibrio na direcdo da
formagé&o dos produtos (figura 27) (COSTA et al., 2003).

Dois ions iminicos podem ser formados (89) e (90), quando hidrazidas (62) sdo
utilizadas como nucleofilos (isdmeros geométricos) e a neutralizacao destes ocorre com perda do
hidrogénio ligado ao nitrogénio, levando a possivel formagdo de iminas diastereoisoméricas,
apresentando a configuracgéo relativa (E) (91) e (2) (92) (figura 27) (COSTA, et al., 2003). O
conjunto de funcbes amida e imina presente em N-acilidrazonas e (tio)semicarbazonas possibilita
a existéncia de conférmeros sin/antiperiplanar sobre a ligacdo amidica CO-NH (PALLA, et al.,
1986).

A anélise dos espectros de RMN 'H e *C dos compostos sintetizados (59a-i) permitiu
evidenciar para a maioria dos compostos a formacdo de um Unico diastereoisdmero devido a
presenca de apenas um Unico sinal simpleto, em todos os espectros de RMN *H, referente a
metila (N=C-CH3) ligada & imina, variando entre & 2,12 ¢ ¢ 2,32 (DMSO-dg) (anexo 1). Da
mesma forma, a observacdo dos espectros de ressonancia de '*C evidenciou a presenca de
somente um sinal referente ao carbono metilico variando entre & 15,90 a 6 16,97 (DMSO-ds)
(Anexo 1).

De acordo com dados descritos na literatura por Palla e colaboradores, baseados em
estudos de RMN de *H e *3C de N-acilidrazonas (PALLA et al., 1982; PALLA, GERARDO et
al., 1986), a condensacdo &cido catalisada de hidrazidas com aldeidos e cetonas leva a formacéo

preferencial de N-acilidrazonas com configuracao diastereocisomérica (E) (Figura 27).
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Figura 27. Mecanismo proposto para a formagéo de N-acilidrazona (Adaptado de COSTA et al., 2003)

Os resultados de analise estrutural demonstraram também uma diferenca de deslocamento
quimico entre os protons da tioamida no composto (59a) (figura 28). Segundo Casas e
colaboradores as tiosemicarbazonas apresentam grande deslocalizagdo eletronica e
comprimentos de ligagdo C-N-C (1,32-1,35 A) muito proximos aos observados para as duplas
ligagdes C=C (1,20A), enquanto na ligacio C-S (1,68 A) possui maior comprimento de ligago,
indicando que o atomo de enxofre permite maior envolvimento das duas ligacdes C-N durante a
deslocalizacdo eletronica (CASAS et al., 2000; TENORIO et al., 2005). Esse carater
parcialmente duplo da ligagdo C-N provoca uma rotacgéo restrita da ligagdo C-NH,, tornando,

desta forma, os hidrogénios (-NH,) diastereotopicos (figura 28). A caracterizagdo de

46



tiosemicarbazona em temperaturas elevadas (~323K) foi realizado por Ferrari e colaboradores e
mostraram a coalescéncia dos sinais de -NH;, (FERRARI et al., 1994). Por outro lado, os sinais
referentes a —NH, na semicarbazona (59b) apresentaram um Unico sinal de deslocamento
quimico (6 6,53).

A maioria dos sinais de deslocamento quimico referentes ao anel cumarinico se
mantiveram constantes na nova série de compostos sintetizada, independente do grupamento

ligado em R, assim como o sinal referente a—NH (figura 28).

510,37 59,46
l - 8837 | 56,53
S o
NS
N’ ; NN :
\[s]/ Fk\ 57,92 \g
HO 0”0
(59a) (59b)
a- (CO-NH) § 10,37 (-NH2) § 8,37; 5 7,92 ¢ - (CO-NH) 6 9,46 (-NH2) 5 6,53
Ry
H c-Ry{=Ry=-H ¢ - (CO-NH) 510,79
o SN R, d-Ry=-OCH;R,=-H d-(CO-NH)3510,74
S e-Ry=Cl,Ry,=-H e - (CO-NH) 5 10,85
HO o o f- R, =R, = -CH,-O-CH,- f- (CO-NH)5 10,74
g-R;=-OH, R, =-H g - (CO-NH) 5 10,77
(59 c-h) h-R, =-F, R, = -H h - (CO-NH) § 10,81

Figura 28. Deslocamento tipicos dos prétons das fungdes amida e imina de (tio)semicarbazona

e N-acilidrazonas.

Apesar dos resultados de RMN 'H e *C indicaram a formagdo de apenas um
diastereoisbmero, nos pareceu necessario a inequivoca elucidacdo da configuracdo deste

diastereoisémero através de ensaios de RMN bidimensional NOESY (figura 29).

Nucleos de *H que interagem entre si, ndo estando necessariamente acoplados, e a uma
distancia espacial de aproximadamente 5A um do outro, resultam em picos cruzados que
fornecem informagGes particularmente adequadas para o estudo de configuracdo molecular
(figura 29) (PAVIA, 2010). E possivel observar que o nucleo de *H da ligacdo (N-H) em 59d é
capaz de interagir espacialmente com os hidrogénios de CHs; (a) e com os hidrogénios
aromaticos (b) (figura 29). Portanto, é possivel afirmar que a unica configuracdo relativa que

permite a interacdo espacial entre o hidrogénio de N-H e de CHj3 é a configuracéo relativa E.
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Figura 29. Espectro de RMN bidimensional NOESY para o composto 59d.

Apesar de a maioria dos compostos elucidados estruturalmente apresentarem-se como
Gnico isémero de configuracdo E (figura 26), o espectro de RMN de ‘H de 59i apresentou
duplicacdo dos sinais (figura 30), com proporcdo 4:1, que foi atribuida a presenca de
confoérmeros em solucdo. Segundo Lopes e colaboradores, o fenémeno de duplicagdo é atribuido
a maior energia da barreira rotacional entre conférmeros anti e sinperiplanar (CO-NH), que surge

dos efeitos estéreo-eletrénicos do grupo imidazopiridina (figura 30) (LOPES et al, 2013).
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Figura 30. Espectro de RMN *H dos compostos 59d (A) e 59i (B) em DMSO a 298 K.

Outra possibilidade para duplicagdo de sinais do RMN de *H e 3C para 59i, seria a

presenca de isdmeros E/Z. No entanto, analise por HPLC (figura 31) demonstrou a presenca de

apenas um pico, como esperado para compostos com mudancas conformacionais, diferentemente

do que ocorre com a presenca de isdmeros.
Baseado no trabalho de Quattropane e colaboradores, que descreveram a presenca de

conformeros para alquil N-acilidrazonas (figura 30), nés realizamos um ensaio dindmico de

RMN *H em DMSO-ds; a 60 °C para determinar se a coalescéncia de sinais duplicados seria

observada (figura 32). A coalescéncia parcial de alguns sinais, principalmente de CO-NH, foi

observada. As mudancas foram reversiveis com o retorno da temperatura experimental para 20

°C, corroborando a hipétese da presenca de conformeros: a energia necessaria para superar mais

rapidamente a barreira rotacional é atingida com o aumento da temperatura, levando a uma

rapida conversao entre os conférmeros (QUATTROPANI et al., 2005).
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Figura 32. Espectros de RMN *H do composto 59i em DMSO a 25°C e a 60°C.

Como proposta (figura 33), a interconversdo entre os conférmeros sin e anti pode ser
atingida através do estado de transicdo (TS), onde o nitrogénio perde a conjugacdo com a
carbonila, resultando em um atomo de nitrogénio piramidal com duas formas de ressonancia A e
B. Para a maioria dos compostos, os eletrons p de R podem coplanarizar com o orbital p de C” -
O, o que estabiliza a ressonancia (forma B1) (LOPES et al., 2013). Esta menor barreira de

energia leva a um equilibrio térmico entre os conférmeros sin e anti em solu¢do, com a
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observagdo de apenas um sinal em espectro de RMN *H. Por outro lado, para 59i, a presenca da
metila em orto induz dificuldades de coplanarizagdo, e a presenca de um grupo fortemente
retirador de densidade eletronica (imidazopiridina), induz a desestabilizacdo da ressonancia

(forma B2), aumentando a energia da barreira de rotacional (LOPES et al., 2013).

estado fundamental estado detransicdo
Al B1

P IIA\/OH H .N,_ cum H Or N, _.cum
gt Y L uH !
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Menos estabilizado — dificuldade de coplanarizagdo porelétrons
aromaticos com C* -O e efeitos retiradores de elétrons

Figura 33. Caracteristicas espectrais de NAH-cumarinas 59d e 59i e estabilizacdo do estado de transicao
dos rotameros da amida.

Este fato reduz as taxas de interconversao entre os conformeros e inibe a dinamica do

equilibrio, favorecendo a observacao da duplicacao dos sinais de RMN.

3.6 Propriedades fotofisicas.

Considerando os diferentes efeitos estéreo-eletrénicos, cinco compostos representativos
foram selecionados 59b-e e 59i para determinar as caracteristicas fotofisicas gerais destas
cumarinas em agua e metanol. Os outros compostos possuiam substituintes com propriedades
eletrbnicas similares aos investigados, por isso, as caracteristicas fotofisicas dos mesmos nao
foram investigadas.

Os espectros de UV-vis dos compostos 59b-e e 59i em agua a 298K (figura 34)
exibiram uma banda caracteristica em 350-357 nm, que representa as transi¢es n—mn+* da 7-OH-
cumarina. A inser¢do de um anel aromatico ou heteroaromatico na posigao “R” levou a maiores
coeficientes de extincdo molar e ao deslocamento batocrémico da banda de absorc¢éo (357 nm)

guando comparada a 59b.
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Figura 34. Espectro de absorcéo de 59b-e, i em agua a 298K.

Curiosamente, o composto 59i exibiu duas bandas, uma em 357 nm, e outra em 425 nm.
Este fendbmeno foi atribuido & presenga dos dois conférmeros do grupo amida, com maior
concentracdo do conférmero antiperiplanar em solucdo, como demonstrado pelo RMN *H da
figura 30. A banda em 425 nm pdde ser atribuida ao conférmero sinperiplanar, baseado em
estudos de amidas aromaticas e N-acilidrazonas similares relatadas na literatura (KUMMERLE
et al, 2009).

A excitacdo dos compostos 59b-e,i de 250 a 410 nm em agua a pH 4,9 (298K), levou a
uma intensa emissdo, com maximo em 456 nm. O espectro de emissao é a forma espelhada do
espectro de excitacdo (figura 35), tipico de transicdes n—n". O deslocamento de Stokes entre o
maximo de excitacdo e o maximo de emissdo € relativamente grande (AX =99 nm), como
observado para compostos similares na literatura (SOUMYA et al., 2014). Além disso, a
mudanga do grupo “R” nao teve influéncia nas energias de emisséo e absor¢do dos compostos

em agua.
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O rendimento quantico de fluorescéncia (®f) variou de 0,130 para a semicarbazona

(59b) a 0,244 para as N-acilidrazonas (59c-e e 59i) (tabela 5). A presenca da metila ligada a

imina cria uma maior restricdo conformacional para tor¢éo da ligacédo, reduzindo a possibilidade

de isomerizacdo, que causa a supressao das caracteristicas luminescentes em séries semelhantes

(WU et al., 2007). Os rendimentos quanticos de fluorescéncia relativamente altos, somados ao

grande deslocamento de Stokes, tornam esses compostos promissores para aplicacdo como laser

de corante.

