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RESUMO

FERREIRA, Larissa. Sintese e avaliacdo de derivados cumarinicos planejados como moduladores de
receptores de histamina Hj3, inibidores de colinesterase ¢ MAO-B para o tratamento da Doenga de
Alzheimer. Ano de deposito. n® de folhas. 2026- Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do
Rio de Janeiro, Seropédica, 2026

A doenga de Alzheimer (DA) é considerada um transtorno neurodegenerativo multifatorial, para o qual
diversos estudos tém se concentrado no desenvolvimento de compostos multialvo, visando a obtengao
de terapias mais eficazes. Nesse contexto, o presente trabalho descreve a sintese e avaliagdo
farmacologica de derivados cumarinicos funcionalizados com substituintes aromaticos,
heteroaromaticos e alifaticos, planejados como compostos multialvo com potencial para modulagao do
receptor de histamina H; (H3R), além da inibigdo de colinesterases (ChEs) ¢ da monoamina oxidase B
(MAO-B), como estratégia terap€utica para a modulagdo da DA. A sintese dos compostos foi organizada
em cinco séries distintas, baseadas em varia¢des estruturais do niicleo cumarinico. Para a obten¢do das
moléculas alvo foram empregadas metodologias classicas, como as reagdes de Knoevenagel, Pechmann
e Perkin, além de reagdes de acoplamento cruzado, como Suzuki—Miyaura ¢ Buchwald—Hartwig,
permitindo a introdugdo dos substituintes desejados. Ao todo, foram sintetizados trinta e seis compostos
finais, os quais foram submetidos a avaliagdo farmacoldgica frente ao H3R, ChE e MAO-B, além de
ensaios de citotoxicidade em células de neuroblastoma humano SH-SY5Y. Os compostos sintetizados
apresentaram resultados promissores, com afinidade pelo #ZH3;R variando entre 12 e 299 nM, inibigdo
das ChEs com valores de Clso entre 300 e 5000 nM para AChE e entre 647 e 7000 nM para BChE, além
de inibi¢ao seletiva frente a MAO-B, com valores de Clso entre 70 e 4521 nM. Adicionalmente, os
compostos ndo apresentaram citotoxicidade significativa em células SH-SYSY, demonstrando
viabilidade celular superior a 90% na concentracdo de 10 uM. Com base nesses resultados, foram
realizados estudos de relagdo estrutura—atividade (SAR), bem como avaliagdes in silico por docking
molecular e predi¢ao de propriedades farmacocinéticas. Dentre os compostos avaliados, foi identificado
o composto multialvo promissor 51n (4#H3R K; = 163 nM; eeAChE Clso = 74 nM; MAO-B Clso = 75,6
nM). Além disso, os compostos 61e, 61f, 75a ¢ 75b apresentaram excelente atividade dual frente ao
hH3R e eeAChE, com valores na faixa de um a dois digitos nanomolar. Destaca-se ainda o composto
61c, que apresentou maior seletividade para o #H3;R (K; = 12 nM), associada a uma substituigdo
estrutural ainda ndo descrita na literatura. Os resultados obtidos demonstram o potencial dos derivados
cumarinicos desenvolvidos como candidatos promissores para a modulagdo multialvo da doenga de
Alzheimer, contribuindo para o avango no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para
doengas neurodegenerativas.

Palavras-chave: Cumarinas, multialvo, colinesterase, Monoamina oxidase-B, receptores de histamina
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ABSTRACT
FERREIRA, Larissa. Synthesis and evaluation of coumarin derivatives designed as histamine H3
receptor modulators, cholinesterase inhibitors, and MAO-B inhibitors for the treatment of Alzheimer’s
disease. Year of submission. Number of pages. 2026. Institute of Chemistry, Federal Rural University
of Rio de Janeiro, Seropédica, 2026.

Alzheimer’s disease (AD) is considered a multifactorial neurodegenerative disorder, for which
numerous studies have focused on the development of multitarget compounds aiming at more effective
therapeutic strategies. In this context, the present work describes the synthesis and pharmacological
evaluation of coumarin derivatives functionalized with aromatic, heteroaromatic, and aliphatic
substituents, designed as multitarget ligands with potential to modulate the histamine H3 receptor
(H3R), as well as to inhibit cholinesterases (ChEs) and monoamine oxidase B (MAO-B), as a therapeutic
strategy for the modulation of AD.The synthesis of the compounds was organized into five distinct
series, based on structural variations of the coumarin core. Classical synthetic methodologies were
employed for the preparation of the target molecules, including Knoevenagel, Pechmann, and Perkin
reactions, as well as cross-coupling reactions such as Suzuki—Miyaura and Buchwald—Hartwig, enabling
the introduction of the desired substituents. In total, thirty-six final compounds were synthesized and
subjected to pharmacological evaluation against H3R, ChEs, and MAO-B, in addition to cytotoxicity
assays in human neuroblastoma SH-SY5Y cells. The synthesized compounds showed promising results,
displaying affinity for #H3R ranging from 12 to 299 nM, ChE inhibition with ICso values between 300
and 5000 nM for AChE and between 647 and 7000 nM for BChE, as well as selective inhibition toward
MAO-B, with ICso values ranging from 70 to 4521 nM. Furthermore, the compounds did not show
significant cytotoxicity in SH-SYSY cells, maintaining cell viability above 90% at 10 uM. Based on
these results, structure—activity relationship (SAR) studies were conducted, along with in silico
molecular docking analyses and prediction of pharmacokinetic properties. Among the evaluated
compounds, the multitarget compound 51n was identified as a promising candidate (4#H3;R K;i= 163 nM;
eeAChE ICso = 74 nM; MAO-B ICso = 75.6 nM). In addition, compounds 61le, 61f, 75a, and 75b
exhibited excellent dual activity toward #H3;R and eeAChE, with potencies in the one- to two-digit
nanomolar range. Notably, compound 61c¢ showed higher selectivity for ZH3;R (Ki = 12 nM), associated
with a structural substitution not previously reported in the literature. Overall, the obtained results
demonstrate the potential of the developed coumarin derivatives as promising multitarget candidates for
Alzheimer’s disease modulation, contributing to the advancement of new therapeutic strategies for
neurodegenerative disorders.

Keywords: Coumarins, multitarget ligands, cholinesterase, monoamine oxidase B, histamine H3

receptors.
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1. INTRODUCAO
1.1. Deméncias e a Doenca de Alzheimer

A deméncia, também conhecida como transtorno neurocognitivo, ¢ um conjunto de
sindromes de origem crdnica e progressiva, que se agrava com o envelhecimento. A deméncia
estd presente na histéria muito antes de receber essa denominagao. Por volta de 2000 a.C., os
egipcios ja percebiam a perda de memoria associada ao envelhecimento. Posteriormente, o tema
foi abordado por diversos pensadores e médicos, como o filésofo Pitagoras (570—495 a.C.), o
médico grego Hipocrates (460-370 a.C.), que identificou que lesdes cerebrais causavam
transtornos cognitivos, e o filésofo Marcus Tullius Cicero (106—43 a.C.). Ao longo do tempo,
a deméncia foi debatida sempre associada ao envelhecimento, caracterizando-se por sintomas
como perda de memoria, desorientagdo, alucinagdes e delirios. Na Idade Moderna, o
diagnoéstico de deméncia foi aceito em 1797 pelo médico Philippe Pinel (1745-1826) e,
posteriormente, a deméncia senil e pré-senil foram classificadas por Emil Kraepelin (1856—
1926) (YANG; LEE; YOUNG, 2016).

Existem mais de 140 tipos de deméncia, que podem estar relacionadas a fatores de
risco como problemas auditivos, hipertensao, diabetes, depressdo, tabagismo, sedentarismo e
também a fatores genéticos. Entre as mais incidentes estdo a doenga de Alzheimer (DA),
responsavel por cerca de 70% dos casos, a deméncia vascular, a deméncia com corpos de Lewy
e a deméncia frontotemporal (WHO, 2025; JONES et al.,2025). Os casos menos comuns
incluem a doencga de Parkinson, a doenga de Huntington e a deméncia por traumatismo craniano
repetitivo (HOBSON, 2025; LAMPTEY et al., 2025).

A doenca DA foi assim denominada por Emil Kraepelin em 1915, em homenagem ao
psiquiatra alemdo Alois Alzheimer, que descreveu a doenga pela primeira vez em 4 de
novembro de 1906 (Kraepelin, 1915). A descri¢do baseou-se em sua paciente Auguste Deter,
de 51 anos, que desde 1901 apresentava comprometimento cognitivo, incluindo perda de
memoria, alucinagdes e delirios (MOLLER; GRAEBER, 1998). Apos seu falecimento em 8 de
abril de 1906, Alzheimer identificou em seu cérebro o acumulo de placas amiloides,
emaranhados neurofibrilares e alteracdes arteriosclerdticas, caracteristicas que sdo consideradas
0s principais sinais patoldgicos da doenga (FERRI et al., 2005).

A DA ¢ clinicamente caracterizada como um transtorno neurodegenerativo
progressivo irreversivel, associado a perda profunda de memoria e disfun¢do cognitiva.

Observa-se o comprometimento progressivo das atividades da vida didria, com uma variedade



de sintomas neuropsiquiatricos e alteracdes comportamentais, que geralmente se manifestam a
partir dos 60 anos (VATANABE; MANZINE; COMINETTI, 2020). Do ponto de vista
neuropatolégico, a doenga ¢ caracterizada pelo acimulo de placas amiloides e emaranhados
neurofibrilares, que levam a morte neuronal e, com a progressao da doenga, a atrofia cerebral
(DE SA CAVALCANTIL; ENGELHARDT, 2012; RAWAT et al., 2022).

A DA afeta cerca de 10% dos individuos com mais de 65 anos e cerca de 40% das
pessoas com mais de 80 anos. Devido as mudangas significativas na expectativa de vida, estima-
se que 25% da populacdo terd mais de 65 anos até 2050, aumentando consideravelmente a
prevaléncia da doenga em razdo do envelhecimento da populagdo global (WHO,2024; ALZ,
2025). Segundo a Associagdo Internacional de Alzheimer (ADI, 2019), 55 milhdes de pessoas
em todo o mundo estdo vivendo com deméncia e estima-se que havera 139 milhdes em 2050
com um custo para a sociedade de 1 trilhdo de ddlares por ano.

No Brasil, de acordo com o Ministério da Satude, cerca de 8,5% da populagdo com 60
anos ou mais convive com a doenga, o que representa aproximadamente 1,8 milhdo de casos.
A projecdo indica que até 2050 esse numero poderd aumentar para 5,7 milhdes de pessoas
diagnosticadas no pais. Contudo, esses dados ainda sao subestimados e apresentam dificuldades
para precisdo, devido ao fato de que muitas pessoas nao recebem diagnostico correto ou sequer
procuram atendimento médico em fung¢ao de dificuldades financeiras e sociais (SBGG, 2019;
MINISTERIO DA SAUDE, 2024).

1.2. Neuropatologia da Doenc¢a de Alzheimer

Assim como muitos distarbios do sistema nervoso central, a DA ¢ uma condigdo
multifatorial, na qual diversos processos bioldgicos contribuem para a neurodegeneragdo. Entre
esses processos encontram-se a desregulacdo da neurotransmissao, especialmente a colinérgica;
a formacao de oligdbmeros de B-amildide (B-A); a hiperfosforilacdo da proteina tau (pTau); o
estresse oxidativo difuso no cérebro; a neuroinflamagao; a desregulagdo do célcio; a deficiéncia
e a distribui¢do alterada das mitocondrias; a toxicidade sinaptica; e problemas na homeostase
metdlica, os quais serdo discutidos adiante (PATHAK; KABRA, et al., 2024, KAMILA, et al.,
2025).

1.2.1. Desregulacio da Neurotransmissao

A DA possui trés principais caracteristicas ja mencionadas anteriormente: a agregacao
de peptideos beta-amiloides (B-A), a agregacdo da proteina tau (pTau) e a perda neuronal. A
perda neuronal provoca desregulagdo da neurotransmissdo, mesmo antes da morte neuronal

propriamente dita (FRANCIS et al., 2005). Isso ocorre porque os neurotransmissores sao



sintetizados nos neurdnios pré-sinapticos e transmitem mensagens através das sinapses para o
neurdnio pos-sinaptico. Com a perda neuronal, a produgdo e liberagcdo dos neurotransmissores
podem diminuir ou aumentar. A Figura 1 ilustra os principais neurotransmissores alterados na

DA, bem como os alvos para modulacao da atividade neuronal (YANG; ZOU; WANG, 2023).
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Figura 1.A) O sistema colinérgico devido a reducdo da produgdo de acetiltransferase (AChT),
ha reducdo na disponibilidade de acetilcolina (ACh). Os inibidores da colinesterase atuam
elevando sua concentragdo sinaptica; B) O excesso de glutamato provoca aumento do influxo
de célcio e excitotoxicidade neuronal; C) agonistas dos receptores GABA contribuem para o
aumento da concentracao do neurotransmissor inibitério GABA; D) inibidores da monoamina
oxidase B (MAO-B) elevam a concentracdo de monoaminas, enquanto os receptores de
histamina H3 (H3R), atuando como heterorreceptores, auxiliam no aumento da concentracao
dos principais neurotransmissores relacionados a cogni¢ado, como acetilcolina (ACh), dopamina
e GABA (adaptado de YANG; ZOU; WANG, 2023 — imagem gerada pelo Biorender).

1.2.1.1. Neurotransmissio colinérgica

O sistema colinérgico estd envolvido em processos fisiologicos importantes
relacionados a consciéncia, atengdo, aprendizagem, memoria e resposta ao estresse (WANG et
al., 2016; CASTRO et al., 2017). Muitos estudos mostram que lesdes neuronais, como, por
exemplo, a degeneracao e perda de transmissdo no hipocampo, cortex frontal, amigdala e outras

regides, levam a problemas cognitivos e falhas nesses processos fisiologicos. Por outro lado,



fatores que aumentam a facilidade da transmissao da a¢do colinérgica com auxilio de inibidores
de colinesterase podem melhorar esses processos (FERREIRA-VIEIRA et al., 2016).

A acetilcolina (ACh) foi o primeiro neurotransmissor a ser identificado por Henry
Hallett Dale em 1914 (TODMAN, 2008), ¢ considerado um mediador quimico de sinapses no
sistema nervoso central (SNC), sistema nervoso periférico (SNP) e na jun¢do neuromuscular.
A sua liberacdo ativa receptores promovendo a estimulagdo ou inibigao dependendo do tipo de
receptor e sua localizagdo, constituindo assim, a neurotransmissao colinérgica (FERREIRA-
VIEIRA et al., 2016; HAAKE et al., 2024).

A ACh ¢ sintetizada no citosol dos neurdnios pré-sinapticos a partir de dois
precursores: a colina, proveniente de fontes alimentares e intraneuronais, € a acetilcoenzima A
(Acetil-CoA), formada a partir da glicose nas mitocondrias dos neurdnios (STAHL, 2014).
Esses dois substratos interagem através da acdo da enzima acetiltransferase (ChAT) localizada
principalmente no citoplasma das terminagdes nervosas colinérgicas. Apos a sua sintese, a ACh
¢ transportada para as vesiculas sindpticas pelo transportador vesicular de acetilcolina
(VAChHT). A despolarizagao, processo causado pela abertura de canais idnicos, promove a
liberacdo da ACh para a fenda sindptica, onde ¢ rapidamente ¢ hidrolisada pela enzima
acetilcolinesterase (AChE), em acetato e colina, que é retomada no neurdnio colinérgico pré-
sindptico pelo transportador de colina de alta afinidade (CHT1). A ACh pode também se ligar
a receptores muscarinicos € nicotinicos, levando a uma resposta estimulatoria ou inibitoria
dependendo do tipo e fung@o dos receptores (Figura 2) (STANCIU et al., 2019; HAAKE et al.,
2024)

Atualmente, existem dois tipos de colinesterases descritos: a AChE, com alta afinidade
pela ACh, ligada a membrana neuronal e presente em todas as sinapses colinérgicas; ¢ a
butirilcolinesterase (BChE), também conhecida como “pseudocolinesterase” ou “colinesterase
inespecifica", sintetizada no figado com alta afinidade pela butirilcolina, presente em todos os
tecidos (Ventura et al., 2010). Ambas as enzimas convertem a ACh em colina, porém a
metabolizacdo ocorre de formas diferentes devido as diferentes codificagdes genéticas. AChE
¢ mais seletiva na hidrdlise da acetilcolina, enquanto a BChE ¢é menos especifica, participando
do metabolismo de varias moléculas e peptideos neuroativos (STAHL, 2014).

Em um cérebro saudavel, a AChE responde por 80% da atividade neuronal, enquanto
a BChE responde pelos 20% restantes. Ja no caso da DA avancada, a atividade da AChE pode
ser reduzida a 55-67% dos niveis normais em regides cerebrais especificas, enquanto a atividade
da BChE aumenta em cerca de 165%. Essas alteragdes na propor¢do de AChE para BChE em

relagdo a progressao da doenga mudam o papel de apoio da BChE na regulagdo dos niveis da



ACh, tornando-se uma enzima de crescente importancia funcional. Também hé evidéncias de
que a BChE pode facilitar a formagao de placas senis, estando associada ao acimulo de placas
amiloides (MARUCCI et al., 2021; PATHAK; KABRA, 2024). Devido a isso, a regulagao dos
niveis de ACh a partir dessas enzimas também ¢ de extrema importancia no desenvolvimento

e na progressdao da DA (VENTURA et al., 2010).

O

|
N—
‘JJ.EU’%’-\ Neurdnio pés-sindptico
- :D ]
Aceticolina
a ®
7
%
Meurdnio pré-sindptico /’-Q:, a9
[Py
Colina ChEi
° Colina ga‘:::f:ﬁii:fa Acetilcolinesterase
e 1 " 0l .
— & acetiltransferase Rivastigmina
Acetil CoA
®
®9
°

/.