Tabela 5. Parametros fotofisicos em 4gua a 298 K (PEREIRA et al., 2015)

Composto | @ | 1/ns
59b 0,130 | 21
59c 0,244 | 2.3
59d 0,235 | 25
59 0,234 | 24
59i 0,205 | 2,3
63° 0,83 4,8

% 3-acetil-7-OH-cumarina, utilizada como padrdo secundario

(VITORIO et al., 2016).

Algumas mudancas nos espectros de absor¢do foram observadas com a alteracdo do

meio aquoso &= 80,1, para 0 metandlico, e= 32,27. Em metanol (figura 36), ocorreu um aumento

na regido do espectro relacionada ao conférmero sinperiplanar de 59i, observada na regido de
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420 nm, enquanto que a banda em 357 nm exibe menor coeficiente de extingdo molar do que em
agua. Estes fatos sdo atribuidos ao aumento da estabilidade do conférmero sinperiplanar em

solventes de menor polaridade, como relatado na literatura (LOPES et al., 2013).

3,0
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£/10° L mol” cm

0,0

250 300 350 400 450 500

Alnm
Figura 36. Espectro de absor¢do em metanol a 298K.

A excitacdo das N-acilidrazonas em metanol possibilitou a visualizacdo da banda de
emissdo caracteristica do conférmero sinperiplanar para o composto 59i em regido de emissdo
verde-ciano (525 nm) (figura 37). O composto 59i claramente responde a atuacdo do grupo
retirador de densidade eletronica, com maior deslocamento batocrémico (525 nm) que os demais
(59b-€) (460-490 nm). O espectro de emissdo de 59i também exibe um pequeno ombro por volta
de 490 nm atribuida ao conférmero antiperiplanar, presente em menor concentracdo em solucéo.
Em comparacdo, a emissdo de 59b em metanol (figura 37) é atribuida somente ao nucleo
cumarinico, com um perfil espectral similar aos dos compostos em agua e com maximo de

emissao em torno de 456 nm.
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Figura 37. Espectro de emissdo em metanol a 298K.

A possibilidade de observar diferentes prevaléncias de conférmeros em solugdo, com
significativas mudancas espectrais, de acordo com a modulacao das propriedades eletronicas dos
grupos em R, estabelece uma estratégia promissora para o desenvolvimento de compostos que

possam atuar como sensores de polaridade em microambientes celulares.

3.6.1 Analise do pKa da cumarina-N-acilidrazona 59c.

De acordo com trabalhos publicados na literatura (VITORIO et al.., 2015; PEREIRA et
al., 2018), mudancas espectrais em 7-OH-cumarinas na faixa de pH de 5 a 8 sdo associadas a
desprotonacao da hidroxila, 0 que acarreta aumento de transferéncia interna de carga (n—mn*) do
oxigénio (O") para o nucleo cumarinico. Para determinar o valor de pH onde ocorre o equilibrio
entre espécies protonadas e desprotonadas (pKa), a N-acilidrazona 59c foi selecionada como
composto representativo. A estratégia para determinar o pKa apoiou-se em relacionar a equagao
de Henderson-Hasselback (pH = pKa + log[A)/[HA]) e a equacio de Lambert-Beer (A = &lc)

como ferramenta matematica (equacéo 6).

pH = pKa + logw (Equacéo 6)
(Ao—4)

Onde A = absorc¢do da mistura; As= absor¢do final (espécie desprotonada); A, = absorcao inicial (espécie

protonada).

Ap0s dissolucéo de 59¢ em agua, o espectro de UV-vis foi medido sequencialmente apds

sucessivas adigdes de solucdo diluida de hidroxido de sodio. A banda de absorcdo centrada em
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350 nm em pH 5,1, sofre deslocamento hipocrémico, enquanto surge uma nova banda de
absorcdo centrada em 410 nm, que sofre deslocamento hipercromico com o aumento da
concentracdo de base em solucédo (figura 38). Ademais, apos a titulacdo observou-se a formacao
de um ponto isosbéstico bem definido em torno de 375 nm e um grafico de pH versus log ((A -
Af)/(Ao- A)) definiu o valor de pKa como 6,7 (figura 39).

H H
N \N,N pKa =6.7 N \N’N
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Esquema 12. Representacao do equilibrio de espécies de N-acilidrazona-7-OH-cumarina.
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Figura 39. Determinacdo do pKa de 59c considerando 412 nm e 351 nm.

O espectro de fluorescéncia de 59c foi medido antes e ap0s as sucessivas adicdes de

solucdo diluida de NaOH (figura 40). Inicialmente, em pH em torno de 5, a solucdo apresenta
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baixa emissdo por fluorescéncia. Apos adi¢Bes sucessivas de solucdo bésica, foi possivel
observar um aumento pronunciado da intensidade de emissdo atribuida a desprotonacdo da
hidroxila do anel cumarinico. A solucéo foi irradiada em 410 nm, regido de maxima absorc¢édo da
espécie desprotonada, e 0 aumento crescente da banda de emissdo por fluorescéncia observado
com um maximo em 450 nm. O aumento da intensidade de emissdo apos as sucessivas adi¢oes
de base e atribuida ao aumento do carater ICT (transferéncia interna de carga), do oxigénio para
0 nucleo cumarinico, em um mecanismo de transferéncia de elétrons n—n*, tipica de 7-OH-
cumarinas. (PEREIRA et al., 2018).
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Figura 40. Espectro de emissdo de 59¢c em agua a 298K.

Em contrapartida, a reducdo do pH da solucdo dos compostos sintetizados (59a-i) a
valores abaixo de 4,5, resulta em perda das propriedades emissivas dos mesmos. Nos atribuimos
este fendmeno a protonacgdo no sitio basico da N-acilidrazona (figura 41), que acarreta em perda
de conjugacdo do anel da cumarina com o fragmento de N-acilidrazona, levando ao aumento de
perdas de energia por decaimento ndo-radiativo. Propusemos 0s possiveis estados moleculares
protonados, considerando mudancas de configuracéo (95) e a possibilidade do surgimento de um
novo anel de seis membros (96-97) considerando a ligacdo de hidrogénio intramolecular

simultanea da imina e da carbonila da lactona (figura 41).
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Figura 41. Proposta de estados protonados de N-acilidrazonas e semicarbazona de 7-OH-cumarinas.

O rendimento quantico de fluorescéncia dos compostos (59b-e,i) foi avaliado
novamente, porém em pH = 3 (tabela 6). Os resultados demonstraram uma reducdo do
rendimento quantico de 0,24 em pH = 4,9 para 0.068 em pH= 3 para 0 composto 59¢, em torno
de 3,53 vezes menor ap6s reducdo do pH. Levando em consideracdo que o rendimento quantico
avalia a eficiéncia com a qual uma amostra converte a radiacdo absorvida em emissdo por
fluorescéncia, fica evidente com a reducdo do pH o surgimento de novas vias de perdas

energéticas por decaimento ndo-radiativo.

Tabela 6. Parametros fotofisicos em agua (pH = 3.0) a 298 K (PEREIRA et al., 2016)

Composto (013
59b 0,048
59c¢ 0,068
59d 0,068
59 0,066
59i 0,066
63° 0,83

% 3-acetil-7-OH-cumarina, utilizada como padrdo secundario
(VITORIO et al., 2016).
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A possibilidade de mudancas das propriedades espectrais dos compostos sintetizados em
diferentes faixas de pHs tornam, os mesmos, candidatos promissores a sondas de pH aplicaveis
em meio bioldgico, uma vez que muitas fungdes bioldgicas estdo relacionadas a mudangas de pH
intracelular (SRIVASTAVA et al., 2007). Ademais, no pH do meio fisioldgico (em torno de 7,6)
0S compostos se apresentaram em suas maximas intensidades de emissdo, o que os validam

como possiveis marcadores de estruturas celulares como as placas B-amiloides por exemplo.

3.6.2 Anélise de 59a-b como complexante de Zn** e sonda de fluorescéncia

Para validar os compostos como sondas de fluorescéncia e complexante de metais, 0s
derivados 59a-b foram selecionados e sua anélise espectroscopica frente a Zn** foi determinada.

A analise espectroscopica de 59a-b foi feita em metanol, que se mostrou o melhor
solvente para caracterizacdo fotofisica. O espectro de UV/vis de 59a apresentou maximo de
absorcdo em 355 nm e, apds adicdo de concentracBes crescentes de acetato de zinco, a banda
com maximo em 355 nm diminuiu, enquanto que uma nova banda de absor¢do em 440 nm
surgiu com um ponto isosbestico em 388 nm (figura 42a). A excitacdo do composto 59a na faixa
de 350 a 445 nm demonstrou quase nenhuma emissdao por fluorescéncia. No entanto, apos
sucessivas adi¢cdes de acetato de zinco, uma banda de emissdo proeminente surgiu em 535 nm,
mesmo para baixas concentracdes de Zn®* (0.1eq.), atribuida a formagéo do complexo Zn®*-59a
(figura 42b).
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Figura 42. (a) Espectro de absorg¢do e de emissdo de 59a em metanol apds adi¢do de 0-1 equivalentes de

Zn*". (b) Espectro de emisséo em metanol de 59a ap6s sucessivas adigdes de Zn*,
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J& 0 espectro de UV/vis de 59b apresentou maximo de absor¢do em 350 nm e, ap0s
adicdo de concentracbes crescentes de acetato de zinco, a banda com maximo em 350 nm
diminuiu, enquanto que uma nova banda de absor¢cdo em 436 nm surgiu com um ponto
isosbestico em 375 nm (figura 43(a)). A excitacdo do composto 59b na faixa de 350 a 436 nm
demonstrou emissé@o por fluorescéncia como descrito na literatura (PEREIRA et al., 2016). No
entanto, apos sucessivas adi¢fes de zinco, a banda de emissdo centrada em 468 nm aumentou
abruptamente de intensidade, mesmo para baixas concentracbes de Zn®* (0.1eq.), atribuida a

formacao do complexo Zn?*-59b (figura 43).
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Figura 43. (a) Espectro de absorcdo e de emissdo de 59b em metanol ap6s adi¢do de 0-1 equivalentes de

Zn**. (b) Espectro de emisséo em metanol de 59b apds sucessivas adi¢des de Zn*".

Comparativamente, 0 composto 59a se mostrou uma sonda mais interessante que 59b
devido a auséncia inicial de fluorescéncia, causada, provavelmente, por alguma transferencia de
carga do grupo tiosemicarbazona, como descrito na literatura (GOLDBERG et al., 2010;
GOLDBERG et al., 2013), em compostos contendo atomos de enxofre, além de um baixo
rendimento quantico de fluorescéncia (¢ = 0,005).

Curiosamente, observamos que a sonda 59a mostrou um melhor perfil para deteccdo de
Zn** utilizando acetato de zinco em comparagao a outros sais. Ap6s adicio de leq. de cada sal de
zinco, fica claro que o composto 59a é mais seletivo para acetato de zinco do que para nitrato,
cloreto e perclorato (figura 44) em comparagdo a 59b. Baseado nestes resultados preliminares,
decidimos realizar experimentos adicionais de caracterizacdo do mecanismo envolvido no

funcionamento da sonda utilizando o composto 59a.
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Figura 44. Espectro de emissao de 59a ap6s adigdo de 1 eq. de sais de Zn** em metanol a 298K.

A dependéncia do contra-ion no mecanismo da sonda é algo curioso. Com base no
espectro de UV/Vis apos adigdes sequenciais de acetato de zinco, supomos que a ligacdo do
zinco ao enxofre favorece a desprotonacdo da fragdo de tiosemicarbazida pelo anion acetato,
estendendo a conjugacdo do sistema. De fato, o acetato é uma base mais forte em comparacdo ao
nitrato, cloreto e perclorato, 0 que poderia explicar a seletividade na desprotonacdo de =N-NH-
C=S—7n (59a), permitindo a forma tautomérica =N-N=C-S-Zn (Zn**-59a). Ademais, a adic&o
de apenas NaOAc a solucdo de 59a ndo exerce qualquer efeito, provando que 59a ndo € uma
sonda de acetato, que tem apenas um papel importante no mecanismo de desprotonacdo da

tiosemicarbazida ap6s complexacao com zinco (esquema 13).

Ao
HO 0 "0 S S
AcOH Zn2+
PET Sac OAc
59a  no fluorescence Zn-59a  PET effect abolished

strong fluorescence

Esquema 13. Mecanismo proposto para a deteccdo de zinco por 59a.

O espectro de RMN de *H de 59a e ap6s adicdes crescentes de Zn(OAc); (até 0,6eq.),
confirmam a hipotese tautomérica e 0 modo de complexacdo (figura 45). A integragdo do préton
da tiosemicarbazona (=N-NH-C=S) reduziu devido ao efeito tautomerico. Além disso, o sinal
corresponde a hidroxila fendlica do anel cumarinico (pka = 6,7) (PEREIRA et al., 2016) mesmo

apos adigdes sucessivas de acetato de zinco, ndo apresentou modificagdes (figura 45).
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Figura 45. Elucidagdo estrutural de 59a apds adi¢Bes sucessivas de acetato de zinco.

Alguns picos foram considerados mais deslocados como -NH;, -CH3, Hy e Hs,
indicando o modo de complexacdo tridentada (figura 45). Novamente, podemos
estabelecer que como os hidrogénios Hg e Hg mantiveram os mesmos deslocamentos
quimicos ap6s a titulacdo, ndo houve alteracdo na hidroxila fendélica. Outra técnica
analitica que evidenciou o efeito tautomérico de Zn-59a foi obtida a partir do espectro de
massa, no qual, o pico com m/z 398.0 e seus is6topos, correspondem ao complexo Zn-
59a-AcO (figura 30). Além disso, o espectro de massas também evidencia a
estequiometria de complexacdo 1:1 (figura 46), a mesma observada pelo RMN *H (figura

45).
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Figura 46. Espectro de Massas de 59a ap0s adigdo de acetato de zinco em metanol.

3.6.2.1 Estudo tedrico de 59a

Para uma investigacdo mais aprofundada, foram realizados célculos funcionais de

densidade (TDDFT), para descrever os estados excitados dos derivados 59a e Zn-59a utilizando

o funcional B3LYP e o programa Jaguar (JAGUAR, 2015). Os céalculos mostraram que o

composto 59a ndo apresenta emissdo consideravel (f=0.04), em contraste com o complexo Zn-

59a (f=0.26).

A boa correlagdo entre os valores tedricos e 0s encontrados experimentalmente foi

assumido como uma indicacdo de que a descricdo tedrica compreendeu os principais efeitos

envolvidos na fluorescéncia apresentada pelo composto Zn-59a.

A geometria otimizada encontrada para os estados singlete fundamental e excitado

desse sistema estéo relatados na figura 47.
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Figura 47. Otimizagao da geometria encontrada para os estados fundamentais de excitados de 59a e Zn-
59a.

O complexo Zn-59a tem todas as liga¢fes duplas no mesmo plano, tanto no estado
fundamental como no estado excitado, enquanto o composto 59a tem a tiosemicarbazona e a
cumarina em planos diferentes no estado fundamental. A complexacao traz ambos os fragmentos
para 0 mesmo plano, formando aneis planos de cinco e seis membros no estado fundamental
(figura 47).

A investigagdo dos principais orbitais envolvidos no processo de emissédo por
fluorescéncia demonstrou que ocorre transferéncia de densidade eletrénica dos atomos de
nitrogénio e enxofre da tiosemicarbazona para o fragmento de 7-OH-cumarina, em ambos 0s
sistemas, durante a absorcdo, e da cumarina de volta para o fragmento de tiosemicarbazona,
guando ocorre emissdo (figura 48).

Pode-se notar também que os elétrons do atomo de Zn ndo estdo diretamente envolvidos
na emissdo por fluorescéncia. Por outro lado, em 59a, ocorre predominantemente transferéncia

de elétrons envolvendo o 4&tomo de enxofre da tiosemicarbazona (figura 48).
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3.6.2.2 Estudo da complexac&o de 59a-b frente a Zn?* em 4gua

Com o proposito de aplicar os compostos 59a-b em meio bioldgico, realizamos
experimento de titulagdo de Zn** em meio aquoso. Curiosamente, o composto 59a n&o
demonstrou capacidade de atuar como sonda para deteccdo de zinco em solucdo aquosa (figura

49(a)), por outro lado, o composto 59b demonstrou melhor perfil (figura 49(b)).
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Figura 49. (a) Espectro de luminescéncia de 59a em agua/metanol (30/70) ap6s adigdo de Zn**. (b)
Espectro de luminescéncia de 59b em agua/metanol (50/50) ap6s adicdes sequénciais de Zn**.

Devido a capacidade de apenas 59b (uma semicarbaona) complexar a metais e
atuar como sonda de fluorescéncia para Zn** em meio aquoso, decidimos, por ora,

sintetizar os compostos hibridos (60a-b) utilizando apenas esse grupo funcional como
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subunidade complexante, uma vez que nossos compostos sdo planejados para possuirem

bioatividades e, entdo, exercerem as atividades pretendidas em meio aquoso.

3.7 Planejamento sintético e obten¢do dos Hibridos moleculares (60a-b)

A sintese dos novos compostos hibridos (60a-b) utilizando cumarinas complexantes a
metais com diferentes espacadores alquilicos (ligados a 7-OH- do anel cumarinico) e conectados
a subunidade farmacoforica piperidina foi baseada nas analises retrossintéticas ilustradas na
figura 50.

Através das desconexdes C=N (etapa a), foi possivel identificar o precursor nucleofilico
semicarbazida (62b) e o eletrofilo cumarinico (98a-b), como compostos chave para a sintese dos
hibridos moleculares, explorando uma reacao de condensacgéo acido-catalisada.

A partir da desconexdo da ligacdo C-N (etapa b) (figura 50) foi possivel identificar os
materiais de partida para a formagdo da amina terciaria, explorando uma reacgdo de substituicdo
nucleofilica (Sn2). Novamente explorando uma reacgdo de substituicdo nucleofilica (Sn2), a partir
da desconexdo da ligacdo C-O (etapa c), foi possivel identificar o derivado de cumarina (63),

explorado como nucle6filo na reacdo de substituicdo nucleofilica (etapa d, e).
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Figura 50. Analise retrossintética para obtencéo dos hibridos planejados (serie HM).
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3.8 Sintese dos intermediarios 3-acetil-7-bromoalcoxi-cumarinas (99a-b)

Os derivados 7-bromoalcoxi-cumarinicos (99a-b) foram sintetizados via reacdo de O-
alquilacdo (esquema 14), seguindo o protocolo de reacdo descrito na literatura por Zhang e
colaboradores, com rendimentos reacionais na faixa de 62-81%. A partir da 3-acetil-7-OH-
cumarina (63), carbonato de potassio (K,COj3) e dibromoalcanos (100a-b) em DMF como
solvente a 60°C (ZHANG et al., 2016).

Esta reacdo ocorre via mecanismo de substituicdo nucleofilica (Sn2). Inicialmente, o
carbonato de potéssio abstrai o proton da hidroxila fendlica da 3-acetil-7-OH-cumarina (63),
permitindo maior disponibilidade do par de elétrons livres da hidroxila para realizar ataque
nucleofilico ao brometo de alquila, gerando bicarbonato e a 3-acetil-7-O"-cumarina. Em seguida,
ocorre a substituicdo nucleofilica bimolecular (Sny2), onde o derivado de cumarina desprotonada
atua como nucledfilo e ataca o carbono ligado ao bromo. O ataque ocorre em oposi¢do a posicdo
da ligacdo do grupo abandonador ao carbono que sofre o ataque pelo nucledfilo, gerando um
estado de transicdo com geometria de bipirdmide de base trigonal. De maneira concertada, a
ligagdo nucledfilo-carbono vai se formando, enquanto a ligacdo C-Br vai se rompendo, até a
liberacdo do brometo, gerando as 7-bromoalcoxi-cumarina (99a-b) (esquema 14) (SOLOMONS,
CAREY & SUNDBERG, 2008).

Por se tratar de um mecanismo de substituicdo nucleofilica bimolecular, o meio
(solvente) e o impedimento estérico sdo determinantes para a eficiéncia do ataque nucleofilico.
Baseado nesses preceitos, experimentalmente a reacdo mostrou-se extremamente seletiva para
solventes polares e aprdticos, em especial 0 DMF. As reacdes de substituicdo nucleofilica
bimolecular sdo melhores estabilizadas por solventes polares, ja que no estado de transi¢éo, o
nucledfilo e o grupo abandonador sdo polares. A necessidade de o solvente ser aprético ocorre ja
que o nucledfilo possui um sitio basico e poderia ser protonado, prejudicando o ataque
nucleofilico (esquema 14) (CAREY & SUNDBERG, 2008).

Devido ao maior impedimento estérico do dibromoetano, as reacdes de ataque
nucleofilico a este eletrofilo demandaram maior nimero de equivalentes molar de nucleofilo
para ocorrer. Ao passo que as rea¢Ges com dibromopropano possibilitaram um segundo ataque

nucleofilico, dando origem a um produto de bis-aquilacao.
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Esquema 14. Esquema Reacional e mecanismo para a formagéo da 3-acetil-7-bromoalcoxi-cumarina

(Adaptado de SOLOMONS, 2008; CAREY, 2008).