Colina Acetato
| Q

Ho >~ /H\O_

| |Butirilcolinesterase

Figura 2. Representagdo da biossintese e da neurotransmissao nervosa da acetilcolina (Imagem
produzida no Biorender)

A estrutura tridimensional das enzimas apresenta dois principais sitios de interagdo: o
sitio catalitico (CAS), situado em uma cavidade estreita no interior da enzima, e o sitio anidnico
periférico (PAS), localizado na entrada dessa cavidade. As duas colinesterases compartilham
uma homologia estrutural de aproximadamente 65%. O sitio catalitico da AChE ¢ constituido
pela triade catalitica formada pelos residuos Ser203, His447 e Glu334, responsaveis pela
hidrolise da acetilcolina. Na BChE, a triade catalitica € composta pelos residuos Ser198, His438
e Glu325, que desempenham funcao analoga na hidrolise de seus respectivos substratos (Figura
3A) (NICOLET et al., 2003; GOULART, P. N. et al., 2021; SRIDHAR; GUMPENY, 2024)

Os sitios CAS e PAS da AChE (Figura 3B) sdo mais estreitos e predominantemente
constituidos por residuos aromaticos, cerca de 40% a mais, enquanto, na BChE (Figura 3C),
predominam residuos alifaticos e polares, o que permite a interagdo com substratos e inibidores
de maior volume. Uma diferenca fundamental entre as enzimas ¢ que a AChE possui um residuo
de Trp86 importante para a ligacdo da colina, enquanto a BChE apresenta um residuo

equivalente (Trp82) em um ambiente ligeiramente diferente. Esses fatores sdo cruciais para a



ligagdo e especificidade dos substratos em relagdo as enzimas (DVIR, Hay et al., 2010

SRIDHAR; GUMPENY, 2024).

Figura 3. A) Proposta do mlc_ébainisnilz)_ de hidrolise da acetilcolina no sitio catalitico das ChEs.
B) Sitio ativo da acetilcolinesterase humana (AAChE) (PDB: 4EY4). C) Sitio ativo da
butirilcolinesterase humana (#BChE) (PDB: 1P0I) (adaptado de GOULART, P. N. et al.,2021).

Outro fator importante associado as ChEs ¢ possibilidade de aceleracao da agregacao
dos peptideos B-A que a AChE pode exercer. O sitio periférico desta enzima liga-se aos
peptideos B-A por meio de interagdes hidrofobicas e aromaticas, devido a alta similaridade
entre os residuos, estabilizando os oligdmeros e acelerando sua agregacdo. Dessa forma,
inibidores que t€ém como alvo o PAS podem bloquear a facilitacdo da agregacdo de AP pela
enzima (INESTROSA et al., 2005; CARVAJAC et al., 2011; Ll et al., 2018)

1.2.1.2. Neurotransmissao glutamatérgica

O glutamato ¢ um aminodcido de maior abundancia no SNC, atuando como um
neurotransmissor excitatorio. Os impulsos nervosos provocam sua libera¢do, auxiliando no
desenvolvimento neural, na plasticidade sinaptica, no aprendizado, na memoria e possui papel
fundamental no mecanismo de algumas doengas neurodegenerativas como a DA (BUKKE et
al., 2020; PURANIK; SONG, 2024).

A Figura 4 ilustra a comparagdo entre a biossintese do Glutamato em neuronios
normais ¢ na DA. Na via normal, o glutamato ¢ produzido no neurdnio-sindptico a partir da
glicose, sua liberagdo ativa seus receptores alfa-amino-3-hidroxi-metil-5-4-isoxazolpropidénico
(AMPA), do tipo cainato, metabotrépicos (acoplados a proteina G) e, principalmente, os

receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA), promovendo a abertura de canais id6nicos de forma



intensiva, principalmente de calcio. Os astrécitos presentes nas células da glia desempenham
um papel importante no controle dos niveis de glutamato na fenda sinaptica via absor¢ao por
transportadores de aminoacidos excitatérios (EAATs). Os EAATSs, carreiam o excesso
glutamato que por sua vez ¢ transformado em glutamina (SZYDLOWSKA, et al., 2010;
PAULA-LIMA et al., 2013; PINTO et al., 2014; PURANIK; SONG, 2024)

Na DA, é comum que os pacientes sofram de outras comorbidades, como problemas
renais, depressao e diabetes, que intensificam a complexidade da doenga. A diabetes, por
exemplo, ¢ um dos fatores de riscos mais importantes para a doenca. Ha relatos na literatura
que indicam que alteracdes na sintese de glicose, que ¢ reduzida em mais de 20%, ocorre antes
da manifestagcdo da agregagdo proteica, podendo estar relacionada com a causa da doenga. A
desregulacdo do metabolismo da glicose afeta a sintese e a disponibilidade do glutamato. O
acimulo de glutamato na fenda sinaptica dificulta a modulacdo pelos EAATSs e ocorre uma
ativacdo intensa de calcio, que ativa diversas vias bioquimicas dentro da célula e pode gerar seu
acimulo na mitocondria. Isso pode desencadear um aumento na producao de espécies reativas
de oxigénio, estresse oxidativo e a exocitose de mais neurotransmissores, que, por sua Vvez,
amplificam o fendmeno de excitotoxicidade, levando a morte celular por apoptose. (BURKKE

et al., 2020; PURANIK; SONG, 2024).
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1.2.1.3. Neurotransmissio dopaminérgica

Dopamina (DA) ¢ um neurotransmissor monoaminérgico distribuido em varias regioes
do cérebro apresentando diferentes fungdes como fung¢do motora, aprendizagem, memoria
emocao e outras. Diversos estudos indicam que hé reducao da concentracao de dopamina, e que
a desregulacdo dopaminérgica intensifica a progressdo da DA, pois a dopamina ¢ importante
para processo de degradacdo e estabilizacdo de oligdmeros B-A, também pode inibir a
agregacdo de pTau, apresentando efeitos neuroprotetor, apresenta equilibro ao sistema
colinérgico e participa da modulacdo de outros neurotransmissores como GABA. A
desregulacdo dopaminérgica estd relacionada as suas caracteristicas metabdlicas, a dopamina
pode ser oxidada gerando metabolitos toxicos e espécies reativas de oxigénio (ERO) através da
acdo da monoamina oxidase B (YANG; ZOU; WANG, 2023, ZHANG:; LIANG; GU, 2025).

A monoamina oxidase A (MAO-A) e a MAO-B sdo enzimas responsaveis pela
oxidacdo de monoaminas como dopamina e serotonina. A MAO-A estd relacionada aos
disturbios mentais como ansiedade e depressdo enquanto a MAO-B estd relacionada aos
processos neurodegenerativos. A Figura 5 mostra que, ao catalisarem a oxidacdo de aminas,
como a dopamina, ocorre a formagao de aldeidos toxicos e espécies toxicas como H>O2 e NHj3
que podem ser liberadas no processo. Além disso, o H2O; liberado pode produzir espécies
reativas de oxigénio (EROs) por meio das reagdes Fenton e Haber-Weiss, que fomentam o
estresse oxidativo e a disfungdo mitocondrial. Por isso, os inibidores de MAO-B desempenham
um papel fundamental na DA, reduzindo o nivel de ERO e diminuindo a disfun¢do cognitiva

(LV et al., 2023; YANG; ZOU; WANG, 2023)
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Figura 5. Desaminagado oxidativa da dopamina catalisada por MAO-B (adaptado de LV et al.,
2023).



1.2.1.4. Neurotransmissao histaminérgica

A histamina ¢ um neurotransmissor multifuncional no SNC, com papel duplo na
modulagdo da neurotransmissao e do sistema imunoldgico, influenciando processos cognitivos
e inflamatorios nesses sistemas (THOMAS et al., 2024). Suas agdes fisiologicas ocorrem por
meio da ativagdo de seus receptores especificos (WALTER et al., 2011; GHAMARI et al.,
2019). Estudos recentes associam deterioracdo dos neurdnios histaminérgicos a
neurodegeneracao, embora os mecanismos subjacentes a essa relagdo permanegam
desconhecidos (WALTER et al., 2011; BANDARU et al., 2025).

Quatro receptores de histamina acoplados a proteina G (HiR, H2R, H3R e H4R) foram
relatados com diferentes funcgdes fisiologicas (BAUTISTA-AGUILERA et al., 2018). O HiR
estd relacionado a respostas alérgicas, o H2R atua na regulacdo do acido gastrico, o HsR € o
principal receptor de histamina referente regulacdo neuronal de histamina e fun¢des cognitivas
no SNC, e o H4R esta relacionado as respostas inflamatdrias, alergias, doengas autoimunes ¢
cancer (LAZEWSKA et al., 2014).

O H3R ¢ um autorreceptor/heterorreceptor pré-sinaptico amplamente expresso em
diversas regioes cerebrais, incluindo o cortex cerebral, os ganglios da base e o hipotadlamo, areas
que desempenham papéis cruciais na cognicao (EISSA et al., 2019; THOMAS et al., 2024).
Como ilustrado na Figura 6A, a atuacdo do H3R como autorreceptor estd relacionada a
regulacdo negativa da sintese e liberacdo de histamina. J4 como heterorreceptor, inibe a
liberacdo de outros neurotransmissores, como ACh, dopamina (DA), serotonina (5HT) e
noradrenalina (NA) (TALEVI et al., 2017; GAO et al., 2021).

Como ilustrado na Figura 6B, a ativacdo do receptor pela histamina ou por agonistas
de H3R leva a inibicao da adenilil ciclase (AC) por meio da ativacdo das proteinas G, resultando
na supressdo da cascata do monofosfato de adenosina ciclico/Proteina Quinase A
(cAMP/PKA). Essa supressao reduz a fosforilacdo do fator de transcricio CREB, que esta
associado a memoria e a aprendizagem. Além disso, a ativagao do H3R também reduz o influxo
de Ca*, responsavel pela liberacdo de neurotransmissores. Consequentemente, o bloqueio
desse receptor estd associado principalmente a ativacdo da via AC/cAMP/PKA/CREB, ao
aumento do influxo de Ca?" e a maior liberagao de neurotransmissores. Esses efeitos contribuem
para a melhora da aprendizagem e memoria, sobrevivéncia neuronal, neuroprotecao,
plasticidade sinaptica e redu¢@o dos processos inflamatérios (TALEVI et al., 2017; GAO et al.,
2021; THOMAS et al., 2024).
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Figura 6. A) Ilustrag¢do das vias de modulagdo do H3R. A ativacdo do H3R como autorreceptor
regula a sintese de histamina que ocorre a partir da L-histidina catalisada pela histidina
descarboxilase (HDC). Além disso, o H3R est4 presente em neurdnios pré-sinaptico de outros
neurotransmissores, atuando como heterorreceptor ¢ modulando a liberacdo desses
neurotransmissores; B) vias de sinalizagdo associadas ao H3R: ativacdo da Fosfolipase A2
(PLA2), inibi¢ao da Adenilato Ciclase (AC), Ativagao da via Fosfoinositol 3-quinase/ Proteina
Quinase B (PI3K/AKT) que leva a inibicdo Glicogénio Sintetase Quinase 3 beta (GSK-3p)
(THOMAS et al., 2024).

Diante desse mecanismo, antagonistas/agonistas inversos do Hs3R bloqueiam sua
funcdo inibitoria e inflamatoria, resultando no aumento da liberacdo de histamina e outros
neurotransmissores, além de reduzir os processos inflamatérios (GHAMARI et al.,2019;
THOMAS et al., 2024). Nas ultimas décadas, e devido a recente aprovagdo no mercado do
pitolisant (Wakix®) (2016 — EMA; 2019 — FDA; 2023 — uso pediatrico), os antagonistas ou
agonistas inversos de H3R vém sendo considerados alvos terapéuticos promissores para o
tratamento de uma série de disturbios neurologicos como o transtorno de déficit de atengdo e
hiperatividade (TDAH), DA, esquizofrenia, disturbios de aprendizagem e memoria, Parkinson,
distarbios do sono e epilepsia (BANDARU et al., 2025).

1.2.2.Formacio de oligdomeros de f-amiloide

A hipoétese da cascata amiloide ¢ considerada uma das principais bases biologicas
provenientes de evidéncias patologicas da DA, mesmo que as deposi¢des de amiloide possam
ser também detectadas em pequenas quantidades em cérebros de idosos sadios. Esta teoria gira
em torno da formagdo de placas amiloides toxicos, devido ao processamento anormal da

proteina precursora de amiloide (PPA) em formas téxicas de peptidios B-amildides (B-A) (DE
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FRANCO et al., 2016).

A PPA produz peptideos “ndo amiloidogénicos” (ndo toxicos) e “amiloidogénicos” com
auxilio de enzimas secretases. A via ndo toxica ocorre através da clivagem da PPA pela enzima
a-secretase, formando um peptideo soltvel a-PPA e um segundo peptideo que permanece da
membrana até ser clivado pela enzima y-secretase. Na via toxica, a enzima [-secretase (BACE
1) efetua a clivagem da PPA um pouco mais distante da area onde ela sai da membrana,
formando dois peptideos: um fragmento soltivel B-PPA, e um fragmento terminal C (B-CTF),
peptideo menor que permanece inserido na membrana até ser clivado pela y-secretase (Figura
7). Ocorre entdo a liberagdo de peptideos toxicos (B-A) de 40, 42 ou 43 aminoacidos, que sdo
“amiloidogénicos”, sendo a forma B-A de 42 a mais abundante (SELKOE, 2001;
DELANOGARE et al.,2019; GADHAVE et al., 2020; SEHAR et al., 2023).

Quando produzidos na via ndo toxica, esses peptideos possuem diversas propriedades,
como antioxidantes, regulacdo no transporte de colesterol e reparagdo dos vasos sanguineos,
protegendo contra lesdes cerebrais. A formagdo de peptideos B-A geram oligdmeros que se
ligam a outras moléculas e formam placas de amiloides, pequenos agrupamentos que podem
bloquear a sinalizag@o entre as células nas sinapses. Em seguida, ocorre uma série de eventos
bioquimicos indesejaveis (inflamagdes, liberagdo de substincias quimicas toxicas, entre
outros), causando a hiperfosforilacao de pTau e a conversao dos microtibulos neuronais em
emaranhados neurofibrilares (ENF) que destroem o sistema de transporte das células, levando

a morte difusa do neurdnio (ALZ, 2020; LAZAREYV et al., 2022).
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Figura 7. Ilustracao do processamento da proteina precursora de amiloide (PPA). Existem duas
vias de processamento, a clivagem normal (ndo amiloidogénica) e a clivagem anormal
(amiloidogénica) (Imagem criada no Biorender).

11



1.2.3. Hiperfosforilacdo da proteina tau

A pTau ¢ uma proteina estabilizadora cuja funcdo ¢ facilitar a polimeriza¢do da
tubulina na célula, permitindo a formagdo de microtubulos presentes nos axonios, por esse
motivo ¢ frequentemente usado como um marcador axonal (KITURA; ISHIGURO;
HISANAGA, 2014). Em situa¢des neurotoxicas, como a formagdo de placas de amiloides,
liberagdo de citocinas inflamatdrias, desregulacdo do cdlcio neuronal, ocorre um aumento
intenso dos niveis de fosforilagdo da pTau no citosol neuronal. Quando isso ocorre, a pTau se
dissocia dos microtibulos e se agrega sob a forma de filamentos helicoidais pareados insoluveis
que ddo origem aos ENF (Figura 8) (MORRIS et al., 2011; DE SA CAVALCANTI;
ENGELHARDT, 2012; BARAGE; SONAWANE, 2015).

Emaranhados
___neurofibrilares

Desestabilizagdo da
proteina tau

Dissociacdo dos microtitbulos

Figura 8. Comparacdo entre um neuronio saudavel (A) e apds os danos celulares (B)
ocasionando a hiperfosforilagdo da pTau. (Adaptado de ASHISH et al., 2019)

Esses filamentos acumulados podem ser transmitidos de um neur6nio para outro,
comparavel a uma infeccao, causando alteracdes estruturais e funcionais que provocam a perda
da morfologia neuronal, iniciando o processo de neurodegeneragao. Nos estagios finais da DA,
os ENF atingem o neocoértex, onde memdrias de longo prazo sdo armazenadas. Resumidamente,

o acumulo de PS formadas pelos agregados de amiloides causa uma série de neurotoxidades
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que levam a formagdo dos ENF provocando a perda neuronal e a perda sinaptica, sendo
responsaveis pela progressio do declinio cognitivo (DE SA CAVALCANTI; ENGELHARDT,
2012; BARAGE; SONAWANE, 2015; POHLKAMP, 2020).

1.2.4. Estresse Oxidativo e a disfuncio mitocondrial

O cérebro humano consome aproximadamente 20% da glicose total do organismo, a
maior parte destinada a produgdo de energia por meio da glicolise e da fosforilacdo oxidativa
mitocondrial (WEINSTOCK, 2025). Devido a limitada capacidade de armazenamento
energético, associada a elevada demanda metabdlica, alteragdes na fisiopatologia cerebral
podem favorecer o desenvolvimento de estresse oxidativo. Nesse contexto, diversos estudos
demonstram que o estresse oxidativo constitui um dos eventos iniciais na patogénese da DA e
contribui significativamente para a progressdo da doenga (CHEN; ZHONG, 2014;
BUCCELLATO et al., 2021).

O estresse oxidativo manifesta-se como resultado do desequilibrio entre a produgao de
radicais livres e sua eliminacdo pelos mecanismos antioxidantes do organismo (KOWALCZYK
et al., 2021). As mitocondrias constituem a principal fonte de estresse oxidativo neuronal
(Figura 9), uma vez que processos como oxidacao proteica, peroxidagao lipidica e modificagdes
oxidativas no DNA nuclear (nDNA) e mitocondrial (mtDNA) levam a geracdo EROs e de
espécies reativas de de nitrogénio (ERN), bem como a formacgao de espécies toxicas, tais como
peroxidos, alcoois, aldeidos, carbonilas e cetonas (BUCCELLATO et al.,, 2021; TAMAGNO
etal.,2021).