Para determinar estruturalmente a formacao das 7-bromoalcoxi-cumarinas (99a-b) foram

realizados experimentos de determinacdo estrutural de RMN 'H e **C dos compostos

sintetizados (99a-b). Os principais indicativos da formacdo destes compostos no espectro de

RMN H foram a presenca dos sinais de hidrogénio na regido de hidrogénio ligado a carbono sp?,

dos quais 0 mais caracteristico foi a presenca de um tripleto na regido de 8= 4,49-4,52 para 99a e

0= 4,24-4,27 para 99b com integracédo igual a dois, referente aos hidrogénios metilénicos ligados

ao carbono oxigenado. No espectro de RMN *3C a formacéo dos produtos foi evidenciada pela

presenca dos sinais de carbono na regi&o de carbono sp®, dos quais os mais caracteristicos foram

0s sinais metilénicos na regido de &= 66,9-69,1, referentes ao carbono ligado ao oxigénio

presente na posic¢ao 7 da cumarina (figura 51).
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Figura 51. Atribuicdo dos principais sinais dos compostos 7-bromoalcoxi-cumarina (99a-b) nos
espectros de RMN'H e ©°C.

3.9 Sintese dos intermediarios 3-acetil-7-aminoalcoxi-cumarinicos (98a-b)

Os compostos 3-acetil-7-aminoalcoxi-cumarinicos (98a-b) foram sintetizados segundo a
metodologia descrita por Joubert e colaboradores, com 72-74% de rendimento reacional, a partir
da piperidina e dos respectivos derivados de 3-acetil-7-bromoalcoxicumarina, em acetonitrila
como solvente e sob aquecimento a 60°C (esquema 15) (JOUBERT et al., 2017).

Esta reacdo passa por um mecanismo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2), no
qual a piperidina atua como nucleéfilo e os derivados de cumarina (99a-b) como eletrofilo. Os
elétrons ndo ligantes do nitrogénio promovem um ataque nucleofilico ao carbono ligado ao
bromo e, de maneira concertada, a ligacdo nucleéfilo-carbono se forma, enquanto a ligagdo C-Br
se rompe, até o brometo ser liberado e resultar na formagdo do intermediério protonado (104).
Em seguida, o brometo liberado abstrai o préton ligado ao nitrogénio, formando, assim, 0s
respectivos compostos desejados (98a-b) e, como subproduto, HBr. A piperidina foi adicionada
em excesso ao meio para agir também como base, a fim de neutralizar o HBr formado, evitando
a protonacdo do nucleofilo (esquema 15) (CAREY & SUNDBERG, 2008; SOLOMONS, 2008).

Por se tratar de um mecanismo Sy2, 0 impedimento estérico exerce uma grande
influencia durante o ataque nucleofilico, assim como na etapa anterior. Desta forma, a reacédo
para obtencdo dos derivados com espacador de 2 carbonos (98a) demandou maior tempo
reacional (3h) em comparacéo a obtencdo do derivado com espacador de 3 carbonos (98b) (2h).
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Esquema 15. Esquema Reacional para a formacao dos intermediarios 3-acetil-7-aminoalcoxi-
cumarinicos (98a-b) (Adaptado de SOLOMONS, 2008; CAREY, 2008).

Para determinar estruturalmente a formacéo das 3-acetil-7-aminoalcoxi-cumarinas (98a-
b) foram realizados experimentos de determinacdo estrutural de RMN de 'H e **C dos
compostos sintetizados (98a-b).

O principal indicativo da formag&o destes compostos no espectro de RMN *H foi a
presenca dos sinais de hidrogénio ligados a carbono sp* do anel piperidinico, dos quais se
destacam os multipletos na faixa de 6= 1,39-2,46 (98a) e 6= 1,35-2,58 (98b) com integracdo para
10 hidrogénios. No espectro de RMN *3C a formacéo dos produtos foi evidenciada pela presenca
dos sinais de carbono na regido de carbono sp®, dos quais os mais caracteristicos foram os sinais
metilénicos na regido de 6= 24,3-67,1 (98a) e 6= 24,1-67,4 (98b), que evidenciou a presenga de
5 e 6 metilenos com ambientes quimicos distintos, respectivamente. Adicionalmente, é
importante ressaltar que ndo ha evidéncias o suficiente para afirmar a qual hidrogénio cada sinal
se refere, ja que a cadeia alquilica e o anel piperidinico podem assumir diferentes conformacées
(figura 52).
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Figura 52. Estrutura quimica dos compostos (98a-b)

3.10 Obtencéo das Semicarbazonas (60a-b)

Ap0s obtencdo dos intermediarios-chave (59a-i), as semicarbazonas (60a-b) puderam ser
sintetizadas através da condensacdo &cida catalisada das 3-acetil-7-aminoalcoxicumarinas (98a-
b) (1,0 equivalente) a semicarzida cloridrato (62b) (1,2 equivalente), utilizando etanol como

solvente.

O protocolo de sintese dos hibridos moleculares desejados (60a-b) foi desenvolvido em
80° durante 24 horas e utilizando tubo selado reforcado para evitar evaporacédo. O consumo dos
intermediarios-chave (98a-b) em sua totalidade foi monitorado por cromatografia em camada

fina e somente observado apo6s 20 horas de reacao.

Tabela7. Rendimento sintético e propriedades fisicas dos hibridos moleculares 60 a-b
sintetizados.

0] H
X, N NH,
_ N H NH n=2-3 o N \ﬂ/
n=2-3 +  H.N" 2 ey o)
PN 2 \ﬂ/ N (0] (0] O
N (e} (6] (e} 0O
(60a-b)

(98a-b) (62b)

Estrutura Codigo (n) | Rendimento(%) | Pf.(°C)

n=2-3 NN 60a 2 64 220

O\I’H\O o o ©
60b 3 78 205
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Para determinar estruturalmente a formagdo das semicarbazonas foram realizados
experimentos de determinagdo estrutural de RMN *H e *3C dos compostos sintetizados (60a-b).
Os principais indicativos da formagdo destes compostos no espectro de RMN *H foram a
presenca dos sinais de hidrogénio N-H (8- 9,51) tipico de semicarbazonas em regido de protons
desblindados, o sinal C4-H (6= 8,33-8,17) de alta frequéncia, devido a efeitos anisotropicos,
tipico de cumarinas, além da presenca na regido de hidrogénios ligado a carbono sp® na regido de
dppm = 4,22-4,57 com integracéo igual a dois, referente aos hidrogénios metilénicos ligados ao
carbono oxigenado (figura 54). Curiosamente, somente o composto 60a apresentou sinal refente
a protonagdo da amina terciaria (-NH"), um singleto largo com deslocamento quimico Sppm =
10,63. No espectro de RMN *C a formago dos produtos foi evidenciada pela presenca dos
sinais de carbono na regido de carbono sp®, onde os sinais mais caracteristicos foram os
metilénicos na regido de dppm = 63,4-65,4, referentes ao carbono ligado ao oxigénio conectado a
posicdo 7 da cumarina (figura 52), além da auséncia do sinal tipico de carbonila de cetona em 6=

195,2 presente nos precursores reacionais (98a-b).

SH 9,51
8H 8,33 l SH 6,54
SH 4,56
5C 63,47 l H r/
~. .N_ _NH,
X
! T
|\_|\/\o o o

S6H 10,63 60a

Figura 53: Atribuicao dos principais sinais das semicarbazonas (60a) nos espectros de RMN *H e **C.

3.11 Propriedades farmacologicas.
3.11.1. Atividade inibitéria frente & AChE e complexante de Zn?*

Os ensaios de inibicdo frente a AChE foram desenvolvidos segundo o metodologia de
Ellman. Como a enzima acetilcolinesterase (AChE) atua clivando a enzima acetiltiocolina em
tiocolina (108) e acido acético (109), o reagente DTNB é adicionado durante o teste, ja que o
mesmo, em presenca de tiocolina (108) reage, formando os produtos 111 e 112. O produto 111
desta reacd@o possui coloracdo amarela, a qual pode ser quantificada por medida de absorvancia
em aparelho de ELISA a 412 nm. Desta forma, a atividade enziméatica pode ser mensurada de
maneira indireta, por meio da reacdo de um dos produtos da clivagem da acetilcolina (107) com

um reagente cromoférico (esquema 16).
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Esquema 16. Esquema reacional do ensaio de inibicdo de AChE.

Como forma de validacdo do planejamento estrutural, foram testados os produtos

hibridos (60a e 60b); as cetonas precursoras (98a e 98b), que poderiam validar a importancia

farmacoforica do grupo piperidina ligado a cumarina; e a cumarina-semicarbazona (59a), que

ndo contem a subunidade piperidinica. Os compostos testados que apresentavam a piperidina

foram todos capazes de exercer atividade inibitoria frente a AChE, validando a estratégia do seu

uso estratégia na hibridacdo molecular. Os compotos 60a (Clso = 32,77nM) e 98a (Clsy =

12,94nM) com espagador de dois carbonos, apresentaram os resultados de atividade inibitdria
mais promissores, enquanto que o composto 59b sem a presenca da subunidade farmacoférica

conhecida, apresentou valor de concentracdo inibitéria insatisfatorio (Clsp > 100 puM). Os

resultados de Clsp obtidos no ensaio de inibicdo (tabela 8), foram obtidos utilizando a enzima

AChE isolada de céerebro de enguia elétrica (EeAChE).

Tabela 8. Resultados obtidos nos ensaios inibitorios dos compostos frente 8 EeAChE.

Compostos Cadigo Clsofrente a
EeAChE (nM)
o)
A
98a 12,94 £ 0,49
O\l ogNe)
o)
G N 98b 77,3 £6,80
N 0o~ o
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CH; O.

O o X0 o 60a 32,77 + 2,87
H NH
S
G NN T2 | 60b 128,28 +5,75
N o o o
O b

4 6,55 + 0,19

O

|

CHs

Comparativamente ao farmaco referéncia cloridrato de donepezila (Clso = 6,55nM), 0s

compostos cumarinicos se mostraram bastante promissores com poténcias similares na inibicdo

desta enzima. Percebemos também uma tendéncia de que os compostos com 2 metilenos

espacadores (60a e 98a) se mostrassem mais potentes do que os com 3 metilenos (60b e 98b), o

que vai ao encontro do observado por Montanari e colaboradores (MONTANARI et al., 2016).

Por fim, uma analise espectofotométrica demonstrou que o composto 60b foi capaz de se

complexar ao Zn?*, levando a aumento da intensidade de emiss&o por fluorescéncia apés adicées
sequenciais de 0,1 equivalente de Zn?* em soluc&o 50/50 (H,O/MeOH) (Figura 54).