A formacdo de B-A desempenha um papel importante no aumento do estresse
oxidativo. Na mitocondria, a proteina B-A reduz o potencial da membrana mitocondrial, que
inibe a cadeia transportadora de elétrons, diminui a taxa respiratoria e induz a liberacdo de
espécies reativas, podendo causar neurotoxicidade por meio da produgdo direta dessas espécies
reativas, através da interacdo da B-A com metais de transi¢io (Cu?’, Fe?" e Zn*"), favorecendo
a ocorréncia de apoptose (RITA et al., 2009; GEMELLI, et al., 2013). Observa-se também que
a -A se encontra fortemente relacionado ao dano oxidativo as membranas lipidicas, tornando-
as mais hidrofilicas e alterando a funcao de transportadores, enzimas e receptores celulares

localizados nessas membranas (ANILA et al., 2019).
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Figura 9. A figura ilustra os principais fatores envolvidos na progressdo da doenca de
Alzheimer (DA). A fuga de elétrons da cadeia transportadora de elétrons durante a respiragao
celular, associada ao hipometabolismo da glicose, constitui uma das principais fontes de
produgdo de EROs. O dano ao DNA mitocondrial induzido por EROs compromete ainda mais
as fun¢des mitocondriais, incluindo a producdo de energia essencial para o funcionamento
cerebral, resultando em aumento da neurodegeneracdo e declinio cognitivo (adaptado de
DHAPOLA et al., 2024).

1.2.5.Neuroinflamacao

O envelhecimento ocasiona uma série de desregulagdes metabdlicas e imunes que
ativam os processos inflamatorios. (ONYANGO et al., 2021; UDDIN; YU; LIM, 2021). Como
mostra a Figura 10, nos processos inflamatorios ha acimulo de células da glia, que ¢ gerada
devido a respostas imunologicas a partir de astrocitos e microglia (MORALES et al., 2014;
CUELLO et al., 2017). Niveis elevados de B-A, formacao de PS e ENF desencadeiam processos
inflamatorios, havendo a ativacdo dessas células da glia e a geragcdo de moléculas neurotdxicas,
incluindo espécies ERO, ERN, quimiocinas e citocinas pro-inflamatdrias como interleucina-1b
(IL-1b), IL-6, IL-8 e fator de necrose tumoral (TNF), levando a morte neuronal (WANG et al.,
2022; ZHANG et al., 2024; FAKOREDE et al., 2025).

As células da glia sdo fagocitos do SNC, ou seja, protegem o cérebro através da
fagocitose de corpos estranhos, sendo responsavel pela imunidade e construindo a primeira
linha de defesa contra varios agentes patogénicos. Estas células estdo presentes no cérebro,
medula espinhal, retina e nervo 6tico, sendo importante para a manutengao e elasticidade dos

circuitos neuronais, contribuindo para a prote¢do e remodelacdo de sinapses. Essa agdo
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protetora e remodeladora ¢ mediada por liberacdo de fatores troficos, que contribui para a
formag¢dao da memoria. Na DA, esses processos inflamatdrios ocorrem de forma cronica e
intensificam os processos neurodegenerativos da doenca (MORALES et al., 2014; WANG et

al., 2022).
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Figura 10.Ilustracdo da inflamag¢do na doenga de Alzheimer (DA) no estdgio 3. A agregagdo
de B-A e ENF promove a ativagdo das células da glia, incluindo astrocitos e microglia,
desencadeando a liberagdo de diversos mediadores pro-inflamatorios e favorecendo a
infiltracdo de mondcitos mieloides. Processos fisioldgicos, como a fagocitose de peptideos e
proteinas, mediada por proteinas do sistema complemento, anticorpos e receptores de
transmembrana como CD33 e TREM2, contribuem para a disfungdo siniptica e a morte
neuronal. (Adaptado de CUELLO et al., 2017).

1.3. Tratamento da DA

Existem diversas possiveis abordagens terap€uticas para o tratamento da DA, porém
as abordagens existentes atualmente estdo, em sua maioria, relacionadas ao tratamento
sintomdtico (em terapia Unica ou em combinacdo) e ao tratamento comportamental.
Recentemente, foi aprovada pelo Administracdo de Alimentos e Medicamentos (FDA - do
inglés Food and Drug Administration) uma nova abordagem terapéutica, por meio das terapias
modificadoras da doenca que, apesar de parecerem promissoras, ainda apresentam muitas
controvérsias e ceticismo sobre a efetividade na comunidade cientifica (ZHONG; CUMMINGS
et al., 2025).

Apesar de inumeras tentativas para compreensdo e tratamento da DA, as vias
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terapéuticas existentes estdo longe de serem satisfatorias. A maior dificuldade de desenvolver
um tratamento da doenca esta relacionado a sua origem indeterminada e patologia multifatorial
(KIM et al., 2024). Por isso, novos estudos sdo necessarios para maior compreensao da doenga.

1.3.1. Tratamento sintomatico e comportamental

Tratamento sintomatico da DA esta divido entre os inibidores de ChEs (I-ChEs) e o
antagonistas do receptor de NMDA. O primeiro medicamento aprovado para a DA foi a tacrina
(1), em 1993, atuando como inibidor de AChE ¢ BChE para sintomas leves a moderados da
doenca. Contudo, devido a sua hepatotoxicidade, eficacia incerta e ao advento de novos I-
AChEs, este medicamento foi descontinuado nos EUA em 2013 (YASHAEVA et al. 2025)
(Figura 11).

Em seguida surgiu a segunda geragdo de I-AChEs, representada pela donepezila (2),
rivastigmina (3) e galantamina (4), com propriedades farmacologicas semelhantes, embora
algumas caracteristicas farmacocinéticas e farmacodinamicas os diferenciassem entre si
(FORLENZA et al., 2005). A rivastigmina (3) e a galantamina (4) demostraram efeito benéfico
no tratamento de deméncia leve a moderada da DA, sendo que a rivastigmina (3) inibe tanto a
AChE quanto a BChE. A donepezila (2) ¢ seletiva para AChE, sendo utilizada no tratamento
de deméncia leve, moderada e ¢ a inica opgao atual para estagios graves avangados da DA (DO
VALE et al, 2011; FORLENZA, et al., 2005; DE FALCO et al, 2015) (Figura 11A). O uso
desses medicamentos ¢ geralmente acompanhado de efeitos adversos comuns, como nusea,
vomito, diarreia, dores de cabeca e tontura (DONG et al., 2019)

Outro farmaco utilizado clinicamente ¢ a memantina (5) (Figura 11B), um antagonista
ndo competitivo do receptor NMDA para a modulagdo da excitoxicidade. A memantina (5) trata
os sintomas de DA moderada a grave regulando a atividade do glutamato através do bloqueio
de um dos seus receptores apresentando efeitos colaterais mais comuns cefaleia, constipagao,
diarreia, tontura e sonoléncia (KIM et al., 2024; YASHAEVA ET AL. 2025).

Também existem alguns estudos relacionados a terapia combinada, utilizando
inibidores de ChE juntamente com a memantina, com o objetivo de atingir multiplos alvos da
doenca (ALl et al., 2022). Com base nos estudos promissores, em 2014, foi aprovado pelo FDA
o Namzaric® (6) (Figura 11C), uma combinagdo da donepezila com a memantina para
tratamento sintomatico da DA moderada a severa. A administracdo em altas doses estar
associado a alguns efeitos colaterais como perda de peso, vomito, sincope e eventualmente,
alteragdes cardiovasculares decorrentes tanto do aumento excessivo dos nos niveis de

acetilcolina quanto o uso da memantina, visto que ambos possuem esses efeitos adversos
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(ZHANG et al., 2024; YASHAEVA et al., 2025).
Por fim, o brexpiprazol (7) (Figura 11D), originalmente utilizado para tratamento de
depressao e esquizofrenia por atuar nos receptores de serotonina, dopamina e norepinefrina, foi

aprovado pelo FDA em 2023 para o tratamento comportamental de agitacao, sintoma frequente

na DA (ZHANG et al., 2024; TENCHOV et al., 2024).
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Figura 11.Medicamentos aprovados pelo FDA para o tratamento da DA. A)
Monoterapia com Inibidores de ChE: Tacrina (1) e Rivastigmina (3) (inibidores de AChE e
BChE); Donepezila (4) e Galantamina (5) (inibidores seletivos de AChE). B) Memantina,
antagonista ndo competitivo de receptores NMDA. C) Terapia em combinac¢ao com Inibidor de
ChE e antagonista de NMDA. D) Tratamento comportamental atuando na neurotransmissao de
serotonina, dopamina e norepinefrina.

1.3.2. Terapias modificadoras da doenc¢a

Recentemente uma nova estratégia vem sendo estudada para o tratamento da DA, os
anticorpos monoclonais de imunoglobulinas G1 recombinantes (IgG1l), classificados como
terapia modificadora da doenca (TMD), pois foram projetados para atuar na patologia da
doenca, relacionado a redug¢do ou eliminagdo de placas de P-A soluveis e insoluveis
(CUMMINGS ef al., 2023). O aducanumab foi o primeiro anticorpo aprovado em 2021 pelo
FDA, atuando ao se ligar a certos residuos de aminodcidos de peptideos B-A insoluveis,

promovendo a remocao (clearance) das placas de amildides a partir de sua degradacdo. Em

seguida, foi aprovado o lecanemab em 2023, relacionado a redu¢do de agregados B-A através
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da interagcdo com residuos de aminoacidos de placas B-A soluveis e insoliveis, e recentemente,
em 2024 foi aprovado o donanemab que interage com um tipo especifico de placa f-A chamada
B-amiloide piroglutamato (pGlu3-Ap) estimulando a remocgao dessas placas (ALI et al., 2022;
CUMMINGS et al., 2023).

Apesar da terapia parecer promissora, essa abordagem gerou e ainda gera muitos
conflitos na comunidade cientifica quanto a efetividade e seguranca dos medicamentos
aprovados, além das aprovagoes aceleradas. O Comité Consultivo de Medicamentos do Sistema
Nervoso Periférico e Central (SNPC) do FDA, a Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) e
Agéncia de Produtos Farmacéuticos e Dispositivos Médicos (PMDA) no Japao, por exemplo,
nao votaram a favor da aprovagdo do aducanumab pois acreditavam que os resultados clinicos
eram controversos e nao apresentavam evidéncias suficientes de eficacia. Entretanto, em meio
aos debates contrarios, o FDA contrariou o SNPC e aprovou o medicamento com a justificativa
de que ele trazia os beneficios patoldgicos por meio da reducdo de placas B-A, mecanismo
inovador no momento (VAZ et al., 2022).

1.3.3. Abordagens terapéuticas recentes

A limitada eficacia e os efeitos colaterais dos medicamentos tradicionais aprovados,
combinados com as falhas recentes dos medicamentos em ensaio clinico, demandam novas
abordagens e alvos terapéuticos para o desenvolvimento novas geracdes de medicamentos para
a DA (ZHANG et al., 2024). Baseando-se em dados de ensaios clinicos recentes do
clinicaltrials.gov e através da sumarizacao desses dados no ALZpipeline.com existem 138
farmacos testados e 182 em ensaios clinicos ativos (AlzPipeline, 2025; ClinicalTrials, 2025).

Dentre as propostas terap€uticas, terapias voltadas principalmente para a melhora da
cognicdo continuam em evidéncia, dada a centralidade do comprometimento cognitivo na DA,
além do tratamento de sintomas neuropsiquiatricos. Porém, dentre os principais alvo de estudos
destacam-se as TMDs envolvendo agentes bioldgicos e moléculas de baixo peso molecular,
provavelmente devido aos recentes medicamentos aprovados (AlzPipeline, 2025;
ClinicalTrials, 2025) (Figura 12A). Ja em relagdo a abordagem de alvos nos estudos recentes
(Figura 12B), a maioria dos compostos estd relacionada aos inibidores de colinesterases,
inibidores e moduladores de y-secretase, inibidores de B-Secretase (BACE-1), inibidores de
GSK-3B, PROTAC: e, principalmente, relacionado aos anticorpos monoclonais (ZHANG et
al., 2024; SHARMA et al., 2025).
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Figura 12. (A) Abordagens terap€uticas recentes na DA. (B) Inibidores enzimaticos seletivos,
antagonista H3R e , recentemente, as quimeras direcionadas a fosforilagdo (PhosTAC) tém
ganhado um grande enfoque, como o composto 13, um PhosTAC dual com eficiéncia de
degradacdo (CDso) frente a pTau e alfa-sinucleina (a-syn).

A estratégia de compostos multialvo (MTDLs, do inglés Multi-Target Directed
Ligands) tem sido amplamente aplicada ao longo dos anos no tratamento de doengas com
patologias multifatoriais, como cancer, doengas cardiovasculares, infec¢des e doengas
neurodegenerativas, incluindo a DA (PRATI;CAVALLI;BOLOGNESI, 2016). No contexto da
DA, os pacientes frequentemente apresentam comorbidades concomitantes, como hipertensao,
doengas cardiovasculares ou diabetes, o que os expde a uma série de medicagdes. Além disso,
a propria doenca gera sintomas cognitivos € comportamentais que demandam intervencdes
medicamentosas adicionais, elevando substancialmente o risco de interagdes medicamentosas
e toxicidade (ZOU et al., 2019).

Diante disso, muitos estudos recentes priorizam estratégias de duplo e multiplos alvos
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(Figura 13) para aumentar a eficicia, evitar os efeitos colaterais associados a seletividade
excessiva, diminuir a resisténcia medicamentosa e fornecer perfis farmacocinéticos e
farmacodinamicos mais previsiveis (VAZ et al., 2022; ZHANG et al., 2024; SHARMA et al,,
2025; ALMAGHRABI et al., 2025)

MEDICAMENTOS APROVADOS COMPOSTOS MULTIALVOS (MTDLS)
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Figura 13. Comparacao entre o tratamento atual da DA e a estratégia de MTDLs.

Uma das principais desvantagens desta estratégia reside na dificuldade de se atingir
tanto o equilibrio de poténcia entre os alvos quanto o equilibrio das propriedades
farmacocinéticas e farmacodindmicas. Na auséncia de um planejamento bem estruturado,
podem ocorrer efeitos off-target (ZHOU et al., 2019).

A estratégia de MTDL ¢ baseada na combinagdo de dois ou mais farmacdforos de
diferentes alvos patologicos da doenca em uma unica molécula, com ou sem modificagdes
estruturais como substitui¢des isostéricas ou otimizagdes conformacionais (Figura 14). A
literatura classifica essa abordagem em trés categorias principais, a ligagdo, a fusdo e a
incorporagdo. Na ligagdo, os farmacdéforos sao conectados através de uma homologagao flexivel
ou rigida, na fusdo a ligagdo entre os farmacoforos ¢ direta e na incorporagdo ocorre a
mesclagem dos alvos com sobreposi¢do de atomos ou grupos funcionais, preservando as
caracteristicas essenciais para a atividade biologica de ambos os alvos (TALEVI, 2015; PRATI;

CAVALLI; BOLOGNESI, 2016).
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Figura 14. Principais estratégias para o planejamento de MTDL (Adaptado de PRATI,
CAVALLI; BOLOGNESI, 2016).

O planejamento de MTDL para DA geralmente parte da combinacao de inibidores de
colinesterase com outros alvos como inibidores de BACE-1, inibidores de GSK-3, inibidores
de MAO-B, antagonistas de receptores de NMDA, agonistas de receptor 5-HTjs,
antagonistas/agonista inverso de H3R e entre outros alvos. Atualmente os
antagonistas/agonistas inversos de H3R tornaram-se mais uma via complementar de estudo para
o tratamento da DA, por causa da sua relacdo com a neurotransmissao e por estar envolvido na
redugdo dos processos inflamatorios. Portanto, muitos estudos tém buscado o desenvolvendo
de compostos multialvos utilizando farmacoforos de antagonistas/agonistas inversos de H3R
hibridados a farmacoforos de outros alvos importantes na modulagdo da DA (GHAMARI et
al., 2019; SZUKIEWICZ et al., 2024).

A Figura 15 ilustra exemplos de compostos duais € multialvos que integram inibidores
de colinesterase (AChE), antagonistas do H3R e outros alvos relevantes, como MAO-B e
BACE-1. Grande parte dos compostos planejados na Figura 15 partem do reconhecimento do
grupo benzilpiperidina, associado a um nucleo planar, como farmacéforo do I-AChE
donepezila (2). O composto multialvo 15 (AChE Clso = 0,35 uM, BChE Clso = 0,46 uM, MAO-
A Clso = 5,2 nM, MAO-B Clso = 43 nM) foi projetado justamente a partir do farmacéforo da
donepezila (2) e o farmacoéro inibidor de MAO-B representado pelo composto 14, utilizando a
estratégia de ligagdo, com conexdo por cadeia flexivel entre os scaffolds. Apesar de atuar nos
alvos planejados ChEs e MAO, nao houve uma seletividade comparando as inibi¢cdes de AChE

x BChE (Clso = 0,35 uM e 0,46 uM, respectivamente, IS = 1,3) e MAO-A x MAO-B (Clso =
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5,2 nM e Clso = 43 nM, respectivamente, IS = 8§,2). Posteriormente, o composto 17 foi
desenvolvido pela fusdo dos farmacoforos do composto 15 e do pitolisant (16), estabelecendo
ligagdo covalente direta sem espagador adicional (BAUTISTA-AGUILERA et al., 2018).
Apesar da semelhancga entre os compostos 16 € 17, a fusao do farmacoforo alcoxipiperidina em
17 levou a um composto que manteve as atividades observadas em 15 (AChE Clso = 0,53 uM;
BChE ClIso = 1,69 uM; MAO-A Clso = 0,145 uM; MAO-B Clso = 0,078 uM), mas agora
apresentando também a capacidade de ser um ligante H3R, assim como o1 e 62 (Ki hH3R Ki=
46,3 nM Ki 61 = 65,2 nM, Ki 02 =326 nM), atividades relacionadas ao pitolisant (16). Por fim,
o composto 18 resulta da estratégia de incorporagdo, pela mesclagem de farmacoforos com
atividades duais H3R/AChE (DARRAS et al., 2014).

Os compostos 20 e 21 foram planejados seguindo raciocino similar, o composto 20 foi
planejado a partir da ligagdo do farmacoforo para I-BACE-1 do composto 19 e do farmacoforo
I-AChE da donepezila, levando a atividades inibitérias da AChE (Clso = 483 nM) e BACE-1
(46,64% a 20 uM), assim como uma ac¢ao nao esperada inicialmente pela hibridacdo, como
antagonista-H3R (Clso = 280 nM). De forma semelhante o composto 21 que foi planejado a
partir da fusdo do mesmo farmacéforo da donepezila (benzilpiperidina), levando a um dimero,
apresentou atividade dual H3R/AChE (DARRAS et al., 2014; ZHANG et al., 2019). O que
pode ser observado a partir destes exemplos, € que mesmo que os compostos (20 e 21) nao
tenham sido originalmente planejados a partir da juncdo de farmacédforos I[-AChE e
antagonistas-H3R, a similaridade inerente entre os modelos farmacoféricos de ambas as
proteinas (aminas ciclicas com um espagador acoxiamina) muitas vezes levam a compostos que
podem ser duais com poténcias bastante interessantes para ambos os alvos (LAZEWSKA et al.,
2023; ANASCO et al., 2023).

Diversos anéis heteroaromaricos sao utilizados como nucleos centrais na constru¢ao
de MTDL para alvos envolvidos com a DA. Nos exemplos da Figura 15 € possivel observar os
nucleos 1-metil-1H-indol, 1,2,3,9-tetraidropirrolo[2,1-b]quinazolina e 3,4-diidroquinazolin-2-
amina. Além do 1-metil-1H-indol, diversos outros produtos naturais e niicleos originados destes
produtos tém sido fonte de inspiragdo na obten¢do de compostos com atividades frente a alvos
envolvidos com a DA (ANDRADE et al., 2019). Dentre estes, as cumarinas (2H-1-benzopiran-
2-ona) e seus derivados aparecem com razoavel frequéncia, tanto como moduladores seletiva
destes alvos, quanto como um MTDL (RULLO et al., 2025). Dado a sua importancia e interesse

do nosso grupo, este nuicleo serd melhor abordado no préoximo topico.
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Figura 15. Compostos dual e multialvo derivados do farmaco6foro da donepezila, atuando
como inibidores de AChE, ligantes/ antagonista de HsR, inibidores de MAO-B e BACE-1.

1.4. Cumarinas

O nome "cumarina" origina-se do tupi “kumaru”, nome dado a arvore Dipteryx
odorata, popular no norte do Brasil, de onde foram isoladas, a partir de suas sementes, as
primeiras cumarinas por Vogel, em 1820 (MURRAY, 1978). Também conhecidas como
cromenonas, as cumarinas sao lactonas do 4cido orto-hidroxicindmico presentes em uma ampla
variedade de metabdlitos secundarios de plantas. Elas também podem ser produzidas por alguns
fungos e bactérias especificos (PEREIRA et al., 2018; FRANCO et al., 2020). As cumarinas
sao classificadas como benzopironas, familia de compostos heterociclicos caracterizada por um
anel benzeno fundido a um anel pirona, sendo subdivididas em benzo-a-pironas 22 (cumarinas)
e benzo-y-pironas 23 (flavonoides) (Figura 16A) (LACY; O’KENNEDY, 2004).

Mais de 1.300 cumarinas foram isoladas de plantas, bactérias e fungos, obtidas via rota
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biossintética a partir do acido chicérico ou pela via policetidica (Hussain et al., 2018). Além
disso, diversas rotas sintéticas sdo amplamente descritas na literatura devido a féacil
disponibilidade e o baixo custo dos reagentes. As reagdes de Knoevenagel, Pechmann, Perkin,
Reformatsky, Houben-Hoesch e Wittig (Figura 16B) representam os métodos mais utilizados
para a sintese de cumarinas (SAIRAM et al., 2015; SZWACZKO et al., 2022). No entanto,
outras abordagens sintéticas também estio disponiveis (LONCARIC et al., 2022).
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Flgura 16.A) Estrutura das benzopironas. B) Métodos sintéticos mais utilizados na literatura
para a sintese de cumarinas conhecidas como reacao ou condensacao de Knoevenagel,
Pechmann, Perkin, Reformatsky, Houben-Hoesch e Wittig.

A reacdo de Perkin foi a primeira condensacdo descrita envolvendo o nucleo
cumarinico, em 1868 (RABBANI, 2018). Conforme ilustrado na Figura 15, a reagao de Perkin
consiste na formag¢ao do nicleo cumarinico (22) por uma condensag¢ao do tipo aldélica seguida
de ciclizag¢ao intramolecular, entre um orto-hidroxibenzaldeido aromatico (24) ¢ um anidrido
acético (25), na presenga de um sal alcalino como catalisador (BORGES et al, 2005). A
condensagdo de Pechmann, por sua vez, foi descrita pela primeira vez em 1883 e envolve a
condensacdo de um fenol (26) com um B-cetoéster (27), na presenga de um catalisador acido
(MANHAS et al., 2006). Essa rota sintética foi posteriormente otimizada em condigdes livres

de solvente e assistidas por micro-ondas, proporcionando altos rendimentos. Por esse motivo,
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tem sido amplamente empregada para a obten¢do de cumarinas e outras benzopironas com
propriedades bioldgicas, bem como para aplicacdes industriais (BORGES et al., 2005;
MANHAS et al., 2006).

A reagdo de Knoevenagel, primeiramente publicada em 1894, consiste na condensacao
de um aldeido, como o orto-hidroxibenzaldeido (24), com dietilmalonato (28), na presenca de
amonia ou aminas como catalisadores (TROST, 1992). Essa rea¢do pode ser catalisada por
bases fracas ou pela combinagdo de aminas com acidos carboxilicos ou acidos de Lewis. Ja a
reacdo de Wittig envolve a interagdo de um aldeido ou cetona (29) com um ilideo de
trifenilfosfonio (reagente de Wittig), gerando o ntcleo cumarinico (22) com bons rendimentos
e oxido de trifenilfosfina como subproduto (SHARMA et al., 2022).

A reacdo de Houben-Hoesch constitui um tipo de acilagdo de Friedel-Crafts que
sintetiza cetonas aromaticas a partir de nitrilas e arenos, na presenga de acido cloridrico € um
acido de Lewis (ZnCl: ou AICls). Para formag¢ao do nucleo cumarinico (22), o fenol (26) reage
com nitrilas, gerando intermediarios B-cetonitrilas, seguidos de ciclizagdo (FEDOROV et al.,
2012; SZWACZKO, 2022). Por fim, na reacdo de Reformatsky, a condensagdo de um aldeido
ou cetona (29) com a-haloésteres (32), na presenga de zinco metalico, forma B-hidroxiésteres,
que apos ciclizagdo intramolecular forma o nucleo cumarinico (SHARMA et al., 2022)

Além de sua versatilidade sintética, as cumarinas sdao reconhecidas por suas
propriedades farmacoldgicas, bioquimicas e terap€uticas. Elas tém recebido grande enfoque na
Quimica Medicinal devido a atividade como antibiodticos, antiparasitdrios, antifingicos,
anticoagulantes, anti-inflamatorios, antibacterianos, entre outros (PEREIRA et al., 2018;
SAMANTH; BHAT, 2024). Destacam-se também suas propriedades relacionadas ao SNC,
sendo alvos promissores de pesquisa para o tratamento da DA, com ampla diversidade de
compostos exibindo variadas atividades como multialvos (SAMANTH et al., 2024).

A Figura 17 ilustra estudos recentes sobre derivados de cumarina como MTDLs contra
frente a alvos da DA. Esses compostos tipicamente combinam a inibi¢do da ChE, fundamental
para a preservacdo da funcdo cognitiva, com atividades adicionais direcionadas a vias
relevantes para a doenga, como a inibicdo da MAO-B, a agregacdo B-A, inibi¢do da enzima
BACE-1, GSK-3p, H3R outras e outras. Desta forma, a estratégia de usar o nucleo cumarinico
visando a modulagao de alvos envolvidos com a DA parece interessante e, de fato, vem sendo
utilizada em nosso grupo (DE SOUZA et al., 2019; FRANCO et al., 2020; FERREIRA, 2021;
NADUR et al., 2025).
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Figura 17. Derivados cumarinicos multialvo promissores para DA.

2. OBJETIVOS E PLANEJAMENTO ESTRUTURAL
Tendo em vista a necessidade de novos candidatos a farmacos para o tratamento da

DA, este trabalho teve como objetivo a sintese e avaliagdo farmacologica in vitro de novos
ligantes multialvos cumarinicos, capazes de interagir simultaneamente com o H3R e com outros
alvos envolvidos na patologia da DA, AChE, BChE e as monoamina oxidases MAO-A/B,
visando identificar candidatos a farmacos com potencial neuroprotetor e capacidade de modular
vias neurotransmissoras relevantes para a doenga.

A partir de dados de compostos cumarinicos do LaDMol-QM que apresentaram
excelente atividade frente as colinesterases, foi identificado um perfil farmacoférico de
inibidores cumarinicos de ChE descrito pelo nosso grupo de pesquisa (DE SOUZA et al., 2019;
FERREIRA et al., 2021; NADUR et al., 2025). Com base na similaridade estrutural entre as
subunidades farmacoforicas desses inibidores cumarinicos de ChE e as subunidades
farmacoforicas dos antagonistas de H3R descritas na literatura, foram planejadas a sintese de
uma quimioteca de compostos cumarinicos na busca por identificar novos candidatos e
compreender o perfil de atividade para exploracdo de futuras otimizagdes.

Essas subunidades farmacoforicas incluem uma regido basica, considerada essencial

para a interagdo com ambos os alvos, um espacador de dois a trés grupos metileno € um atomo
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de oxigénio responsavel pela conexdo com um nucleo central ou ligado diretamente a uma
regido arbitraria, representada pelo nicleo cumarinico em nossos compostos (Esquema 1A).
Nesse contexto, alguns compostos inibidores de ChE do LaDMol-QM foram selecionados para
avaliacdo no modelo de afinidade frente ao H3R. Com base nos resultados, o composto
LaDMol-138 (38) foi identificado como promissor, apresentando excelente afinidade pelo HzR
(Ki=31,9 nM).

A partir deste prot6tipo, que apresentava um perfil de substitui¢ao 3,7 (3-(1,2,3-triazol)
e 7-alcoxiamina), foram planejados novos derivados com modificagdes estruturais em diversas
posic¢des do nicleo cumarinico, visando compreender os requisitos importantes para a atividade
como ligantes de H3R, além de buscar a adi¢do de atividades adicionais como inibidores de
colinesterases e MAO-B, conforme ilustrado no Esquema 2B.

Desta forma, nas posigdes 3 e 4 do ntcleo cumarinico, que se encontram voltadas para
a regido arbitraria do modelo farmacoforico do H3R e para as interagdes hidrofobicas no sitio
periférico (PS) das ChE, foi planejada a constru¢ao de compostos com substituintes aromaticos
e heteroaromaticos (trocas bioisostéricas classicas do nucleo 1,2,3-triazol) com diferentes
padrdes de substitui¢do e volume, bem como anilinas substituidas (simplificagdo molecular do
LaDMol-138 (38), com o objetivo de analisar qual das duas séries regioisoméricas (3-
substituida e/ou 4-substituida) poderia promover as melhores interagdes adicionais no H3R e no
PS das ChE. Adicionalmente, com base nos resultados promissores relatados na literatura para
3-fenil-cumarinas (40 e 41), a andlise das atividades dos compostos como inibidores de MAO
(I-MAO), bem como da influéncia da posicdo de substituicdo, também sdo objetivos dessa
exploragdo estrutural.

O perfil regiossomérico de substitui¢ao da subunidade basica alcoxiamina também foi
objeto do planejamento, sendo exploradas as posicdes 6, 7 € 8 do nucleo cumarinico. Para essas
regides, até o momento, nao ha relatos na literatura que discutam relacdes estrutura-atividade
relacionadas a diferentes substituigdes com as atividades pretendidas, mas que continuam

atendendo a todos os requisitos farmacoforicos dos alvos planejados.
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A Modelo Farmacoférico de ligantes de H3R
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Esquema 1. Planejamento estrutural dos derivados cumarinicos atuando como ligantes de

HsR e com atividades adicionais como inibidores de ChE e MAO-B.

Apds a caracterizagdo dos

compostos  por

técnicas

espectroscopicas

€

espectrométricas, seguida da avaliagdo farmacologica in vitro, incluindo ensaios enzimaticos

cinéticos para determinar a atividade inibitoria sobre AChE, BChE e MAO-A/B, além de testes

de afinidade pelo H3R, serdo

realizados,

paralelamente, estudos

computacionais

de docking molecular para elucidacdo dos modos de interacdo e orientacdo do desenho racional

de novas geracdes de compostos. Também serdo previstas as propriedades ADME dos

compostos, a fim de estimar a farmacocinética e a biodisponibilidade.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Planejamento sintético das séries dos derivados cumarinicos

A sintese para obtencao dos derivados cumarinicos esta resumida na Figura 18. A sintese
das séries foram planejadas com base em metodologias cléssicas, partindo do nucleo
cumarinico central, complementadas por abordagens avangadas como reagdes de acoplamento
cruzado, amplamente empregadas em nosso grupo. Esses compostos foram organizados ao
longo do texto em cinco séries distintas, cuja classificagdo considerou as variagdes estruturais

dos substituintes, incluindo sua posi¢do de inser¢do e natureza eletronica.

= aromaticos/heteroaromaticos (posicédo 3)
Subunidade basica (posigdo 7)

Série 5 Reacgéao de acoplamento
= Imidazopiridinas substituida}V\ \_/ Suzuki-Miyaura
(posicéo 3) 5 4 Série 1
Subunidade basica (posicéo 7) 6 N3
Reagdo de condensagéo O{)?; = anilinas para-substituidas
Knoeveganel NWEANS~ o o (posigdo 3)
N 8 4 Subunidade basica (posigéo 7)
Série 4 < > Reacao de acoplamento
Buchwald-Hatwig
Série 2
= fenila (posigcéo 4)
Subunidade basica (posicéo 7) Série 3 = fenila e subunidade basica (posigao 3)
Reagao de condensagao Subunidade basica ou metoxila (posigéo 7)
Pechmann Reacéo de condensacgéo
Perkin

Figura 18. Resumo dos processos de sintese aplicados a obtenc¢ao dos derivados cumarinicos
aplicados a cada série.

3.1.1. Analise retrossintética das séries 1 e 2

O esquema 2 representa a retrossintese das séries 1 (51a-z) e 2 (54a-e), provenientes
do mesmo intermediario chave. Na série 1, por meio de uma desconexao C-N (etapa a), foram
identificados como precursores a piperidina (49a) e o derivados 7-(3-bromopropoxi)-2H-
cromen-2-one (50a) substituidos obtidos por substitui¢ao nucleofilica bimolecular (Sn2). Na
série 2, também por uma desconexdo C-N (etapa a) foi identificado o intermediario 3-bromo-
7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (52a-e) e anilinas para-substituidas (53a-e),
explorando a reag¢do de acoplamento cruzado de Buchwald-Hartwig.

As desconexoes da etapa b das séries 1 e 2 levam ao mesmo composto chave (48a-
¢). Na série 1, esse intermedidrio ¢ obtido por uma desconexao C-C (etapa b) a partir da reacao
de acoplamento cruzado Suzuki-Miyaura, identificando que 48 pode ser acoplado a é4cidos

bordnicos (47a-x). Ja na série 2, uma desconexao C-N (etapa b) permite detectar a piperidina
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(49a) e o composto-chave (48a-c) através de uma Sn2.

Nas etapas ¢ e d, a partir de duas desconexdes C-Br e C-O do composto chave 48, foi

possivel identificar os reagentes de partida umbeliferona (42) e dibromoalcanos (43a-b) obtidos

comercialmente. A partir de 42 e¢ 43a-b, duas reacdes subsequentes de Sn2 substitui¢ao

eletrofilica a regido a,fB-insaturada do anel da lactona pode levar aos intermediarios chaves 48.

Série 1 Série 2
O o0 Liii L,
N
S0 0o O
51a-z 54a-e
Acoplamento
SN2 i
N2 || @) CN a) C-C |lgychwald-Hatwig
H
N
z;\/\o
R = CH, 50a-z 52a-e R 53a-e
493 (CH,),Br, (CH)sBr R = H, NO, OMe, Br, Cl
Acoplamento \\ P) € b) C-N 7/ S\2
Suzuki-Miyaura
Ar-B /@\/I O
“OH
48a-c
47a-x Substituicdo
Ar = fenilas (o, m, p- substituidas), eletrofilica c) C-Br
tiofeno, piridina, pirimidina, naftilas, Sy2 d) C-0
1,3 benzodioxola N
N
B
HO o” "0
42 43a-b

Esquema 2.Analise retrossintética para obtengdo dos derivados cumarinicos das séries 1 e 2.

3.1.2. Analise retrossintética das séries 3 e 4

Os derivados cumarinicos das séries 3 e 4 referem-se as substitui¢des nas posi¢des 4,

6 ¢ 8 do ntcleo cumarinico com grupos fenila (posi¢ao 4) (64, série 4) e piperidinopropoxila

(posigdes 6 ¢ 8) (58a-d

com desconexdo C-O (etapa a) comum as duas séries,

, série 3). A anilise retrossintética, ilustrada no Esquema 3, inicia-se

identificando fenilcumarinas

hidroxiladas (56a-c¢) e cloridrato de 3-cloropropoxi-piperidina (60) como reagentes oriundos

dos sintons nucleofilicos e eletrofilicos, respectivamente. Duas novas desconexdes C-C e C-O

(etapa b) retrotraem aos salicilaldeidos substituidos (24a-c¢) e acido fenilacético (55) na série

3, via condensagao de Perkin, e ao resorcinol (26) e B-cetoéster (62) na série 4, por condensagao

de Pechmann classica.
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Esquema 3. Analise retrossintética para obten¢do dos derivados cumarinicos da série 3 ¢ 4.
3.1.3. Analise retrossintética da série 5

\

A série 5 refere-se a sintese das 3-(imidazo[1,2-a]piridina)-cumarinas (75a-d) que
foram divididas em duas rotas sintéticas conforme a variagdo de substituicdo no anel
imidazopiridina. A analise retrossintética, ilustrada no esquema 4, inicia-se com a desconexao
C-N (etapa a), comum as duas rotas, identificando os intermediarios 68a-c, 79 e piperidina
(49a-c).