Esses conjuntos de resultados demonstram os compostos 60a-b como protétipos de

candidato a agentes terandsticos: demonstra uma excelente poténcia de inibicdo da AChE e

capacidade de complexar & Zn®" apresentando fluorescéncia.
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Figura 54. Espectro de luminescéncia de 60b em agua/metanol (50/50) apds adicbes sequénciais de 0,1
equivalente de Zn**.

4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Esse trabalho demonstrou a sintese e caracterizacdo de novos derivados de 7-OH-
cumarinas da série CCM, utilizando dois protocolos distintos. O protocolo de sintese utilizando
irradiacdo por microondas levou a maiores rendimentos reacionais e a uma consideravel reducéo
do tempo reacional, de 24 horas para 1 hora. Cinco compostos foram selecionados para
caracterizacdo das suas propriedades fotofisicas, e 0s mesmos demonstraram rendimentos
guéanticos de fluorescéncia em agua superiores a outros derivados de cumarinas relatados na
literatura (WU et al., 2007), tornando estes compostos promissores candidatos a serem aplicados
como sondas bioldgicas.

A modulacdo da atuacdo do grupo retirador de densidade eletronica na posi¢ao “R” na
série CCM demonstrou que pode levar a variacdes na estabilizacdo do conférmero sinperiplanar
em metanol (solvente com menor polaridade), resultando em considerdvel deslocamento
batocromico de emissdo em comparagdo aos outros compostos da série.

A analise dos compostos 59a-b como sondas de fluorescéncias demonstrou boas
propriedades para deteccéo de Zn*" em solucéo, com aumento pronunciado da intensidade
de emissdo mediada pela complexagdo com Zn*" e para 59a de forma seletiva, pela forca
do contra ion (AcO"). Esta nova sonda demonstrou excelente seletividade entre outros sais

de zinco (ZnCl;, Zn(ClO4)2 e Zn(NO3),, assim como para outros cations e anions (anexo).
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O modo de complexagéo foi totalmente elucidado por UV-Vis, RMN *H e espectro de
Massa, e 0 mecanismo de tautomerizagdo foi interpretado e corroborado pelos célculos
tedricos.

Ambas as sondas (59a-b) foram avaliadas quanto a capacidade de complexar a
Zn** em é&gua. Curiosamente, a sonda 59a ndo foi capaz de atuar como sonda de
fluorescéncia para Zn®* em &gua (figura 49) como em metanol (figura 43), porém o
composto 59b se mostrou uma sonda eficiente para Zn®* eficaz mesmo com a mudanca de
solvente. Os resultados de atividade farmacoldgica dos compostos prototipos 59a, 58a-b
e 60a-b frente a acetilcolinesterase, validaram o planejamento inicial da série HM, onde
se faz necesséria a presenca da subunidade farmacoférica presente no analogo 61 com um
espacador de dois ou trés carbonos para o anel cumarinico. Os resultados demonstraram a
possibilidade de modificacdes estruturais ligadas a posi¢cdo C-3 do anel cumarinico, como
em 98a e 60a, 0 que viabiliza a obtencdo de uma grande quimioteca de novos compostos
prototipos inibidores de AChE.

O composto 60b foi selecionado e validado como sonda de fluorescéncia apos
adicoes sequéncias de Zn*? em agua/metanol (50/50), validando o planejamento inicial de
um novo hibrido molecular capaz de inibir AChE e complexar a Zn*? em meio aquoso,

podendo ser visto como um novo protétipo de terandstico para DA.

5. EXPERIMENTAL

5.1 Metodologias sintéticas

Para a cromatografia em camada fina analitica (CCFA) foram utilizadas placas de
aluminio Kieselgel 60 (Merck) com 0,2 mm de espessura. A visualizagdo das substancias em
CCFA foi realizada em lampada ultravioleta (254-365nm).

Nas cromatografias de adsorcdo em coluna, utilizou-se gel de silica 70-230 mesh
(Merck) como fase estaciondria e n-hexano e acetato de etila como fase movel.

A fase organica das reag0es foi tratada com sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente
foi evaporado a pressdo reduzida em evaporador rotatorio IKA (modelo RV 10 digital) com
banho IKA (modelo HB 10 digital).

A determinacéo dos pontos de fusdo foi realizada em aparelho Aaker modelo PFM - Il e

os valores néo foram corrigidos.
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Os espectros de RMN *H foram obtidos em aparelhos Bruker Avance-500 e Bruker
Avance-400 (ICE-UFRRJ), operando a 500MHz e 400MHz, respectivamente. As amostras
foram dissolvidas em CDCI3 e DMSO contendo tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna
e colocadas em tubos de 5 mm de didmetro. Os espectros de RMN *3C foram obtidos & 125 MHz
e a 100MHz, em aparelho Bruker Avance-500 e Bruker Avance-400 (ICE-UFRRJ),
respectivamente, e as amostras foram dissolvidas em CDCI3 e DMSO contendo TMS como
referéncia interna.

As areas dos picos foram obtidas por integracdo eletrénica e sua multiplicidade descrita
com: s-simpleto / d-dupleto / t-tripleto / g-quadrupleto / m-multipleto / dd-duplo dupleto/ sl —
simpleto largo.

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em espectrofotometro
Bruker 1600 FT (ICE-UFRRJ), utilizando-se pastilhas de brometo de potéssio (KBr).

Os espectros de massas (EM) foram obtidos em espectrofotdmetro Shimatzu (modelo
CGMS-QP2010 Plus) acoplado a um cromatografo a gas (CG) (ICE-UFRRJ), utilizando acetona
como solvente das amostras.

As reacGes foram realizadas em aparelhno de microondas reacional (Biotage®) com

padrdo interno de temperatura.

5.1.1 Sintese dos benzoatos de metila (66 c-h) (YAMADA, S. et al., 1992)

0 o)
| N H l, KOH | N N CHs
R MeOH R
(67 c-h) 0°C (66 c-h)

A uma solucdo de 13.0 mmol do respectivo aldeido (67c-h) em 170 mL de MeOH,
mantida a 0°C, adicionou-se seguidamente, uma solucéo de 39,0 mmol de KOH em 170 mL de
MeOH e uma solucdo de I, (16,9 mmol) em 170 mL de MeOH". A reacéo foi acompanhada por
cromatografia em camada fina e ap6s ca. 2h foi evidenciado o total consumo do produto de
partida (67). Ao meio reacional foram adicionadas pequenas por¢des de solu¢do aquosa saturada

de NaHSOg, até o total desaparecimento da coloracdo castanha. A purificacdo do produto foi

" As solucdes metandlicas de KOH e I, devem ser adicionadas separadas e rapidamente pois o agente
oxidante (HIO) gerado “in situ” ndo é estavel e pode ser rapidamente convertido a KIOs. A reacéo ja foi
testada até 20 g dos aldeidos de partida, mantendo sua viabilidade e rendimentos.
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realizada por reducdo do volume de solvente por evaporacdo a pressao reduzida e subsequente
precipitagdo em gelo seguida de filtragdo em funil de Buchner para os ésteres (66b, 66c), ou por
particdo AcOEt (4 x 50 mL) e agua (30 mL) levando, apds secura do produto ou evaporacao da

fase organica, aos ésteres desejados em rendimentos de 83 a 92%.

5.1.2 — benzoato de metila (66¢) — 6leo incolor
0

3 ’ 1
-.CH
O)J\O 3

4 2
3

RMN-'H (200 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): 8,03 (d, 2H, Hy, J=7,7Hz); 7,65-7,23 (m, 3H, Hs,
H,); 3,90 (s, 3H, OCHs). RMN-*C (50 MHz) CDCIlz / TMS (8-ppm): 167,0 (C=0); 132,9
(C1); 130,3 (C4); 129,6 (C3); 128,4 (C,); 52,0 (OCHs). 1.V. Max. (filme) y — cm™: 1724 (C=0);
1279 (C-0); 710 (CHs).

5.1.3 — 4-metoxi-benzoato de metila — sdlido marrom, p.f. 50°C

> O

/?©QA\O/CH3
\O 4 3 2

RMN-'H (200 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): 7,99 (d, 2H, H,, J=8,2Hz); 6,91 (d, 2H, Hs,
J=8,2Hz); 3,88 (s, CO-O-CHs) ; 3,85 (s, Ar-O-CHs). RMN-C (50 MHz) CDCl; / TMS (5-
ppm): 166,8 (C=0); 163,5 (C4); 131,6 (C); 122,7 (C4); 113,7 (C3); 55,4 (Ar-O-CHjs); 51,7 (CO-
O-CHs). 1.V. Max. (KBr) y — cm™: 1714 (C=0); 1289-1259 (C-O); 770 (CHs).

5.1.4 — 4-cloro-benzoato de metila — sélido branco amarelado, p.f. 44°C

, O

Cl” 4 2

3
RMN-'H (200 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): 7,98 (d, 2H, Ha, J=8,6Hz); 7,42 (d, 2H, Hs,
J=8,6Hz); 3,93 (s, O-CHs). RMN-*C (50 MHz) CDCl; / TMS (5-ppm): 166,5 (C=0); 139,8
(Ca); 131,5 (Cy); 128,9 (Cs, Cy); 52,5 (O-CHs). I.V. Max. (KBr) y — cm™: 1724 (C=0); 1290-
1275 (C-O); 750 (CHs).
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5.1.5 — 3,4-dimetoxi-benzoato de metila — sélido branco, p.f. 53°C
2 @]

3 1
0 o CHs
Xy

4 6
5

RMN-'H (200 MHz) CDCls / TMS (8-ppm): 7,62 (dd, He, Jax=8,2Hz, Jox=1,3Hz); 7,45 (d, H,
J=1,3Hz); 6,83 (d, Hs, J=8,2Hz); 6,03 (s, O-CH,-0); 3,87 (s, O-CHs). RMN-C (50 MHz)
CDCl; / TMS (8-ppm): 166,7 (C=0); 151,8 (C.); 147,9 (Cs); 125,5 (Cs); 124,4 (Cy); 109,7 (Co);
108,19 (Cs); 102,0 (O-CH»-0); 52,3 (O-CHs). 1.V. Max. (KBr) y — cm™: 1726 (C=0); 1295-
1283 (C-O); 756 (CHs).

5.2 Sintese do 4-hidroxi-benzoato de metila (LAI; ANDERSON, W. K., 1997)

O O

@H NaCN, MnO, /@)J\O/CHa
MeOH
HO 24h, ta. HO
(679) - (669)

A uma solucédo de 3,0 mmol do 4-hidroxibenzaldeido (67g) em 30 mL de MeOH, foram
adicionados 5 equivalentes (15 mmol) de NaCN em pd. Apds 5 minutos, 15 equivalentes (45
mmol) de MnO, foi adicionado em pequenas por¢des. Apds agitacdo a temperatura ambiente por
24h, a mistura foi diluida com 20 mL de CH,CI; e filtrado em Celite. O filtrado foi concentrado
a pressao reduzida e o residuo particionado em AcOEt (3 x 50 mL) e &gua (30 mL). A
evaporagdo do solvente sob presséo reduzida levou ao 4-hidroxi-benzoato de metila (66g) em

92% de rendimento com um solido branco. p.f.124°C.