Na rota 1, a etapa b inicia-se com uma desconexdo C-O via Sn2, revelando o
intermediario 67a-b e 1,3-dibromopropano 43b. Posteriormente, duas conexdes C-N (etapa c)
retrotraem o intermediario bromado (71) e 2-aminopiridina (72a-b), via reagcdo de condensagao
seguida de ciclizagdo intramolecular. Em seguida, a partir uma desconexao C-Br (etapa d) via
a-bromogao, foram identificados a 3-ceto-7-OH-cumarina (69) e N-bromosuccinamida (70).
Por fim, duas desconexdes C-C e C-O (etapa e) via condensagdo de knoeveganel, levam 2,4-
dihidroxi-benzaldeido (24a) e etilaceto acetato (68).

A rota 2 segue o mesmo procedimento reacional da rota 1, com adaptagdes devido ao
¢éster na posicao 3 do nucleo da imidazopiridina. Nesse caso, as duas desconexdes C-N (etapa
b) foram realizadas via one-pot por bromagao seguida de condensagao/ciclizacgdo, revelando o

intermediario B-cetoester 78 e o reagente 2-aminopiridina (72). Em seguida, a partir de uma
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desconexdo C-O (etapa c), via Sn2 obtém-se o B-cetoester hidroxilado (77). Por fim, com duas
desconexodes C-C e C-O (etapa d) sdo identificados os reagentes dietilacetonadicarboxilato (76)

e 2,4-diidroxi-benzaldeido (24a).
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H
N
+
R,= H,CH, Q O o Br~ >0
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Esquema 4. Andlise retrossintética para obtencdo dos derivados cumarinicos da série 5
separados pela rota 1 e 2.

3.2. Sintese dos intermediarios chave 3-Br-cumarinas (48a-c)

A sintese dos intermedidrios-chave 48a-c¢ ocorre em duas etapas, exceto para 48¢
(metoxila na posi¢ao 7), que requer apenas a etapa 2. O Esquema 5 ilustra ambas as etapas
reacionais ¢ o mecanismo da etapa final. Na primeira etapa, obtém-se as 7-
bromoalcoxicumarinas (44a-b), com rendimentos de 65 e 78%, a partir da umbeliferona (42),
via reacdo de Williamson em meio basico (K2CO:s), utilizando dibromoalcanos (43a-b) com 2

e 3 metilenos, em acetona a 60°C em tubo reacional selado. Em seguida, os intermedidrios-
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chave 48a-c¢ foram obtidos com rendimentos de 70-80%, pela bromagdo seletiva com Brz a
temperatura ambiente, em meio tamponado com acetato de sodio/acido acético
(CHsCOONa/CHsCOOH) (Esquema 5A).

As reagdes de ambas as etapas foram monitoradas por cromatografia em camada
delgada (CCD), utilizando silica como fase estaciondria e hexano/acetato de etila (30%) como
eluente, tanto na etapa 1 quanto na etapa 2. Na etapa 1, foi necessaria a purificacdo por
cromatografia em coluna flash automatizada de fase normal, com gradiente de hexano/acetato
de etila (10-30%). Na etapa 2, a reagdo foi resfriada em banho de gelo e o produto foi filtrado
a vacuo, lavando-se com agua destilada. Apds o isolamento e purificacdo, os compostos finais
foram caracterizados por ressonancia magnética nuclear de 'H e *C (RMN 'H e *C), cujos

espectros sao ilustrados nas Figuras S1-S8 do Anexo 7.2.
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b Br Br.
o0 o O—)H n Acetorza \Mn/\o o0 X0 AcO3|—t|1/A;cONa Br\(q/\O o0 X0
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42 43a-b 65e 78 % 44a-b 73 e 80% 48a-b
COz%
B Substituicdo eletrofilica ao sistema ol,ﬁ-insaturacioH
_ Br |
= ~--|H
® Br R_
=y 20D 0 0
8 7,60-7,65 (d) }/BI” R I
(0] (0] o
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o] o~ o j J.\H
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J@E/\f
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O O e}

48a-c

Esquema 5. A- Sintese ¢ B- esquema de intermediarios proposto para os derivados 3-
bromocumarinicos 48a-c.

As cumarinas apresentam caracteristicas "pseudoaromatica" devido a fusdo do sistema
© do benzeno (6 © elétrons) com o sistema a,B-insaturado da pirona, no qual o oxigénio do éter
doa um par de elétrons, completando o sexteto aromatico (6 elétrons m) no anel heterociclico
(CITARELLA et al., 2024). Devido a essa caracteristica, a bromagao seletiva em C3 nao deve

ser classificada como substituicdo eletrofilica aromatica classica, mas sim como uma
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substituicdo eletrofilica ao sistema a,-insaturado da pirona.

O esquema de intermedidrios proposto inicia-se com a coordenagdo do bromo ao
alceno da pirona formando o ion bromonio (I), resultante da interacao entre o orbital 6* vazio
do bromo (LUMO) ao orbital © ocupado do alceno da pirona (HOMO). Em seguida, ocorre a
abertura desse complexo, gerando um intermediario idnico estabilizado por ressonancia (II),
com possivel equilibrio entre o ion bromoénio (I) e um B-bromocarbocétion (II), dependendo da
estabilidade do carbocation formado. O B-bromocarbocéation (IT) ¢ favorecido nesse sistema por
2 fatores principais, a estabilizagdo por ressonancia causada pela fusdo da pirona com benzeno,
a estabilizagdo da carga positiva nas estruturas de ressonancia exercida pelo grupo alcoxila e
solvatagdo promovida pelo meio acido acético.

Por fim, o brometo presente no meio abstrai o hidrogénio acido do intermediario II,
restaurando a ligagdo dupla C3=C4 e formando os intermediarios-chave 48a-c. Observa-se a
formagao de acido bromidrico (HBr), potencialmente problematico, pois a cumarina pode sofrer
degradagdo em meio acido ou alta temperatura, com abertura do anel lacténico. Assim, 0 meio
reacional foi tamponado com CH;COONa/CHsCOOH para neutralizar o HBr e evitar a possivel
degradacao do nucleo cumarinico (NADUR, 2025).

3.3. Sintese dos derivados 51a-w - série 1

A sintese dos produtos 51a-z ocorre em duas etapas a partir do intermediario chave
48a-c. A etapa principal (etapa 1) consiste na obten¢do dos intermediarios 50a-z por reagdo de
acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura, em rendimentos variando de 72-90% (Esquema 6).
Essa reacdo utilizou diversos 4cidos bordnicos aromaticos e heteroaromaticos,
tetrakis(trifenilfosfina)paladio(0) (I), carbonato de potdssio e uma mistura de solventes,
resultando na formagao dos intermediarios S0a-z (Tabela 1). Na etapa 2, através de uma Sn2 na
presenca de piperidina em acetonitrila (ACN), foram obtidos os produtos finais S1a-z com
rendimentos variando de 45-98% (Esquema 6). As propriedades fisicas e quimicas e
informagdes gerais desses compostos estdo apresentadas na Tabela 2.

O mecanismo proposto para a sintese dos intermediarios 50a-z, ¢ representado através
do ciclo catalitico do catalizador Pd(PPhs)4 (I) baseando-se em trés etapas principais, a adi¢ao
oxidativa, transmetalacao e eliminacao redutiva (Esquema 5). Na adi¢cdo oxidativa, ocorre a
insercao da ligagdo C3-Br do intermediario 48a-z, representado pelo estado de transi¢ao (II),
formando o complexo com Pd*? (IIT). Apos a formagio do complexo de organopaladio (III),
ocorre a substitui¢do do nucleofilica do carbonato de potassio e elimina¢ao do Br formando um

complexo oxidado estavel (IV).
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Na transmetalag@o, ocorre troca da unidade organica das espécies organoboro (47a-x)
com a base. Primeiramente, forma-se o complexo boronato (V), no qual a base se liga ao orbital
vazio do boro. Em seguida, a unidade organica do boronato se coordena ao paladio,
representada pelo estado de transicdo (VII), formando o intermediario (VII) e do acido
fenilboronico. A tultima etapa, eliminagdo redutiva, completa o ciclo catalitico do paladio,
regenerando a forma reduzida (I). Nesta etapa, clivam-se as duas ligagdes C-Pd das unidades

organicas, formando a ligacdo C-C dos intermediarios S0a-b (PENTSAK et al., 2019).

Ar-B(Ph) Q Ar
Br 2, Ar X
—_—

Tolueno:EtOH:H ,0 O  3n,60°C

48a-c (2:1:1) 50a-z 45-98% 51a-x
3-4h, 65°C R = 3-(piperidin-1-il)propoxila
72-90% Sn2 2-(piperidin-1-il)etoxila

OMe

ﬂ Reacgao de acoplamento cruzado Suzuki-Miyaura

X
. Rit R )
R— (PPh3),Pd 48a-c
1 R—
50a-z !
t
< : R,
R1. | _~Pd(PPhj),
E _Pd(PPhj), [P
R
Vil II/R1 mn '\'1Pd PPh I
S i L R SPAPPR) - icko oxidativa’
.Eliminagéo redutiva; ~ , “ph. Bro o memmmemmeeeees :
K,CO3
H
®
K 9o v
KOZCO—I?:—OCOZK _Ry
v OH (PPh;),Pd! KBr
OCO.K
Transmetalagéo ! ® o
"""""""" N K 0 \'
OH  K,CO,4 ;
—B, —_ > —I?—OCO2K
47a-x OH OH
Substituintes aromaticos e
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a: 3-fenil; b: 3-(4-Me-fenil); c::3-(4-OMe-fenil); d: 3-(4-Cl-fenil); e: 3-(4-OH-fenil); f: 3-(4-F-fenil); g: 3-(4-Br-fenil);
h: 3-(4-NOy,-fenil); i: 3-(4-CN-fenil); j: 3-(4-CFs-fenil); k: 3-(3-tiofeno); I: 3-(4-piridina); m: 3-(a-naftil); n: 3-(5-
pirimidina); o: 3-(B-naftil); p: 3-(4-dimetilamino), q:3-(3-NO,-fenil), r:3-(3-Me-fenil) ,s:3-(5-benzo[d][1,3]dioxol) , t:3-(3-
OMe-fenil), u:3-(3-OH-fenil), v:3-(2-NO,-fenil), x:3-(2-OMe-fenil), z: 3-(4-OH-fenil)/R:OMe, w:3-(4-OH-fenil)/R: 2-
(piperidin-1-il)etoxila.

Esquema 6. Procedimentos experimentais dos derivados 51a-z e mecanismo proposto para os
intermediarios 50a-z via reacao de acoplamento cruzado de Suzuki-Miyaura.
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Tabela 1. Propriedades fisicas e analiticas dos compostos dos intermediarios 50a-w da

Série 1
Br\(v);\o 0o
50a-w

Codigo n Ar Rendimento  P.F. (°C)"
50a 2 Fenil 76% 97-109°
50b 2 4-Me-fenil 74% 145-153°
50c 2 4-OMe-fenil 72% 120-127°
50d 2 4-Cl-fenil 73% 115-119°
50e 2 4-OH-fenil 60% 153-157°
50f 2 4-F-fenil 73% 135-140°
50g 2 4-Br-fenil 80% 160-165°
50h 2 4-NO,-fenil 86% 155-159°
50i 2 4-CN-fenil 89% 182-191°
50j 2 4-CF;-fenil 61% 148-156°
50k 2 3-tiofeno 71% 112-120°
501 2 4-piridina 50% 210-217¢
S50m 2 o-naftil 82% 175-193°
50n 2 S5-pirimidina 66% 220-226°¢
500 2 B-naftil 72% 195-207¢
50p 2 4-dimetilamino 90% 147-154°
50q 2 3-NO»-fenil 63% 122-129°
50r 2 3-Me-fenil 53% 100-113°
50s 2 5-benzo[d][1,3]dioxol 81% 165-170P
50t 2 3-OMe-fenil 56% 115-120°
50u 2 3-OH-fenil 53% 140-147°
S50v 2 2-NO,-fenil 36% d
50x 2 2-OMe-fenil 54% -
50z 1 4-OH-fenil 71% 188-195°
50w OMe 4-OH-fenil 78% 122-137°

bfusidmetro automatico Buchi M-563, ¢ fusidmetro manual Gehaka PF-1500 Farma , 96leo

Diversos fatores interferem na reacdo de Suzuki-Miyaura, incluindo efeitos

eletronicos, estéricos, reatividade do substrato e natureza da base. Ligantes deficientes em

elétrons e volumosos dificultam a adicdo oxidativa, mas facilitam a eliminac¢do redutiva

(D'Alterio et al., 2021). Conforme os rendimentos dos intermediarios Tabela 1, observa-se
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pouca diferenca entre os derivados fenilicos para-substituidos com grupos doadores (60-90%)
e retiradores de elétrons (61-89%). Contudo, quando esses grupos ocupam posi¢des orto ou
meta, os rendimentos diminuem (36-63%), provavelmente devido aos efeitos eletronicos e
estéricos que afetam a transmetalagdo, etapa limitante quando os substituintes estdo nos acidos
boronicos. Importante destacar que a reagdo de acoplamento ocorre na posi¢ao C3 da cumarina,
enquanto a posicdo C2 apresenta uma carbonila que pode exercer um pseudo efeito orto sob
essas reagoes de acoplamento realizadas, o que também corroboraria para a reducao dos
rendimentos relatados acima com acidos bordnicos orto e meta-substituidos.

Substratos contendo nitrogénio, como piperidina, piridina e pirimidina, podem
ocasionar o envenenamento do catalisador Pd(PPhs)s devido & coordenagdo dos pares de
elétrons livres dos nitrogénios ao Pd®, provavelmente devido a facilidade de acesso ao Pd° com
o ligante de PPhs, formando complexos inativos que inibem a adi¢do oxidativa (HEGEDUS;
MATHE, 2001; HAIBACH et al., 2022). Isso explica os rendimentos com os derivados piridina
(501) e pirimidina (50n), que apesar de ndo possuirem efeitos estéricos orto ou meta,
apresentaram rendimentos reduzidos (50% e 66%, respectivamente), suficiente, entretanto para
seguir para etapa seguinte sem a necessidade de troca do catalisador.

Como descrito anteriormente, os compostos finais 51a—w foram obtidos na etapa final
por meio de uma reagao de aminagdo via Sn2, na qual a piperidina atua como nucleofilo. Sob a
perspectiva de derivatizacdo em ultima etapa, desejavel para a constru¢do de uma série
congénere, a realizagdo da aminacdo antes da reagdo de acoplamento cruzado de Suzuki-
Miyaura poderia, a principio, ser mais vantajosa. Entretanto, ensaios conduzidos com esse
objetivo demonstraram que a presenca da piperidina, nas condigdes empregadas para o
acoplamento de Suzuki—Miyaura, resultava na formag¢do de multiplas impurezas. Esses
resultados justificam a rota escolhida, na qual a introducdo desse substituinte (piperidina) ocorre
apenas na etapa final.

As reagoes de ambas as etapas foram monitoradas CCD, utilizando silica como fase
estaciondria e hexano/acetato de etila (30%) como eluente na etapa 1, e diclorometano/metanol
(10%) como eluente na etapa 2. Ambas as etapas geraram poucas impurezas, que exigiram
purificagdo por cromatografia em coluna flash automatizada de fase normal, com gradiente de
hexano/acetato de etila (10-30%) para a etapa 1 e diclorometano/metanol (0—15%) para a etapa
2. Em alguns casos da etapa 2, ndo foi necessaria purificacdao, bastando o isolamento por
particdo entre acetato de etila e dgua.

Ap6s o isolamento e purificagdo, os intermedidrios 50a-w (Figuras S9—S55 do Anexo

7.2) e os compostos finais S1a-w (Figuras S56—S103 do Anexo 7.2) foram caracterizados por
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RMN 'H e *C. Os produtos 51a-w também foram identificados por cromatografia liquida

acoplada a espectrometria de massas (LC-MS) e cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC) (Figuras S160-S180 do Anexo 7.3), e suas purezas estao indicadas na Tabela 2.

Tabela 2. Propriedades fisicas e analiticas dos produtos S1a-w da Série 1

________

; R=B R=C
-R-'-=- X __________ 51a-x 51z 51w
Codigo R Ar Rendimento  P.F. (°C)*® Pureza
S1a A Fenil 98% 163,8° 99,11%
51b A 4-Me-fenil 72% 1459% 99,14%
S1c A 4-OMe-fenil 60% 134,3°C*? 98,55
51d A 4-Cl-fenil 46% 150° 95,04%
Sle A 4-OH-fenil 52% 210* 95,03%
51f A 4-F-fenil 96% 1472 96,39%
S1g A 4-Br-fenil 74% - 93,02%
51h A 4-NO,-fenil 45% 147% 97,02%
51i A 4-CN-fenil 56% 288* 100%
51j A 4-CF;-fenil 61% 146,5% 100%
51k A 3-tiofeno 65% 164,92 95,18%
511 A 4-piridina 20% 181°C* 96,69%
51m A a-naftil 83% 141°C? 100%
51n A 5-pirimidina 59% 162°C* 100%
510 A B-naftil 50% 155,6* 100%
51p A 4-dimetilamino 48% 155°C? 97,44%
51q A 3-NO,-fenil 31% 95-105° 98,91%
S1r A 3-Me-fenil 33% 105-112° 96,10%
51s A benzo[d][sl_,3]dioxol 20% 95-110° 96,40%
51t A 3-OMe-fenil 32% 100-115° 97,65%
51u A 3-OH-fenil 31% 190-197° 99,36%
S1v A 2-NO,-fenil 54% 145-155° 98,29%
S51x A 2-OMe-fenil 28% 178-187° -¢
51z B 4-OH-fenil 49% 178-189° -
51w C 4-OH-fenil 75% 154-168° -
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afysidmetro automatico Buchi M-565, P fusidbmetro manual Gehaka PF-1500 Farma, ¢intermediarios

Nas analises de RMN 'H e '*C, sinais caracteristicos confirmaram as estruturas dos

produtos S1a-w, confirme ilustrado na Figura 19. Como representado na Figura 19A, alguns
sinais caracteristicos apresentaram perfis similares em todos os compostos e confirmaram a
estrutura base da cadeia da amino alcoxila e do ntcleo cumarinico. Os protons dos grupos
metilenos ligados ao nitrogénio (CH,-N, posicoes 3°, 4’ e 8’) foram atribuidos aos multipletos
ou singletos largos na regido de 62,25-2,50 ppm em RMN de 'H, cujos carbonos
correspondentes foram observados na faixa de §54—56 ppm em RMN de '*C. Em contraste, o
sinal do metileno adjacente ao oxigénio (CH,-O, posi¢ao 1°) apresentou-se como um quarteto
mais desprotegido entre §4,0-4,3 ppm ('H) e §65-68 ppm ('H), confirmando a ligacdo éter na
posi¢do 7 da cumarina.
O sinal diagnéstico mais relevante da formacdo do sistema heterociclico foi o do hidrogénio na
posicdo 4 (H-4), o mais desprotegido da estrutura devido a desblindagem causada pela
ressonancia da carbonila adjacente e pelos efeitos de anisotropia do sistema aromatico fundido,
sendo observado entre §7,10-9,00 ppm (‘H) e §135-140 ppm (**C). Adicionalmente, para o
composto fluorado 51f, a presenca do anel p-fluorfenila na posicdo 3 foi ratificada pela
observag¢ao de desdobramentos caracteristicos nos sinais aromaticos devido ao acoplamento
heteronuclear com o niicleo de °F. Em RMN de '3C, o carbono diretamente ligado ao fltior (C-
3”) manifestou-se um deslocamento de aproximadamente 6163,8 ppm, enquanto os carbonos
em posi¢ao orto e meta exibiram constantes de acoplamento de menor intensidade, confirmando
o padrao de substituicdo no sistema aromatico lateral.

O fltor exerce dois efeitos opostos no anel aromatico: um efeito indutivo (1), retirando
densidade eletronica, e um efeito de ressonincia ("R), no qual os pares de elétrons livres do
flaor podem ser doados ao anel. Na posi¢ao orto ao fliior, os protons apresentam deslocamento
quimico menor, entre 7,12 e 7,16 ppm, € na posi¢ao meta apresentam sinais com maior
deslocamento quimico, entre 7,68 e 7,70 ppm. Isso ocorre porque, nas posicdes orto € para o
efeito "R prevalece sobre o efeito indutivo, uma vez que a doagdo de pares de elétrons pelo
flior aumenta a densidade eletronica nessas posigdes especificas. Portanto, quanto maior a
densidade eletronica, maior ¢ a blindagem contra o campo magnético externo, o que resulta em

um deslocamento quimico menor.
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Figura 19.A) Representagdo esquematica dos deslocamentos quimicos (9, ppm) dos protons
nos compostos finais 51a-w em RMN de 'H (CDCl;, 500MHz). (B) Espectro expandido do
composto 51f, destacando a atribui¢cdo detalhada dos principais sinais aromaticos e da cadeia
alquilica para exemplificagao.

3.4.Sintese dos derivados 3-(N-anilino) 7-aminoalcoxi-cumarinicos (54a-e) — série 2

A sintese dos produtos 54a-e ocorre em duas etapas a partir do intermediério 48b,
conforme representado no Esquema 7. O intermedidrio chave, composto 52, ¢ obtido na etapa
principal por aminagdo similar a etapa 1 da série 1, com rendimento de 63%. Na etapa final,
realiza-se a reagdo de acoplamento cruzado de Buchwald-Hartwig na presenca de anilinas
substituidas (53a-e), carbonato de césio como base, acetato de paladio e Xantphos como ligante,
em 1,4-dioxano como solvente, em rendimentos de 43-81%. As propriedades fisicas, quimicas
e informagdes gerais desses compostos estdo listadas na Tabela 3. Esses compostos foram
sintetizados com objetivo de avaliar ndo s6 de avaliar modificagdes para melhora de atividade

(farmacodinamica), mas também nas propriedades farmacocinéticas como a modulagio
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solubilidade, permeabilidade e outros, que podem ser moduladas com a introdu¢do do atomo

de nitrogénio (BUSKES; BLANCO; et al., 2020).

H
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Br 490 B anilinas H
oo G-I o o - M o g !
ACN
B "o 070  3h 60°C N0 0770 pd(CH,c00), O‘/\/\O 0" "o R
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Esquema 7. Procedimentos experimentais e esquema de intermedidrios proposto via reagao
de acoplamento cruzado de Buchwald-Hartwig para os produtos S4a-e.

Tabela 3. Propriedades fisicas e analiticas dos compostos 52 e 54a-e da Série 2

Codigo R Rendimento P.F.(°C)  Pureza
52 - 63% 97-110 97%
54a H 77% 110-117 98,59%
54b NO; 75% 120-125 98,62%
54¢ OMe 69% 134-138 100%
54d Br 35% 147-150 93%
54e Cl 73% 143-149 90,28%

Assim como na rea¢do de Suzuki-Miyaura, o mecanismo do acoplamento Buchwald-
Hartwig ¢ melhor visualizado a partir da perspectiva do catalisador de paladio (I), apresentando
algumas similaridades. A reagdo inicia-se com a adicdo oxidativa do haleto de arila

(intermediario 52) ao Pd(0), formando o complexo de organopaléadio (IT) II. Em seguida, ocorre
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a coordenacdo da anilina substituida (53a-e) ao Pd(II), assistida pela base carbonato de césio
(Cs2C0:3), que desprotona a anilina e facilita a transmetalagdo, gerando o intermediario III. Por
fim, a eliminagdo redutiva (IV) forma os produtos desejados (54a-e), regenerando o catalisador
Pd(0) e completando o ciclo catalitico (Esquema 18) (PAUL; PATT; HARTWIG, 1994;
GURAM; BUCHWALD, 1994).

Apesar de algumas similaridades, existem diferencas importantes entre as reacdes de
Buchwald-Hartwig e Suzuki-Miyaura que vao além das mais claras relacionadas aos reagentes
e a formacao de ligagdes C-N versus C-C. Por exemplo, a Buchwald-Hartwig funciona melhor
com ligantes volumosos de paladio como Xantphos, que facilitam a coordenacdo da anilina e
evitam subprodutos como dimeriza¢do do Pd ou homoacoplamentos. Ja na Suzuki-Miyaura,
catalisadores menos volumosos como Pd(PPhs)s ou Pd(OAc)., sem ligantes auxiliares, sdo mais
utilizados, pois complexos volumosos dificultariam a transmetalagdo com acidos bordnicos e
os ligantes hidrofobicos seriam insoltiveis no meio aquoso (ALFANO et al., 2025).

Outro fator importante ¢ o tipo de solvente, a reacdo de Buchwald-Hartwig requer
solventes organicos anidros como 1,4-dioxano, pois a protonagdo das aminas em meio aquoso
reduz sua nucleofilicidade, prejudicando a transmetalacdo. J& na Suzuki-Miyaura, muitas
metodologias empregam agua como solvente, que auxilia na ativacdo dos acidos bordnicos e
na hidrélise da base, facilitando a transmetalagdo (SHERWOOD et al., 2019; AHMED;
MUSHTA; CHINNAM, 2023).

As reacdes de ambas as etapas foram monitoradas por CCD, utilizando silica como
fase estaciondria e diclorometano/metanol (0-15%) como eluente. Ambas geraram poucas
impurezas, purificadas por cromatografia em coluna flash automatizada de fase normal com
gradiente de diclorometano/metanol (0-15%). Em alguns casos da etapa 2, lavagem com
acetona removeu impureza proxima ao produto.

Ap06s isolamento e purificagdo, os compostos finais foram caracterizados por RMN 'H
e *C (Figura S104-S113 do anexo 7.2), LC-MS e HPLC (Figura S181-S183 do anexo 7.2) e
tiveram suas purezas avaliadas (Tabela 3). Nas analises de RMN 'H e *C, sinais caracteristicos
confirmaram as estruturas dos produtos 54a-e, conforme ilustrado na Figura 20. De modo geral,
nicleo cumarinico e da cadeia aminoalcoxila foi evidenciada pela similaridade dos
deslocamentos quimicos observados em todos os derivados da série. A confirmacdao da
monoarilacdo ¢ comprovada com sinal de -NH proximo ao deslocamento de aromaticos (67,09-
9 ppm), claramente identificavel em DMSO-d6 devido a menor taxa de troca protdnica e ao
efeito de desblindagem por ressonancia com os sistemas aromaticos adjacentes.

No espectro de RMN de *C, a formagdao da ligagdo C-N foi corroborada pelo
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deslocamento dos carbonos quaternarios nas posi¢des 3 (do nucleo cumarinico) e 1°-6” (do anel
arilico lateral), situados na faixa de §134—139 ppm. Adicionalmente, o hidrogénio H-4 do
nucleo cumarinico permanece como o sinal mais desprotegido do espectro 'H, enquanto as
variagoes nos deslocamentos quimicos e multiplicidades na regido aromatica (6 6,5-8,5 ppm)
correlacionam-se diretamente com o efeito indutivo e mesomérico dos diferentes substituintes

(H, NOZ, OMe, Br, Cl) presentes no anel arilico.
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Figura 20. Representacdo esquematica dos deslocamentos quimicos (8, ppm) dos protons do
derivado 7-aminoalcoxi-cumarinico 54¢c em RMN de 'H (DMSO-d6, S00MHz).

3.5.Sintese dos derivados regiosioméricos de 3-fenilcumarinas substituidas com
piperidinilpropoxila (58a-f) — série 3

A série das 3-fenilcumarinas substituidas com grupos piperidinilpropoxila em

diferentes posi¢cdes foi planejada para permitir a sintese rapida e eficiente dos derivados,

avaliando o impacto das substituigdes em posi¢des adjacentes, uma vez que ha poucos relatos

na literatura. A sintese dos derivados S8a-c ocorreu em trés etapas sequenciais (Esquema 8).
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Inicialmente, os nucleos cumarinicos substituidos com o grupo 3-fenila (57a-¢) foram
sintetizados via reagdo de Perkin modificada, a partir dos salicilaldeidos 24a-c. Em seguida, a
desmetilagdo foi realizada com tribrometo de boro (BBr3) em diclorometano (DCM), resultando
nos intermediarios hidroxilados S6a-c. Finalmente, a alquilagdo do grupo hidroxila dos
intermedidrios 56a-c ¢ dos intermedidrios 50e, 50z ¢ S0w (obtidos na série 1, secdo 3.3) foi
realizada com cloridrato de 3-cloropropilpiperidina, introduzindo uma cadeia alquilica basica e

gerando os analogos finais (58a-f).

Esquema 8. Etapas reacionais proposta para a sintese dos derivados 58a-f.
3.5.1. Sintese no nucleo cumarinico via reacdo adaptada de Perkin (Etapa 1)

A primeira etapa consiste na sintese de 3-fenilcumarinas substituidas com metoxila,
na qual trés metodologias foram avaliadas (Esquema 9A) visando a obtenc¢do eficiente dos
intermediarios com baixo custo e facilidade para explorar diferentes posi¢des de substitui¢do a
partir de salicilaldeidos e 4cidos fenilacético substituidos. A metodologia A corresponde a uma
reagdo one-pot baseada em adaptacdo da reagdo de Wittig, empregando trifenilfosfina, iodo
molecular e trietilamina em diclorometano. Ja a metodologia B foi realizada na presenca da
base 1,4-diazabiciclo[2.2.2]octano (DABCO) em condi¢des livres de solvente. Por fim, a
metodologia C, categorizada como reacdo adaptada de Perkin, foi conduzida em anidrido
acético com trietilamina como base.

As metodologias A e B foram inicialmente avaliadas com o objetivo de obter os
compostos 57f e 57h, em fun¢do da maior disponibilidade dos reagentes correspondentes. O
progresso das reacdes foi monitorado pelo leitor de TLC acoplado ao espectrometro de massas

compacto (TLC-CMS). Essa abordagem mostrou-se eficiente para o acompanhamento
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simultaneo de multiplas reagdes, permitindo a rapida identificacdo dos produtos formados, além
de reduzir custos com analises subsequentes e minimizar desperdicios de material (Esquema
9B).

As metodologias B e C apresentaram melhores resultados, com a maior concentragao
do produto e com menor formag¢do de impurezas. No entanto, observou-se que as reagoes
conduzidas na presenca de DABCO levaram a formagdo de aglomerados soélidos, o que

dificultou significativamente as etapas de purificagao dos produtos obtidos.
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Esquema 9. A- Avaliacdo de procedimentos para a sintese das 3-fenilcumarinas da série 3, B-
monitoramento por TLC-CMS (Expression® da Advion Interchim Scientific), C- Avaliacao do
escopo reacional na obtenc¢do dos derivados 57a-h desejados (espectros Figuras S114-S121 do
anexo 7.2).

Diante desses resultados, a metodologia C foi selecionada para avaliagdo, uma vez que
apresentou menor formac¢do de impurezas e maior concentracao do produto desejado. A partir
desta metodologia, os compostos S7a—d foram obtidos com rendimentos satisfatorios de 37 a
53%. Entretanto, a mesma sintese aplicada aos compostos 57e e¢ 57f levou a formacgao

significativa de impurezas. Especificamente para a reagdo visando a obteng@o do composto 57f,
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foi detectada a formacgao do subproduto 57g, atribuida a presenca de uma hidroxila exposta as
condig¢des reacionais como identificado no leitor de placas TLC-CMS.

Em funcao do elevado nivel de impurezas observadas, os produtos dessas reagdes nao
foram submetidos as etapas de purificacao. Diante disso, optou-se por prosseguir nesta etapa
com 0s compostos 57a—c, os quais se mostraram suficientes para a avaliacdo da influéncia das
diferentes posicdes de substituicdo no nicleo cumarinico.

A reagao de Perkin ¢ tradicionalmente empregada na sintese de acidos a, B-insaturados
aromaticos, sendo baseada na condensacdo aldodlica entre um anidrido carboxilico e um
aldeido aromatico na presenga de uma base fraca, geralmente acetato de s6dio ou potassio, ou
trietilamina. Para a sintese de cumarinas, além da condensacdo, ocorre uma cicliza¢ao
intramolecular favorecida por condigdes de aquecimento, conduzindo a formagdao do anel
lactonico (MAJUMDER; MAJUMDER, 1993).

O mecanismo proposto para a obtencao dos derivados 57a—c¢ baseia-se em uma reagao
de Perkin modificada, na qual a ativacdo do acido fenilacético (55) ocorre inicialmente pela
formagdo de um intermedidrio acilado na presenca de trietilamina (II). Essa etapa gera um
intermedidrio reativo que, apds desprotonagao, leva a formagao de uma espécie enolato
estabilizada, capaz de atuar como nucledéfilo (I1I).

Na etapa seguinte, o enolato ataca o carbono eletrofilico da carbonila do aldeido,
resultando na formacao do intermediario B-hidroxicarbonilico (V). Apds a transferéncia de
préoton e desidratagdo conduz a formagdo do sistema o,B-insaturado, caracteristico de uma
condensacdo aldolica (VIII) (CLAYDEN, 2012).

Por fim, hidroxila em orto realiza um ataque nucleofilico intramolecular a carbonila
do anidrido, e ap6s transferéncia de proton e eliminag¢ao do grupo acetato leva a formagao dos

compostos 57a—c¢, conforme ilustrado no Esquema 10.
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1) ativagao do acido fenilacético (55a-b)
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Esquema 10. Esquema de intermediarios proposto para os derivados 57a-c¢ via condensagado de
Perkin modificada.

3.5.2.Desmetilacio dos derivados 57a-c (Etapa 2)

A segunda etapa, representada no Esquema 11, consiste na desmetilacdo dos
intermediarios metoxilados 3-fenilcumarinas (57a-¢) com tribromoborano (BBr:) em
diclorometano. A reacdo inicia com resfriamento a 0 °C, seguido de aquecimento a 45 °C apos
a adicdo do BBr3, resultando em rendimentos de 56 a 70%. No mecanismo proposto, o0 BBr3
atua como acido de Lewis, coordenando-se ao oxigénio da metoxila por meio de seu orbital p
vazio, com formagdo do ion oxonio (I) promovendo uma polariza¢do e enfraquecimento da
ligagdo C-O. Em seguida, ocorre ataque nucleofilico via Sx2 pelo Br, levando a clivagem da
ligacdo O-Me, gerando o intermedidrio boranico (II), que apds hidrolise, origina os compostos
hidroxilados 58a-c (Clayden et al., 2012; Nadur, 2025).

O tempo da reacdo foi monitorado até 7h e deixada em overnight. Até Sh, observa-se
a formagao do produto sem degradacdo conforme ilustrado na CCD do esquema 11, ap6s Sh,
comegca a formagao da degradacao representada pelo spot em preto na CCD, embora o reagente

inicial ndo seja consumido completamente em nenhum caso. A degradagdo decorre
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provavelmente do aumento da concentragdo de HBr gerado in situ, capaz de clivar o anel
lactona da cumarina em meio acido forte. Além da TLC, a reacdo foi analisada no leitor TLC-
CMS, confirmando a formagao do produto, com m/z correspondente aos compostos, € sua

proporgao relativa ao reagente metoxilado (Figura 21).
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Figura 21. Andlise por espectrometria de massas em solucdo no TLC/CMS (ioniza¢do por
eletrospray), evidenciando os ions principais do reagente metoxilado (57a-c) e dos produtos
fendlicos demetilados (58a-c). Os principais sinais de confirmacdo por RMN 'H, com
deslocamentos caracteristicos para -OMe e -OH aromético, bem como os sinais de confirmagao
da ciclizagdo do nucleo cumarinico também sao indicados.
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Esquema 11. Procedimento experimental da sintese dos compostos 58a-¢, cromatograma em
CDD (Hexano:Acetato de etila 70:30) e esquema de intermediarios proposto. Os espectros dos
intermediarios 58a-c¢ sdo encontrados nas Figuras S125-S127 do anexo 7.2.