RMN-'H (200 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): 7,80 (d, Ha, J=8,2Hz); 6,84 (d, Hs, J=8,2Hz); 3,77
(s, CO-O-CH3). RMN-2C (50 MHz) CDCl; / TMS (5-ppm): 165,8 (C=0); 161,8 (C4); 131,2
(C2); 120,0 (Cy); 115,1 (C3); 51,3 (CO-O-CH3). 1.V. Max. (KBr) y — cm™: 3288 (-OH); 1680
(C=0); 1281 (C-0); 772 (CHs).

5.3 Sintese do 2-metil-imidazo[1,2-a]piridina-3-carboxilato de metila (RIBEIRO et al., 1998)
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HAC /~CH,
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Cl refluxo U

(66 i)

Uma solucéo de 1g (10,6 mmol) de 2-aminopiridina (68) e 1,35 mL (1,6g, 9,75 mmol) de
2-cloroacetoacetato de etila (69) em 50 mL de EtOH, foi refluxada por 20h. O solvente foi
removido sob pressdo reduzida e o residuo oleoso de cor marrom extraido por lavagens
exaustivas com n-hexano a quente. As fases foram reunidas e evaporadas sob presséo reduzida,

obtendo-se um sélido branco amorfo em 79% de rendimento. p.f. 43°C

RMN-'H (300 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm): 9,29 (d, Hy, J=6,9Hz); 7,61 (d, Hs, J=9,0Hz); 7,36
(ddd, Hs, J=9,0Hz, 6,9Hz, 1,2Hz); 6,98 (dd, He, J=6,9Hz, 1,2Hz); 4,41 (q, 2H, O-CH,-CHs);
2,70 (s, 3H, Im-CH3); 1,42 (t, 3H, OCH,-CHs). RMN-'*C (100 MHz) CDCl; / TMS (8-ppm):
161,7 (C=0); 153,0 (C3); 147,1 (C,); 128,2 (Cy); 127,8 (Cs); 116,9 (C4); 113,8 (Cy); 112,8 (C);
60,5 (CO-O-CH-CHs); 17,0 (-CHs); 14,8 (CH2-CHs). 1.V. Max. (KBr) y — cm™: 1683 (C=0);
1223 (C-0); 762 (CHs).

5.4 Sintese das Acilidrazinas (RIBEIRO et al., 1998; LIMA et al., 2000)

fe) O
CH,  NHoNHH0 N2
0 — N
(57 c-h) EtOH, 80°C (67 c-h)
2-4h
H;C o
S O/\CH3 NH,NH, H,O N\ g H
e ———
NN
EtOH, 80°C N/
i 67
N/ (57) 3h, 84% (67 1)

Em um baldo de 50 mL foram colocados 15,0 mmol do éster metilico correspondentes,
10 mL de EtOH e 7,5 mL (150 mmol) de hidrato de hidrazina a 98%. Em seguida foi acoplado

um condensador de refluxo e a mistura reacional foi mantida sob refluxo & 90°C até ser
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observado por cromatografia em camada fina o término da reacdo, ca. 2-4h. Apds reducdo do
volume final sob pressdo reduzida, a solugdo resultante de 67f foi vertida sobre uma mistura de
gelo picado e agua levando a uma extensa precipitacdo de produtos brancos que foram
subsequentemente filtrados e secos. Para os outros produtos, a solucéo resultante foi particionada
em AcOEt (6 x 100 mL) e agua (50 mL). A evaporacgdo do solvente sob pressdo reduzida levou a
formagdo das benzoilidrazidas desejadas como solidos brancos.

5.4.1 - Benzoilidrazida — sélido branco, p.f. 112°C

RMN-H (200 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 9,78 (s, CO-NH); 7,83 (d, H,, J=7,6Hz); 7,54-
7,39 (m, 3H, Ha, Ha); 4,51 (s, NH-NH,). RMN-*C (50 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 165,9
(C=0); 133,3 (Cy); 131,0 (C,); 128,3 (Cs); 126,9 (Cy). I.V. Max. (KBr) y — cm™: 3299 (NH,):
3186 (NH); 1616 (C=0); 1349 (C-O).

5.4.2 - 4-metoxi-benzoilidrazida — sélido branco, p.f. 136°C

3 1
_NH
HaCr 2,

RMN-'H (200 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 9,62 (s, CO-NH); 7,82 (d, 2H, H,, J=8,8Hz); 6,67
(d, 2H, Hs, J=8,8Hz); 4,43 (s, NH-NH,); 3,79 (s, 3H, O-CH3). RMN-*C (50 MHz) DMSO /
TMS (8-ppm): 165,6 (C=0); 161,4 (C,); 128,7 (C,); 125,5 (C3); 113,5 (Cy). I.V. Max. (KBr) y
—cm™: 3316 (NHy); 3183 (NH); 1623 (C=0); 1307-1256 (C-O).

5.4.3 - 4-cloro-benzoilidrazida — sélido branco, p.f. 131°C

3 ’ 1 NH
/©)J\N/ 2
H

Cl" a 2
3
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RMN-'H (200 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 9,85 (s, CO-NH); 7,84 (d, 2H, H,, J=8,0Hz); 7,52
(d, 2H, Hs, J=8,0Hz); 4,52 (s, NH-NH,). RMN-C (50 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 165,4
(C=0); 136,4 (C,); 132,6 (C1); 129,1 (C»); 128,9 (C3). I.V. Max. (KBr) y — cm™: 3309 (NHy);
3208 (NH); 1618 (C=0); 1348 (C-O).

5.4.4 - 4-hidroxi-benzoilidrazida — sélido branco, p.f.> 250°C

321
-NH
N 2
H
2

RMN-'H (200 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 9,96 (s, OH); 9,50 (s, CO-NH); 7,95 (d, 2H, H,,
J=8,0Hz); 7,32 (d, 2H, Hs, J=8,0Hz); 4,42 (s, NH-NH,). RMN-*C (50 MHz) DMSO / TMS (-
ppm): 165,5 (C=0); 160,5 (C4); 129,4 (C,); 125,5 (Cy); 110,0 (C3). I.V. Max. (KBr) y — cm™:
3428 (-OH); 3319, 3199 (N-H); 1622 (C=0); 1280 (C-O).

5.4.5 - 2-metil-imidazo[1,2-a]piridina-3-carboidrazida — sélido branco, p.f. 180°C

HC O

-NH
NG,
6

RMN-'H (200 MHz) DMSO / TMS (a-ppfm): 9,18 (s, CO-NH); 8,94 (d, H-, J=6,0Hz); 7,55 (d,
Ha, J=8,0Hz); 7,36 (d, Hs, J=8,0Hz); 7,00 (dd, He, J=8,0Hz, 6,0Hz); 4,56 (S, NH-NH,); 2,53 (s,
3H, -CH3). RMN-C (50 MHz) DMSO / TMS (8-ppm): 161,9 (C=0); 145,6 (Cy); 145,5 (C3);
127.4 (C); 126,9 (Cs); 116,7 (Cs); 115,4 (Cy); 113,33 (C,); 16,0 (-CHs). 1.V. Max. (KBr) y —
cm™: 3290, 3218 (N-H); 1626 (C=0); 744 (N=C).

5.5 - Sintese da 3-acetil-7-OH-cumarina (63)
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T EOH HO™7 07,0
6 Reflux 8
64) (65) 64% (63)

A uma solugdo de 14.48 mmol de 4-hidroxisalicilaldeido (64) (2.0 g) em 40 ml de
etanol, foram adicionados 14.48 mmol de acetoacetato de etila (65) (1.85 ml) e 2.17
mmol de piperidina (215 pL), em um baldo volumétrico de 100 ml. A solucéo foi mantida
a 90°C por 24h. Apo6s esse periodo, a maior parte do solvente foi evaporado e o sélido
formado foi filtrado para fornecer o produto 63.

(1,887g, 64%). Mp 238°C. RMN *'H (500 MHz, DMSO-dg): & 2,54 (s, 3H, -CHa);
6.73 (s, 1H); 6,83-6,84 (d, J= 8.51Hz, 1H); 7,76-7,77 (d, J= 8.51Hz, 1H); 8,57 (s, 1H).
RMN *3C (125 MHz, DMSO-dg): 30,6; 102,2; 111,1; 114,8; 119,4; 133,2; 148,4; 157,8;
159,6; 165,0; 195,1; MS (ESI-) m/z 204.0.

5.6 — Sintese das N-acilidrazonas, semicarbazona e tiosemicarbazona

X H
N__R
O - el — ooy
H H
° o0 AcOHcat HO o
(63) (62a-i) EtoH (59a-i)

_ NH, X=0 R= %{NHz X=0 Ri{@ X=0 R:{O/ X=0 R:(©/
59a 59b

X=8 R= g
59¢

o> OH N

-— — = = \

X=0 R= 5 X=OR={©/ X=0 R X=0 R= IN®
59f 599 59h 59i =

5.6.1 — Sintese utilizando aguecimento convencional (AC)

A uma solucéo de 0.48 mmol (100 mg) de 3-acetil-7-hidroxi-cumarina (63) em 2ml de
etanol, foram adicionados 0.50 mmol das hidrazidas, semicarbazida e tiosemicarbazida (62a-i)
correspondentes em um tubo selavel de borosilicato, e entdo 2 gotas de acido acético foram

adicionadas. A reacdo foi mantida em agitacéo a 80°C por 24 h, ap0s esse periodo, a solucéo foi
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arrefecida até a temperatura ambiente e vertida em gelo. O solido formado foi filtrado e lavado

com pequenas porgdes de acetato de etila.

5.6.2 — Sintese assistida por microondas

A uma solucdo de 0.48 mmol (100 mg) de 3-acetil-7-hidroxi-cumarina (63) em 4ml de
etanol, foram adicionados 0.50 mmol das hidrazidas, semicarbazida e tiosemicarbazida (62a-i)
correspondentes em um tubo de borosilicato, e entdo 3 gotas de acido acético foram adicionadas.
A reacdo foi irradiada a 80°C por 45 min (59a-b) ou 1h (59c-i), apds esse periodo, a solucéo foi
arrefecida até a temperatura ambiente e vertida em gelo. O solido formado foi filtrado e lavado

com pequenas porgdes de acetato de etila.

5.6.3 Tiosemicarbazona-7-OH-cumarina (59a)
CH,

5 4 3 H
i@(\r\\N/NTNHZ
S
HO™ 7 O2 (@]
8

Rendimento de 92%. Pf: 231°C. RMN H (500 MHz, DMSO-dg): & 2,24 (s, 3H); 6,74 (s, 1H);
6,82 — 6,84 (d, J = 8.5 Hz, 1H); 7,58 — 7,59 (d, J= 8.5Hz, 1H); 7,92 (s, 1H); 8,37 — 8,39 (m, 2H);
10,37 (s, 1H); 10,76 (s, 1H). RMN *C (125 MHz, DMSO-dg): & 16,55; 102,22; 111,89; 114,15;
121,48; 131,06; 143,12; 147,07; 155,97; 160,01; 162,36; 179,48. MS (ESI-): m/z 275,8. Analise
elementar calc. (%) for C12H11N303S: C 51,98; H 4,00; N 15,15; encontrado: C 52,03; H 4,06; N
15,11.