3.5.3. 0-Alquilacao dos derivados 58a-c (Etapa 3)

A etapa final da sintese das 3-fenil-cumarinas substituidas foi realizada mediante
reacdo de O-alquilacdo dos derivados hidroxilados da etapa anterior (58a-c) e na série 1 (50e,
50z e 50w) com cloridrato de 1-(cloropropil)piperidina (60), na presenga de iodeto de potassio
(KI) e carbonato de potassio (K2CO3), originando os compostos alquilados 61a-f com
rendimento na faixa de 26-59%, conforme ilustrado no Esquema 12B. O cloridrato de 1-
(cloropropil)piperidina foi preparado por meio da reagdo de Sn2 entre 1-(hidroxi-
propil)piperidina (59) com cloreto de tionila em tolueno, obtendo rendimento de 93% (Esquema
12A).

O mecanismo proposto, de forma simplificada e esquematizado no Esquema 12, inicia-
se com a reagcdo Sn2 entre o iodeto (proveniente do KI, catalisador da reagdo) e o cloridrato de
1-(cloropropil)piperidina (60), na qual o iodeto realiza ataque nucleofilico ao carbono ligado
ao cloro, gerando o intermedidrio I. Paralelamente, a base presente no meio (K2COs) abstrai o
préton da hidroxila, formando o fenolato (II). O fenolato (II) atua como nucleofilo, atacando o
carbono ligado ao iodo no intermediario I. De modo concertado, forma-se a ligagdo C-O e

rompe-se a ligacdo C-I, liberando iodeto e originando os derivados 61a-f.
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Esquema 12. Procedimento experimental, rendimento e ponto de fusdo dos compostos 61a-f.

As reacdes foram monitoradas por CCD e pelo sistema automatizado de leitura de CCD
(Plate Express, Advion), tanto em solu¢do quanto em placas de CDD. Os derivados 61a-f foram
confirmados por LC-MS (Figuras S183-S188 do anexo 7.3) e por RMN de 'H e *C (Figuras
S128-S138 do anexo 7.2). A caracterizagdo por RMN de 'H e *C apresenta similaridade com
0os compostos previamente descritos, nos quais a subunidade aminoalcoxila exibe
deslocamentos quimicos na faixa de 1,40-2,60 ppm, variando conforme o ambiente quimico, e
a unidade aromadtica na faixa de 6,30-9,00 ppm, como ilustrado no espectro do composto 61b

representado no Esquema 13C.
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Esquema 13. A) mecanismo proposto para sintese dos compostos 6la-f via O-alquilagao
catalizada por KI. B) diferenca entre os deslocamentos quimicos da posicdo H4 da cromenona
quando altera as substituicdes em seu nucleo. C) RMN 'H (300 MHz, CDCls) do composto
61b.

Uma diferen¢a observada entre os sinais dos compostos 61a-f refere-se ao fato de que
as caracteristicas dos substituintes aromaticos e heteroaromaticos na posi¢do 3 afetam o
deslocamento quimico do H4 da cromenona. Da mesma forma, a variagdo na posi¢ao da
metoxila ou da cadeia piridinilpropoxila interfere nesse deslocamento quimico. Na posigdo 7, a
metoxila exerce efeito protetor sobre o H4 em relacdo ao campo magnético externo, doando
densidade eletronica por ressondncia que se estende até a posicao 4 via sistema conjugado, o
que eleva a densidade eletronica local e reduz o deslocamento quimico (6 menor).

Em contraste, nas posigdes 6 e 8, a doagdo eletronica ¢ menos eficiente para alcangar o
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H4, resultando em maior exposi¢do ao campo magnético externo e consequente aumento do o
do H4. Adicionalmente, a proximidade da posicdo 8 ao anel pirona intensifica esse efeito, a
doacao de elétrons eleva a densidade eletronica ao redor da C9, tornando o H4 mais
eletropositivo e amplificando seu deslocamento quimico para valores mais altos (Esquema
13B).

Essas caracteristicas eletronicas nas substituigdes 6-8 do nucleo cumarinico também
interferem na reatividade e nos rendimentos de reagdes que envolvem o ntucleo. Por esse
motivo, muitas das vezes reagdes na posicao 7 sdo mais reativas e geralmente com maiores
rendimentos comparando com as posigdes 6 e 8.

3.6.Sintese do derivado 4-fenil-7-piridinilpropoxi-cumarina (64) — série 4

O derivado da 4-fenil-7-(piridinilpropoxi)cumarina (64) foi sintetizado em duas
etapas. A primeira etapa consiste na formagao do nucleo cumarinico por condensagao classica
de Pechmann, por meio da reagao do resorcinol (26) com o B-cetoéster benzoilacetato de etila
(62), em meio de acido p-toluenossulfonico (PTSA), livre de solvente, com rendimento de 40%,
gerando o intermedidrio 4-fenil-7-hidroxi-cumarina (63) (SUGINO; TANAKA, 2001). A
segunda  etapa corresponde a reacdo de O-alquilagio do intermediério
4-fenil-7-hidroxi-cumarina (63), descrita na série anterior (Esquema 14).

O mecanismo do intermediario 63, ilustrado no Esquema 14, segue o mecanismo
classico da reagdao de Pechmann. Inicialmente, o acido (no caso, o PTSA) protona a carbonila
do B-cetoéster benzoilacetato de etila (62), tornando-a um eletrofilo mais reativo. Em seguida,
o resorcinol (26) ataca nucleofilicamente a carbonila protonada, formando um intermediario
tetraédrico (I), que, apos transferéncia de proton, elimina etanol e gera o composto
1,3-dicarbonilico (III). Numa etapa subsequente, o PTSA ativa a carbonila do grupo cetona
(IIT), que sofre substituicdo eletrofilica aromatica intramolecular pelo anel do resorcinol. O
ataque nucleofilico do anel aromadtico ao carbono carbonilico leva a formagao do intermedidrio
ciclico (IV). Apo6s a desprotonacdo (V), que restabelece a aromaticidade, ocorre a desidratacao
(VI), formando o anel lactonico e origina o composto 4-fenil-7-hidroxi-cumarina (63)

(REZAEl et al., 2014; SHARMA et al., 2022).
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Esquema 14. Procedimento experimental da sintese dos compostos 64 e esquema de
intermediarios proposto para o intermediario 63 via reagdo classica de Pechmann (Espectros
nas Figuras S140-S143 do anexo 7.2).

3.7. Sintese das 3-(imidazo[1,2-a]piridinas)-cumarinas

Assim como as cumarinas, as imidazopiridinas (IM) constituem um nucleo bastante
explorado, devido a combinag@o do heterociclo nitrogenado com diversidade sintética, além de
apresentarem uma ampla variedade de aplicagdes farmacoldgicas, principalmente em doengas
relacionadas ao SNC. O ntcleo possui diferentes isdmeros como ilustrado na Figura 22,
variando a posi¢ao do nitrogénio, o que resulta em compostos com diferentes caracteristicas e
propriedades fisico-quimicas (FERREIRA et al., 2026). A 3-(imidazo[ 1,2-a]piridina)-cumarina
(65) ¢ uma das isoformas mais exploradas na Quimica Medicinal e, diante disso, os compostos
75a-c planejados foram sintetizados por duas rotas sintéticas diferentes, em razao da diferenca

de substituicdo entre suas estruturas.
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Figura 22. Isomeros de imidazopiridinas

3.7.1. Sintese das 3-(imidazo[1,2-a]piridinas)-7-aminoalcoxi-cumarinas (71a-c)

A sintese dos derivados 3-(imidazo[ 1,2-a]piridinas)-7-aminoalcoxi-cumarinas (71a-c)
foi realizada em 5 etapas, conforme representado pelo Esquema 15 (FERREIRA, 2021). A
primeira etapa corresponde a formac¢do do ntcleo cumarinico via reagdo de Knoevenagel, cujo
mecanismo ¢ ilustrado no esquema 16. Nesta etapa, o 2,4-diidroxi-benzaldeido (24a) reage com
acetoacetato de etila (69) em meio basico de piperidina utilizando etanol como solvente a uma
temperatura de 80°C, resultando o intermediario 70 com rendimento de 70%. A segunda etapa
envolve a a-bromacdo do grupo carbonilico do intermedidrio 70 com N-bromosuccinimida

(NBS) em diclorometano, a 80°C, obtendo o intermediario 71 com rendimento de 75%.

0 o]
NBS
O (0] Br
H __PTSA X
@ + Mo/\ M -
HO OH 80°C,24h Ts0°can C3h oo
24a 69 EtOH DCM 71
70% 75%
NH
80°C, 24h X 2
EtOH ‘ _N T2ab
H 69%
N
N
Q | /Q Q
R, N N Br/\/\Br
. NaHCO
60°C, 3h B0 0o 3

ACN 243 80°C, 16 h
45-62% a- ACN 73a b
88% R =H, Br

Esquema 15. Sintese dos derivados 75a—¢, dividida em cinco etapas reacionais para obtencao
das cumarinas imidazo[1,2-a]piridinicas.
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A terceira etapa corresponde a formagao do nucleo da imidazo[1,2-a]piridina (IM) na
posi¢do 3 por meio de uma reagdo de Sn2 seguida de ciclizagdo intramolecular. Essa etapa foi
realizada a partir do intermediario bromado 71 e da 2-aminopiridina substituida, em etanol, a
80 °C, conforme ilustrado no Esquema 16 (adaptado de¢ KUMMERLE, 2009; FERREIRA,
2021). Os intermediarios 73a—b foram obtidos com rendimento de 88 %.

A etapa 4 envolve uma reagdao de alquilacio do intermediario 73a-b com
1,3-dibromopropano, entretanto, nas tentativas de purificagdo, o reagente que nao havia sido
totalmente consumido, acabava co-eluindo com o produto. Por esse motivo, o rendimento
relativo dessa etapa foi calculado considerando-se duas etapas sucessivas (etapas 4 e 5). Por
fim, a etapa 5 corresponde a reagdo de aminacao com piperidina substituida, via SN2, resultando
nos derivados finais 75a—c. As etapas 4 e 5 ja haviam sido descritas previamente na série 1.

O mecanismo proposto para a reagdo de Knoevenagel (etapa 1) é analogo ao da reacao
de Perkin descrita para a série 3. O mecanismo inicia-se com a formagao do enolato (I) a partir
do acetoacetato de etila (69), catalisada pela piperidina (44a). Em seguida, a piperidina (44a)
ataca a carbonila do aldeido (24a). Apds transferéncia de proton e desidratacao, forma-se o ion
iminio (V). Na proxima etapa, ocorre o ataque nucleofilico do enolato (I) ao ion iminio (V),

formando o intermediario (VI).

A formagao deste intermediario € crucial para a geragdo do nticleo cumarinico, pois a
partir desse ponto ocorre uma substituicao nucleofilica acilica intramolecular no éster. Nesse
processo, primeiro ocorre o ataque do nucledfilo ao carbono eletrofilico da carbonila do éster
(VII), formando um intermedidrio tetraédrico instdvel (VIII), seguido por transferéncia de

préoton (IX) e formagao do intermediario 70.

Todas as etapas foram monitoradas por CCD, purificadas por cromatografia em coluna
flash (sistema Isolera™) e caracterizadas por RMN de 'H e *C (Figuras S144-S153 do anexo
7.2). Na etapa 5, devido a reacdo ter ocorrido a partir de um reagente impuro, ainda com
intermediario (73a-b), ambos foram identificados e resgatados na purificag¢do para o calculo do
rendimento relativo da etapa 4. Na figura 23A estdo representados os principais sinais de
confirmacao dos intermediarios formados na etapa 1, 2 e 3. A confirmacdao do nucleo
cumarinico, por meio do intermediario 70 (etapa 1), como ja mencionado anteriormente, €
evidenciada pelo singleto mais desprotegido dos sinais aromaticos, com deslocamento quimico

de 8,57 ppm no RMN de 'H e 148,32 ppm no RMN de *C.
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Esquema 16. Mecanismo proposto para sintese do 1ntermed1ar10 3-ceto-7-hidroxicumarina
(69) via reacdo de Knoevenagel

O intermediario 71 pode ser identificado pelo singleto com integracdo para 2
hidrogénios na metila da cetona, devido a formacdao da ligagdo C-Br, que apresenta
deslocamento quimico para campo mais alto em 4,84 ppm no RMN de 'H e 37,80 ppm no RMN
de *C. Com o aumento da densidade eletronica na posi¢do 3, observa-se um aumento no
deslocamento quimico do H4 da cromenona, em 8,76 ppm no RMN de 'H. Para o intermediario
73, o produto ¢ confirmado pela formagdo dos sinais mais desprotegidos em relacdo a
cromenona, referentes aos hidrogénios do ntcleo da IM, com deslocamentos quimicos de 8,79
e 8,99 ppm (singleto ou dubleto) e outro sinal em 8,81 e 8,76 ppm na forma de singleto,
comprovando a cicliza¢do do nucleo.

A Figura 23B ilustra a formag@o de um dos produtos, na qual podem ser identificados
os trés sinais mais desprotegido, 8,99 ppm (H-8”) e 8,82 ppm (H-6") de confirmag¢do do nucleo
da IM, e 8,56 ppm, referente a confirmacdo do nucleo coumarinico. Além disso, estdo presentes

os demais sinais aromaticos dos nucleos, bem como os sinais de 1,41-4,14 ppm, referentes aos
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protons mais protegidos da cadeia da subunidade bésica.
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Figura 23. A) principais deslocamento quimico de confirmagdo dos intermedidrios 70, 71 e
73 das etapas 1, 2 e 3, respectivamente. B) Espectro de RMN de 'H para confirmagdo do
produto 75¢ em DMSO-ds (500 MHz)

3.7.2.Sintese da 3-(etilcarboxilato)imidazo[1,2-a]piridin-2-il)-2H-cromen-2-ona

(75d)

O esquema 17 representa a sintese do ultimo derivado imidazopiridinico (75d). O
composto foi sintetizado por uma rota adicional, uma vez que o produto deriva de outro
intermediario coumarinico (77). A rota 2 foi dividida em 4 etapas similares as da rota 1, a
diferenga esta na formagao do nucleo da IM, que ocorre em uma reagdo one-pot, na qual a
bromagao e a ciclizacao do nucleo da IM sao realizadas em uma Unica etapa.

Na etapa 1, por meio de uma reacdo de Knoevenagel similar a etapa correspondente
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da rota anterior, ¢ sintetizado o intermedidrio 77 a partir do salicilaldeido 24e e do dietil
oxoetilmalonato (76) em meio basico, com rendimento de 86%. Diferentemente da rota 1, na
rota 2 a alquilagdo ocorre na segunda etapa, com o intermediario 77 e o dibromopropano em
rendimento de 74%. A formacdo do nucleo imidazopiridinico ocorre na etapa 3, por meio de
uma reacgdo one-pot com CBrs e 2-aminopiridina em acetonitrila a 80 °C, obtendo o
intermediario 79 com rendimento de 86%. Por fim, a ultima etapa consiste na formagdo do
produto final 75d, por reacdo de aminacdo com piperidina, em rendimento de 61% (Espectros

nas Figuras S152-S158 do anexo 7).

0 NaHCO;
80°C, 16 h
ACN
74%

Esquema 17. Sintese do derivado 75d, dividida em quatro etapas reacionais.

Na proposta de mecanismo representada pelo Esquema 18, a sintese do intermediario
chave 79 inicia-se com uma bromacao. O bromo eletrofilico adiciona-se ao carbono oleofinico,
favorecido pelo equilibrio ceto-enolico do derivado 7-bromoalcoxi-p-cetoéster (78), em
seguida ocorre a desprotonagdo da carbonila pelo ion tribromometano, formando o
intermediario (II). Este intermediario reage com a 2-aminopiridina (72) via Sn2 formando o
intermediario (IIT). Em seguida, ocorre uma adi¢do nucleofilica intramolecular da amina
primaria ligada ao anel piridinico, através de um ataque nucleofilico ao carbono da cumarina
gerando o intermediario tetraédrico IV. Apds transferéncia de proton, forma-se o ion iminio,
seguido de desidratagdo, que leva ao produto 78. Apos a purificagdo por cromatografia em
coluna flash (sistema Isolera™) e caracterizadas por RMN de 'H e *C ocorre a etapa 4, na qual

ocorre a aminagao via Sn2 formando o produto 75d.
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Esquema 18. Proposta de esquema de intermediarios para a sintese do intermediario 78,
seguido da formacao do produto 75d.

3.8. Ensaios in vitro
ApoOs a obtengdo, caracterizagdo e analise de pureza dos compostos finais, foram

realizados ensaios de afinidade pelo receptor de histamina Hs humana (4HsR), de inibi¢ao
enzimatica da AChE de enguia elétrica (eeAChE) e BChE de soro equino (egBChE) e das
monoaminas oxidases humana (AMAO-A e IMAO-B), além da avaliagdo da auséncia de
citotoxicidade e neurotoxicidade em células de neuroblastoma SH-SYS5Y. Adicionalmente,
foram conduzidas avaliagdes in silico por meio de modelagem molecular e de predicao de
propriedades farmacocinéticas, com o objetivo de compreender a poténcia e as caracteristicas
farmacocinéticas dos compostos.

Inicialmente, como o niicleo cumarina nunca havia sido descrito em ligantes do H3R,
buscou-se avaliar o perfil de bioatividade desse nticleo atuando como nucleo central no modelo
de antagonistas H3R. Desta forma, a avaliagdo do composto 80 frente aos alvos pretendidos
confirmou o padrdo 3-propoxipiperidina-cumarina como um bom ligante de H3R (Ki = 257
nM), sem, entretanto, apresentar inibi¢ao significativa das ChE e MAO-B a 10 uM (Esquema
19). Esse comportamento pode ser explicado com base no modelo farmacoforico de
antagonistas do H3R, no qual uma subunidade basica ligada a um nucleo central pode ser
responsavel pela atividade biologica.