5.6.4 Semicarbazona-7-OH-cumarina (59b)

CH
> 43\3H NH
° NNy
(0]
HO™ 7 020
8

Rendimento de 88% (AC) ou 93% (MW). pf: 225°C. IV (KBr): 3513 (O-H); 3403 (N-H); 2922;
2852; 1691 (C=0); 1623 (C=N); 1566 (C=C) cm™. RMN *H (500 MHz, DMSO-d¢): & 2,12 (s,
3H); 6,53 (s, 2H): 6,73 (s, 1H); 6,81- 6,83 (d, J= 8.5Hz, 1H); 7,58-7,60 (d, J= 8.5Hz, 1H); 8,24
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(s, 1H); 9,46 (s, 1H); 10,70 (s, 1H). RMN C (125 MHz, DMSO-dg): & 15,9; 102,2; 112,0;
114,0; 122,2; 130,8; 142,1; 143,1; 155,8; 157,7; 160,2; 162,0. MS (ESI-): m/z 260.1. Analise
elementar calculada (%) for C12H11N3O4: C 55,17; H 4,24; N 16,09; encontrado: C 54,84; H
4,47; N 15,92.

5.6.5 N-acilidrazona-7-OH-cumarina (59c)

HO™ 7 o, "0

Rendimento de 69% (AC) or 89% (MW) yields. pf: 225°C. 1V (KBr): 3435 (O-H); 3058 (N-H);
2923; 2852; 1690 (C=0); 1602 (C=N); 1527 (C=C); 1456 (C=C) cm™. RMN 'H (500 MHz,
DMSO-de): & 2,30 (s, 3H); 6,77 (s, 1H); 6,83-6,85 (d, J= 8,4Hz, 1H); 7,51-7,54 (m, J= 6,7Hz,
2H); 7,58-7,60 (d, J= 5,7Hz, 1H); 7,71-7,70 (d, J=6,1Hz, 1H); 7,88-7,89 (d, J= 6,3Hz, 2H); 8,17
(s, 1H); 10,79 (s, 2H). RMN *C (125 MHz, DMSO-dg): & 16,9; 102,3; 111,7; 114,2; 122,5;
128,4; 128,8; 131,2; 132,1; 134,4; 142,8; 156,1; 160,1; 162,4. MS (ESI-): m/z 321,1. Analise
elementar calc. (%) for C1gH14N204: C 67,07; H 4,38; N 8,69; encontrado: C 67,18; H 4,50; N
8,55.

5.6.6 N-acilidrazona-7-OH-cumarina (59d)

@@ﬁ%f@

Rendimento de 78% (AC) or 95% (MW) yields. Mp: 235°C. IV (KBr): 3431 (O-H); 2922;
2852; 1704 (C=0); 1609 (C=N); 1527 (C=C); 1423 (C=C) cm™. RMN *H (500 MHz, DMSO-
ds): & 2,32 (s, 3H); 3,34 (s, 2H); 6,77 (s, 1H); 6,83-6,85 (d, J= 8,2Hz, 1H); 7,04-7,06 (d, J=
8,2Hz, 2H); 7,69-7,70 (d, J=8,20, 1H); 7,88-7,90 (d, J=8,20, 2H); 8.13 (s, 1H); 10.61 (s, 1H);
10.74 (s,1H). RMN C (125 MHz, DMSO-ds): & 16,7; 55,9; 102,3; 111,7; 114,0; 114,1; 122,6;
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126,3; 131,1; 142,6; 156,0; 160,1; 162,4. MS (ESI-): m/z 351.1. Anélise elementar calc. (%) for
Ci19H16N20s: C 64,77; H 4,58; N 7,95; encontrado: C 64,71; H 4,60; N 7,92.

5.6.7 N-acilidrazona-7-OH-cumarina (59 e)

@ffV@

Rendimento de 87% (CH) or 98% (MW). pf: 255°C. IV (KBr): 3431 (O-H); 2921; 2852; 1704
(C=0); 1616 (C=N); 1528 (C=C); 1432 (C=C) cm™. RMN 'H (500 MHz, DMSO-d¢): & 2,32
(s, 3H); 6,77 (s, 1H); 6,83-6,85 (d, J= 8.5Hz, 1H); 7,59-7,61 (d, J= 5.7Hz, 2H); 7,71 (s, 1H); 7,91
(s, 2H); 8,17 (s, 1H); 10,78 (s, 1H); 10,85 (s, 1H). RMN *C (125 MHz, DMSO-d): 17,0;
102,3; 111,7; 114,2; 122,4; 128,9; 130,4; 131,2; 142,9; 160,1; 162,5. MS (ESI-): m/z 355,1.
Analise elementar calc. (%) for C1gH13CIN,O,4: C 60,60; H 3,67; N 7,85; encontrado: C 60,49; H
3,55; N 7,91.

5.6.8 N-acilidrazona-7-OH-cumarina (59 f)
5' 3.0
PO )

Rendimento de 82% (AC) ou 93% (MW). pf: 249°C. IV (KBr): 3440 (O-H); 2921; 1704
(C=0); 1616 (C=N); 1529; 1259 cm™. RMN *H (500 MHz, DMSO-dg): 2,31 (s, 3H); 6,13 (s,
2H); 6,77 (s, 1H); 6,83-6,85 (d, J= 8.5Hz, 1H); 7,03-7,05 (d, J= 7.9Hz, 1H); 7,45 (s, 1H); 7,49-
7,51 (d, J= 8.2Hz, 1H); 7,68-7,70 (d, J= 8.5Hz, 1H); 8,13 (s, 1H); 10,58 (s, 1H); 10,74 (s, 1H).
RMN *¥C (125 MHz, DMSO-d): 16,8; 102,2; 102,3; 108,4; 111,7; 114,2; 122,5; 128,1; 131,1;
142,7; 156,1; 160,1; 162,4. MS (ESI-): m/z 365,1. Analise elementar calc. (%) for C19H14N2O¢:
C 62,30; H 3,85; N 7,65; encontrado: C 61,98; H 3,99; N 7,60.
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5.6.9 N-acilidrazona-7-OH-cumarina (59 g)

@@ﬁ%v@

Rendimento de 70% (AC) or 97% (MW). pf 266°C. IV (KBr): 3434 (O-H); 3167 (O-H); 3064
(N-H); 2922; 2853; 1680 (C=0); 1598 (C=N); 1524 (C=C); 1462 (C=C) cm™. RMN 'H (500
MHz, DMSO-ds): & 2,30 (s, 3H); 6,77 (s, 1H); 6,83-6,85 (d, 2H); 6,87 (s, 1H); 7,69-7,71 (d, J=
8.5Hz, 1H); 7,78-7,79 (d, J=8.5Hz, 2H); 8,13 (s, 1H); 10,12 (s, 1H); 10,52 (s, 1H); 10,77 (s, 1H).
RMN “C (125 MHz, DMSO-dg): ¢ 16,7; 102,3; 111,7; 114,1; 115,3; 122,6; 124,7; 113,1;
142,6; 156,0; 160,2; 162,4. MS (ESI-): m/z 337,1. Analise elementar calc. (%) for C1gH14N2Os:
C 63,90; H 4,17; N 8,28; encontrado: C 63,77; H 4,16; N 8,23.

5.6.10 N-acilidrazona-7-OH-cumarina (59 h)

@@EWQ

Rendimento de 83% (AC) ou 85% (MW — 1,5 h) yields. Mp: 290°C. IV (KBr): 3437 (O-H);
3048; 2926; 2849; 1693 (C=0); 1601 (C=N); 1532 (C=C); 1456 (C=C); 1345 (C-F) cm™. H
RMN (500 MHz, DMSO-dg): 8 2,32 (s, 3H); 6,77 (s, 1H); 6,83-6,85 (d, J= 8.5Hz, 1H); 7,36 (m,
2H); 7,70-7,71 (d, J= 6.6Hz, 1H); 7,97 (m, 2H); 8,16 (s, 1H); 10,81 (m, 2H). *C NMR (125
MHz, DMSO-dg): 6 16,9; 102,3; 111,7; 114,2; 115,7; 122,4; 130,8; 131,2; 142,8; 148,4; 156,1;
160,1; 162,4. MS (ESI-): m/z 339,1. Anélise elementar calc. (%) for C1gH13N2O4: C 63,53; H
3,85; N 8,23; encontrado: C 63,61; H 3,94; N 8,20.
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5.6.11 N-acilidrazona-7-OH-cumarina (59 1)

H3C1' 2'

N .
5 4 CHs 1y | N2 &

3 x. _N

mN e
(0] =

HO 7 07,70 A

8

Rendimento de 72% (AC) ou 82% (MW). pf: 240°C. IV (KBr): 3435 (O-H); 2922; 2853; 1698
(C=0); 1616 (C=N); 1585 (C=C); 1452 (C=C); 1232cm™. RMN *'H (500MHz DMSO-dg): &
2,32 (s,3H); 2,62 (s,2H); 6,77 (s, 1H); 6,83-6,85 (d, J= 8.5Hz, 1H); 7,09-7,12 (t, J= 6.9Hz, 1H);
7,44-7,46-7,47 (t, )= 7.9Hz, 1H); 7,56-7,58 (d, J= 8.8Hz, 1H); 7,64-7,65 (d, J= 8.8Hz, 1H); 7,68-
7,69 (d, J= 8.5Hz, 1H); 8,13 (s, 1H); 10,53 (s, 1H); 10,78 (s, 1H). MS (ESI-): m/z 375,1.
Anaélise elementar calc. (%) for C,oH16N4O4: C 63,82; H 4,28; N 14,89; encontrado: C 63,66; H
4,45; N 14,78.

5.7 Sintese dos intermediarios 3-acetil-7-bromoalcoxicumarinas (99a-b)

o o}
n=1-2
N __Br KeCOs ~
T Br —>  Br
HO O DMF, 60° o o o
1h n=1-2

Em um bécher de 25 mL foram adicionados 1,47 mmol de 7-hidroxicumarina (63) e 4,40
mmol de carbonato de potassio (K,CO3) que foram solubilizados em 7 mL de DMF seco. Em um
tubo de reacdo de borosilicato de 20 mL, foram adicionados 2 mL de DMF seco e 4,40-8,82
mmol de dibromoalcano (100a-b). Em seguida, a mistura no tubo foi submetida a agitacao
magnética e adicionou-se gota a gota a solucdo basica de cumarina. Ao término da adicéo, o tubo
de reacdo foi selado e a mistura foi submetida a aquecimento a 60°C e monitorada por
cromatografia em camada fina até total consumo dos reagentes de partida (99a-b). Ao final da
reacdo, o solvente foi retirado em rotaevaporador e o isolamente foi realizado em coluna
cromatografica hexano/acetato de etila e gradiente de concentragdo de 0-30% do solvente mais

polar.
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5.7.1 3-acetil-7-(2-bromoetoxi)-cumarina

.
B
r\z‘/\rsoo

Rendimento de 81%. RMN *H (400 MHz, DMSO-ds): & 2,58 (s, 3H, CHs); 3,83-3,95 (m, 2H,
CH.); 4,47-4,55 (t, 2H, CHy"); 7,0-7,15 (m, 2H, Hg e Hg); 7,89-7,92 (d, 1H, Hs), 8,66 (s, 1H, Hy).
RMN C (100 MHz, DMSO-ds): & 30,57 (CHs); 31,39 (Cy); 69,14 (C;-); 101,39; 112,62;
114,24; 121,12; 132,79; 148,03; 157,46; 159,31; 163,80; 195,24 (C=0).

5.7.2 3-acetil-7-(3-bromopropoxi)-cumarina

5 4 0
6 N CH
3 3
Br™ >""077 o Yo
2' 8 2

Rendimento de 62%. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): & 2,29-2,32 (m, 2H, C’); 2,58 (s, 3H,
CHs); 3,68-3,71 (m, 2H, Cs-H); 4,24-4,27 (m, 2H, C-H); ((7,04-7,05)(7,06-7,07) (dd, 1H, J; =
2,26 Hz, J2 = 8,78 Hz, He)); 7,11 (d, 1H, J;= 2,26 Hz, Hg); 7,89-7,91 (d, 1H, Hs); 8,66 (s, 1H,
H,). RMN *C (100 MHz, DMSO-dg): & 30,57 (CHs); 31,40 (C»); 31,98 (C3) 66,95 (C;-);
101,24; 112,42; 114,21; 120,95; 132,75; 148,09; 157,54; 159,36; 164,33; 195,24 (C=0).

5.8 Sintese de aminacao das 3-acetil-bromoalcoxi-cumarinas (98a-b)

0] (0]
ool QB QL 000
+
” N
Bl ™o oo N 2h, 60 0 o~ ~o
n=1-2 H n=1-2

Em um tubo de reacdo de 20 mL, foram adicionados 0,77-0,80 mmol dos respectivos
derivados 3-acetil-7-bromoalcoxi-cumarinicos (99a-b), 2,31-2,41 mmol de piperidina (102) e 8
mL de acetonitrila (CH3CN). Apds a adicdo dos reagentes, o tubo foi selado e a mistura foi
submetida a agitacdo magnética e aquecimento a 60°C por 3-8h. Ao final da reacdo a acetonitrila

foi evaporada em rotaevaporador. Por fim, os respectivos produtos foram purificados por coluna
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cromatogréfica em diclorometano/metanol e gradiente de concentracdo de 0-25% do solvente
mais polar.

5.8.1 3-acetil-7-aminoalcoxicumarina (98a)

4' 5 4
IOSNeS
"

e >Ny 0" Yo

7 2' 8 2
Rendimento de 61%. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): & 1,39-1,40 (m, 2H, CH,); 1,48-1,54 (m,
4H); 2,40-2,46 (m, 4H); 2,58 (s, 3H, CHj3); 2,68-2,71 (t, 2H, Cy-H); 4,22-4,28 (t, 2H, Ci-H);
((7,02-7,03)(7,04-7,05) (dd, 1H, He)); 7,09 (s, 1H, Hg); 7,87-7,89 (d, 1H, Hs); 8,66 (s, 1H, Hy).
RMN C (100 MHz, DMSO-dg): & 24,37; 26,01; 30,57 (CHs); 54,81; 57,54; 67,17; 101,21;
112,24; 114,38; 120,75; 132,67; 148,14; 157,58; 159,41; 164,62; 195,23 (C=0).

5.8.2 3-acetil-7-aminoalcoxicumarina (98b)

Rendimento de 69%. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): & 1,35-1,47 (m, 2H); 1,47-1,63 (m, 4H);
1,94-1,97 (t, 2H); 2,58 (s, 3H, CH3); 4,16-4,19 (t, 2H, C;-H); 7,01-7,04 (dd, 1H, J= 8,53 Hz, Hy);
7,06-7,07 (d, 1H, Hg); 7,87-7,89 (d, 1H, J= 8,53 Hz, Hs); 8,66 (s, 1H, Hs). RMN **C (100 MHz,
DMSO-ds): & 24,13; 25,60; 26,03; 30,57; 54,27; 55,10; 67,46; 101,12; 112,24; 114,27; 120,76;
132,71; 148,13; 157,58; 159,38; 164,66; 195,22 (C=O0).

5.9 Obtencéo das (Tio)semicarbazonas (60a-b)

i N._NH
@ M N @ YT
* HN’ Z N o}
Nr>o oo 2 I.r o 0o

n=1-2 n=1-2
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A uma solucdo de 0.17 mmol (50 mg) de 3-acetil-7-amino-alcoxi-cumarinas (98a-b) em
2 ml de etanol, foram adicionados 0.20 mmols de semicarbazida (62b) em um tubo de
borosilicato, e entdo 1 gotas de acido acetico foi adicionada. A reacdo permaneceu em agitacao a
80°C por 24 horas, apos esse periodo, a solucdo foi arrefecida até a temperatura ambiente e o

solido formado foi filtrado sob presséo reduzida.
5.9.1 Semicarbazona-cumarina (60a)

H
5 _~_3 6 . -N_NH,
% "y
o0 0" Yo

7

Rendimento de 64%. RMN *H (400 MHz, DMSO-dg): & 1,40 (s, 1H); 1,70-1,73 (d, 1H); 1,82
(s, 4H); 2,14 (s, 3H, CH3); 3,02 (m, 2H): 3,51-3,52 (m, 4H); 4,55-4,57 (t, 2H, CH,"): 6,54 (s, 2H,
NH,); ((7,05-7,06)(7,07-7,08) (dd, 1H, J; = 2,26 Hz, J, = 8,53 Hz, He)); 7,13 (d, 1H, J; = 2,26
Hz, Hg); 7,73-7,75 (d, 1H, J = 8,53 Hz, Hs); 8,33 (s, 1H, Ha); 9,51 (s, 1H, N-H); 10,63 (sl, 1H,
N*-H). RMN 3C (100 MHz, DMSO-d): & 15,85; 21,66; 22,79; 53,07; 54,86; 63,47; 101,63;
113,62; 113,66; 123,65; 130,65; 141,64; 142,68; 155,48; 157,53; 159,96; 161,17.

5.9.2 Semicarbazona-cumarina (60b)

Rendimento de 78%. RMN *H (400 MHz, CD;0D): & 1,50-1,65 (m, 1H); 1,72-2,07 (m, 5H);
2,21 (s, 3H, CHa); 2,29-2,36 (m, 2H); 2,90-3,10 (m, 2H); 3,55-3,73 (m, 2H); 4,22-4,25 (t, 2H,
CH,); 6,95 (d, 1H, J= 2,26 Hz, Hg); 6,97-7,00 (dd, 1H, J= 2,26 Hz, J= 8,53 Hz, Hg); 7,63-7,65
(d, 1H, J= 8,53 Hz, Hs); 8,17 (s, 1H, Hs). RMN *3C (100 MHz, CD;0D): & 14,01 (CHa); 21,31;
22,95: 23,64; 53,00; 54,24: 65,40; 100,54; 112,96; 113,13; 123,10; 129,92; 141,64; 144,49;
155,58; 160,52; 162,13.
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5.10 Teste in vitro da atividade anticolinesterasica dos derivados cumarinicos

Para a avaliacdo da atividade anticolinesterasica, as seguintes solucGes foram preparadas:
(@) tampdo NaH,PO4/Na,HPO, (PBS) 0.1 M pH 7.5; (b) tampé&o tris/HCI 0,02 M, pH 7.5 e
contendo 1 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA); (c) 5.5’-ditiobis-[2-nitrobenzoico] (DTNB
ou reagente de Ellman) 3.1 mM; (d) iodeto de acetiltiocolina (ACTI) 3.8 mM; (e) enzima
acetilcolinesterase 0.32 U/mL; (f) solucdo de tratamento.

A uma placa de 96 pocos, foram adicionados: 180 pL das solucBes de tratamento com 0s
compostos 59 b, 98 a-b, 60 b, as quais foram diluidas de forma seriada com tamp&o PBS (a) com
fator de diluicdo igual a 10; 180 pL do tampdo PBS (a) aos pocos destinados ao controle
negativo e 210 pL aos pocgos destinados ao controle branco; 30 pL da enzima diluida em tampao
tris/HCI (b) a todos os pocos exceto aos destinados ao branco; 30 uL de DTNB diluido em
tampdo PBS (a) a todos 0s po¢os. Em seguida foi medida a absorbancia do contetdo da placa em
aparelho de ELISA a A = 412 nm, sendo esta leitura o branco da avaliagéo, visto que alguns
compostos apresentam coloracdo amarelada. Seguidamente, foram adicionados 24 pL da solucao
de iodeto de acetiltiocolina dissolvido em &agua destilada. Ap6s 10 minutos, foi medida a
absorbancia do contetdo da placa novamente em aparelho de ELISA a A = 412 nm (ELLMAN,
1961). Os ensaios para a avaliacdo da atividade anticolinesterasica foram realizados em
triplicatas (para o calculo do desvio-padréo) e em diferentes concentragdes. As solucdes estoque
dos compostos testados foram preparadas em DMSO e as dilui¢des foram feitas em tampédo PBS
(). Levando-se em consideracdo que o DMSO poderia provocar uma possivel inibicdo da
enzima, sua atividade frente a enzima também foi avaliada para evitar que os resultados obtidos
fossem superestimados. Essa avaliacdo foi feita com o DMSO nas mesmas concentrages em
gue se encontrou nas respectivas solucfes de tratamento, sendo diluido em tampéo PBS (b). Por
ter sido notada uma atividade inibitéria por parte do DMSO, o mesmo foi utilizado como
controle negativo do experimento. As absorbancias obtidas foram utilizadas para o célculo da
porcentagem de inibicdo, sendo a leitura do controle tratado com DMSO considerado como
100% de atividade enzimatica. Assim, foram confeccionados os graficos (concentracdo X
porcentagem de inibicdo) e calculados os valores de Clsy (NM), com 0s respectivos desvios-

padréo.
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Fig S30. Espectros de RMN *H (400 MHz) e RMN *3C (100 MHz) de 98b em DMSO-d6.
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Fig S31. Espectros de RMN *H (400 MHz) e RMN **C (100 MHz) de 60a em DMSO-d6.
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Fig S32. Espectros de RMN *H (400 MHz) e RMN **C (100 MHz) de 60b em MeOD.
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