Apesar da boa complementaridade de 80 com este modelo farmacoforico, nitidamente
a regido arbitraria ndo estava sendo explorada por este hit e modificagdes em C3 da cumarina

foram realizadas buscando uma otimizacao estrutural. Reconhecendo que a introdugdo de
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grupos lipofilicos nessa regido ja havia sido explorada por nosso grupo visando inibi¢cdo de
ChEs (SOUZA, 2018; FERREIRA 2021), os compostos 81 e 61n foram avaliados.

A introducao de um bromo na posi¢ao C3 da cumarina (derivado 81) promoveu um
aumento da atividade frente ao H3R (#H3R Ki= 74,6 nM), corroborando que substituintes nessa
posicao poderiam gerar interagdes adicionais na regido arbitraria do modelo farmacoférico de
H3R; além de levar ao surgimento de atividade frente a ChEs (eeAChE Clso = 370,2 nM,
eqBChE Clsp =15870 nM), mas ainda sem apresentar atividade frente 8 MAO-B a 10 uM. Por
fim, a troca do bromo por um grupo aromatico (imidazopiridina), capaz de fazer interacoes de
empilhamento-t com o Trp presente no PAS das ChEs (FERREIRA, 2021) e que também
apresenta relatos de interagio com o sitio ativo da MAO-B (RAUHAMAKI et al., 2018;
RODRIGUEZ-ENRIQUEZ et al., 2020), levou ao composto 61n que apresentou boas
atividades em todos os alvos avaliados (#H3R Ki= 21,2 nM, eeAChE Clso = 116 nM, egBChE
Clso = 5033 nM, AMAO-B Clso = 3022 nM). Esses resultados corroboraram o planejamento

racional dos compostos desenvolvidos.

Modelo Farmacoférico de ligantes de H;R

Nucleo )
espagador central /!

Nucleo central Regido arbitraria Regiéo arbitréri'a' L =\
Subunidade ----cc-too0- : Cee-- ! com sistema aromatlcoi [ N Vi
,,,,,,, basica_ ___ | H | Br | UL 7
w ! ! ,,B,r,,l NN
O/\/\o ,,,,,,, 0”0 C O/\/\o () : O/\/\o 0" o
,,,,,,,,,,,,,,,,,, 80 81 61n
hH3R Ki = 257 nM hHzR Ki=74,6 nM hH3R Ki=21,2 nM
eeAChECIg, =370,2 nM eeAChECIsy = 116 nM

eGBChE Clgg = 5033 nM
hAMAO-BClgo = 3022 nM

Esquema 19. Validagao do planejamento racional dos compostos a partir da comparagao das
atividades farmacologicas dos compostos 80 € 81 com o produto 61n.

3.8.1. Avaliacao in vitro da afinidade frente ao receptor de Histamina H3

O ensaio de afinidade in vitro dos compostos sintetizados com o receptor
histaminérgico Hs humano (#HsR) foi realizado por meio de um ensaio de ligagdo competitiva
com radioligante. Esse radioligante é tipicamente histamina marcada com *H ou '%’I, embora
isotopos como *C, *S e 32P também possam ser utilizados em alguns casos. Esse ensaio é
muito utilizado para caracterizacao de receptores, principalmente os acoplados a proteina G, e
identificar os ligantes endogenos e exdgenos (MAGUIRE et al., 2012). E importante ressaltar
que, nos ensaios de ligacdo, ndo ¢ possivel distinguir o agonista e o antagonista, pois ambos sao
tratados como ligantes.

Existem trés tipos de ensaios de avaliacdo de ligantes de #HsR: ensaio de saturagao,
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de competicao e de cinética. O Ensaio de saturacdo utiliza uma concentragao fixa do receptor e
varia a concentracdo do radioligante, com objetivo de determinar a constante de dissociagdo
(Kq) e a densidade maxima do sitio de ligacdo (Bmax) (Figura 24-4A). O ensaio de cinética
avalia o tempo de incubagdo, com o objetivo de determinar as constantes de associagdo e
dissociacdo (Figura 24- 4C). J4 o ensaio por ligacdo competitiva utiliza uma concentracao fixa
do receptor e do radioligante, variando a concentracao do ligante competidor (ndo marcado
radioativamente), com o objetivo de avaliar a afinidade e identificar a seletividade entre
radioligante e ligante competidor pelo receptor (Figura 24 4B).

A Figura 24 (1-3) ilustra, de forma geral, o ensaio de ligacdo com radioligante. O
receptor ¢ incubado com o radioligante e o composto competidor, cujas concentragdes € ordem
adigdo dependem do tipo de ensaio realizado (FLANAGAN, 2016; GODYN et al., 2021). No
caso do ensaio por competicdo, primeiro ¢ incubado uma concentragao fixa do receptor,
expressado através de células HEK293, e do radioligante ([*H]N’-metil-histamina), ¢ em
seguida ¢ adicionado uma concentragdo variada do composto competidor (1). Depois, o
radioligante livre € separado (2) e o complexo radioligante-receptor ¢ detectado no contador de
cintilacdo (3) por meio da radiacdo emitida do radioligante na presenga do liquido cintilador
(FLANAGAN, 2016; SOAVE et al., 2020).

A curva de competi¢do ¢ obtida, na maioria dos casos, por um grafico semilogaritmico,
representando a diferenca entre o percentual total de ligagdo do complexo radioligante-receptor
e a concentragdo logio do ligante competidor, produzindo curva sigmoidal inversa com um
maximo igual ao Bo e um minimo que corresponde a ligacdo nao especifica. A concentragdo do
ligante que inibe 50% da ligagdo (Clso) pode ser usada para estimar a afinidade do ligante nao
marcado, a partir da equagao de Chenge-Prusoff (4B), em que Kp € a constante de dissociacao,

[L] ¢ a concentracdo do radioligante (COPELAND, 2013; FLANAGAN, 2016).

_ IC50°Kp
b (Kp+[LD

Uma observacdo importante ¢ que existem ligantes que modulam a interacdo
radioligante—receptor de forma alostérica e, muitas vezes, até aumentam a ligacdo do
radioligante—receptor. Portanto, neste ensaio, o ligante ndo marcado deve inibir a interacdo
radioligante—receptor de forma competitiva, e ndo alostérica, para garantir que, ao ocupar a
mesma superficie de ligagdo do radioligante, ou seja, o sitio de ligagdo ortostérico, iniba

completamente a ligacao especifica.
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Figura 24. Ensaio de ligacdo com radioligante. 1) incubacéo, 2) separac¢éo do radioligante
livre e o radioligante-receptor, 3) detecgdo no contador de cintildncia com auxilio do
liquido cintilador gera os graficos A, B e C (4). A) A ligagdo do radioligante-receptor ao
atingir o equilibrio (Bo) e com concentragcbes cresce

Trinta e sete compostos das séries 1, 2, 3, 4 ¢ 5 foram testados no ensaio de afinidade
competitiva pelo #H3R, apresentando valores de constante de inibi¢ao (K;) inferiores a 1200
nM. Os resultados de afinidade pelo receptor #H3R, representados pelas tabelas 4 e S5,
demostraram excelentes valores de K;, variando entre 2 nM e 299 nM, sendo que a Unica
excecao a essa faixa foi o composto 61d (#ZH3R Ki= 1131 nM). A tabela 4 contém os resultados
de afinidade das séries 1 e 2, enquanto a tabela 5 apresenta os resultados das séries 3,4 ¢ 5.

De modo geral, nas 3-fenilcumarinas para-substituidas (51a-j), os grupos doadores de
elétrons originaram compostos com melhor afinidade (Ki = 18,1-55,5 nM) do que os retiradores
de elétrons (Ki =91,8-104 nM), sendo a unica excec¢ao o substituinte -NO; (51h, Ki = 33,4 nM)
que apresentou afinidade similar aos compostos com grupos doadores de elétrons. Os
compostos com substituintes em mefa nao apresentaram uma correlagdo direta quando
comparados com seus pares para-substituidos. Enquanto os compostos 51q (m-NO-, Ki = 24,4
nM) e 51r (m-Me; Ki = 28,7 nM) mostraram maior afinidade do que seus andlogos correlatos
para-substituidos S1h (p-NO-, Ki=33,4 nM) e 51b (p-Me, Ki = 54,8 nM), os demais compostos
meta-substituidos apresentaram afinidade reduzida (Ki = 132,9 - 139,4 nM).

Com relagdao aos compostos orfo-substituidos, todos resultaram em menor afinidade

(Ki = 68,5 - 260,0 nM) comparados a seus andlogos substituidos nas posicdes meta € para,
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indicando que a possivel quebra de planaridade introduzida entre o nucleo central (cumarina) e
os grupos aromaticos da regido arbitraria, causada pelo efeito orto, pode ser deletéria para a
afinidade.

Anéis aromaticos/heteroaromaticos de 6 membros na regido arbitraria parecem
possuir o volume ideal para interagdo com o #H3R , uma vez que anéis menores, como tiofeno
e maiores, como naftaleno, nesta regido, mesmo os bioisdsteros classicos, apresentaram
menores afinidades (Ki = 183-299 nM). Porém, os compostos 75a—d (série 5; Ki = 7,93-27,4
nM), com substituinte imidazopiridina, apesar de possuirem com volume maior, estdo entre os

mais potentes, indicando a importancia de anéis heteroaromaticos nitrogenados (Esquema 20).

Menor | Maior
volume volume
Compostos mais potentes
I | Mg N/
Y B i / 3
5 : »o N 1
hH;RK;: 183nM | 12-1150M  7.93.27.4nM | 299 nM

Esquema 20. Interferéncia do tamanho do anel aromatico da regido arbitraria na atividade
frente AH3R.

A aza homologagdo em C3 entre o nucleo central e o sistema m da regido arbitraria na
série 2 (54a-c), em comparacdo aos analogos fenil-substituidos, resultou em menores
afinidades (Ki = 41,5 - 93 nM), apesar de ainda serem compostos bastante promissores,
indicando que a ligacao direta do sistema m dos grupos da regido arbitraria ao nucleo central
cumarina parece ser importante. A Ultima exploracdo do perfil de substituicdo da regido
arbitraria foi acessada pela avaliagdo da 4-fenilcumarina (64) (Ki = 56,4 nM) (Tabela 2) que,
apesar de apresentar menor afinidade que seu regioisomero 3-fenilcumarina (51a, Ki = 28,7
nM), ainda assim demonstra potencial para estudos futuros.

Os resultados descritos acima indicaram que o perfil de substituigdo com grupos
aromaticos em C3 da cumarina se mostrou melhor que em C4. Desta forma, as séries 3 ¢ 4
foram planejadas para avaliar a influéncia de diferentes perfis de substitui¢des da subunidade
basica propoxiamina no ntcleo cumarinico.

Tendo a 3-fenilcumarina S1a (Ki = 28,7 nM) como referéncia, a avaliagdo dos

compostos 61a (Ki =220,0 nM) (transposicao da propoxipiperidina para o anel fenila em C3),
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61b (Ki = 58,5 nM) (transposi¢do da propoxipiperidina para o anel fenila em C3, mas mantendo
um grupo alcoxila em C7), e 61c (Ki = 12,0 nM) e 61d (Ki = 1131 nM) (transposi¢des da
propoxipiperidina para C6 e C7, respectivamente) demonstrou resultados interessantes do ponto
de vista de correlacdes estrutura atividade. Primeiramente, a substituicdo da cumarina com a
propoxipiperidina em C6 (composto 61¢) levou a melhor afinidade (S1a Ki = 28,7 nM; 61¢ Ki
= 12 nM) entre todos os compostos possuindo a fenila em C3 ou C4, demonstrando que este
perfil de substituicdo pode ser o melhor para a afinidade H3R e que substitui¢cdes na fenila em
C3 nesse sistema podem representar uma rota promissora para o desenvolvimento de compostos
de alta afinidade. Como esperado, as substitui¢des na posi¢do C8 (composto 61d) foram
desfavoraveis em comparagdo com seus analogos (51a e 61c), provavelmente devido a
interferéncias estéreo-eletronicas.

Os resultados dos compostos 61a-b corroboram o planejamento racional. A menor
afinidade do composto 61a (Ki = 220 nM) refor¢a a importancia da cumarina como nucleo
central, que neste caso acaba atuando na regido arbitraria, enquanto 61b (Ki = 58,8 nM) destaca
o beneficio de substituintes alcoxilas no nicleo cumarinico.

Os compostos 61e (série 3; Ki =2,30 nM) e 75b (série 5; Ki = 7,93 nM) foram os mais
potentes entre todos os derivados avaliados, demonstrando que a presenca de subunidades
basicas nas duas regidoes promove aumento significativo da atividade, como também observado
em 61f. De modo geral, a presenca do espagador de 3C ¢ crucial para a maior poténcia, pois,
com base nos resultados da quimioteca do analogo 2C (LaDMol-135) do composto LaDMol-
252, foi identificado que a homologacdo de 3C aumenta a atividade entre 15 e 30 vezes. Além
disso, a menor flexibidade conformacional ¢ responsavel pela atividade adicional como

observado no Esquema 21.

maior l > menor
flexibilidade flexibilidade
Aumento da r_\ bioisosterismo
homologagao N=N - homélogo N’N nao-classico de
/(:(r\/ |nfer|or /(:(r\/ anelacéao /(:(ﬁ
LaDMol-252 (39) LaDMol-138 (38) LaDMol-154 (75a)
Ki hH3R = 151 nM Ki hH3R = 32 nM Ki hH3R = 21,2 nM

N=N -
Nroat - TR can- Bl e ast
1 R | 1 R,

LaDMol-135 (78)
Ki hH3R = 558 nM

Esquema 21. Fatores que interferem no aumento da poténcia na atividade frente ao H;R. A
homologacao de 3 metilenos e a substituicdo por substituintes mais rigidos sao cruciais para
melhor atividade.

64



Tabela 4. Resultados de afinidade frente ao receptor humano de histamina Hs (#H3R) da

sériele?2

Subunidade basica

O/\/\o

.~ >
.
!

Nucleo central

K; hH3R [IIM] K; hH;R [IIM]
Cod. Ar [IC 95%]a Cod. Ar [IC 95%]a
51a 3fenil 28,7 510 3-(B-naftil) 299
[8,79;84,0] [250; 358]
51b 3-fenil-4-Me 54,8 S1p 3-fenil-4-dimetilamino 18,1
[13,8; 218] [11,5; 28,5]
S1c 3-fenil-4-OMe 51q
46,5 3-NO,-fenil 2‘."42
[17,6; 123] [8,88; 67,15]
51d 3-fenil-4-Cl 91,8 51r . 28,71
[72,0; 117] St [11,08;74,40]
51e 3-fenil-4-OH 555 51s . 36,72
[19.8: 155] 5-benzo[d][1,3]dioxol [16.28:82.83]
51f 3-fenil-4-F 90,6 . 139,43
363:226] | 3-OMe-fenil [59,14;328.3]
51h  3-fenil-4-NO, 33,4 51u . 132,9
[10,0; 112] 3-OH-fenil [49,68:355,5]
51i 3-fenil-4-CN 104 ) 68,49
31.7:340] | 2-NO-fenl [33,17;141,4]
51j 3-fenil-4-CF; 115 25909
51 2-OMe-fenil ’
[33,5; 396] X OMe-feni [73,26:922,9]
51k 3-(3-tiofen0) 183 3-anilina 52.8
4 5
(545 612] | >4 [31,00; 165]
511 3-(4-piridina) 64,0 54b 3-(4-NO»-anilina) 41.5
[20,3; 202] [18.4; 93.7]
51m 3-(a-naftil) 211 S54c 3-(p-anisidina) 93
[50,9; 872] [41,3; 209]
S51n 3-(5-pirimidina) 163 Pitolisant 6,5
[109;245] | ‘omsan [2,3; 18]

?Constante de inibi¢ao Ki frente ao receptor de histamina H3 humana (#H3R), cujos valores foram calculados no
intervalo de confianga (IC) de 95% (n = 3-5)
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Tabela 5. Resultados de afinidade frente ao receptor humano de histamina Hs (#H3R) da
série3,4¢e5

CODIGO ESTRUTURA K [}1'2391: (E/“}V[]
(1)
6la O
O O N 220
O N [100; 486]
(@) (6]
61b O
O O AN 58,5
i
o 0 o
61c
N0 N O 12,0
O [4,38; 32,8]
O (6]
61d
O ) 1131
CN)M o [527; 2426]
6le O
O O\/\/N 2’30
N0 0" Yo
61f
O\/\/'\O
O 20,9
CC [8,52; 51,2]
O\I/\/\o o O 2 b >
64 O
56,4
X
® [20.4: 156]
O/\/\o o o
75a I ND
Oﬁf ’ s
N0 N6 [8,94; 50,1]
75b 1 @Q
Qﬁf “ o
o Ao [3.14; 20.03]
75d _
/ 27,4
[11,1; 67,5]

66



O modelo farmacoférico dos receptores de histamina, mencionado anteriormente, foi
observado por meio de anélises de docking molecular no sitio ortostérico do H3R com diversos
ligantes, utilizando o programa GOLD 2024.3.0. Para a avaliacdo, utilizou-se a proteina
disponivel no Protein Data Bank (PDB) com cddigo 7F61 e resolugdo de 2,6 A (Peng et al.,
2022). A determinagdo da melhor funcdo pelo programa GOLD 2024.3.0 foi feita através de
redocking com o ligante co-cristalizado da enzima (PF03654746) (GHAMARI et al., 2019). A
funcdo ChemPLP apresentou maior precisdao na reproducao das interacdes moleculares do
ligante, com valores de RMSD inferiores a 0,85 A, considerando uma regido de 15 A no mesmo
local de interag@o no sitio ativo do ligante co-cristalizado como referéncia (Tabela 6). Além
disso, o pitolisant serviu como referéncia experimental para validar o modelo de docking.

Tabela 6. Score e valores de RMSD para a validacao por redocking do ZH3R

Score Function DockScore RMSD (A)

GoldScore 57.0359 0.7418
CHEMPLP 84.3787 0.4437
ChemScore 36.6913 0.8027
ASP 57.3723 0.5991

A partir dessas analises, foram destacadas interagdes cruciais para a inibicdo do
receptor: a subunidade basica do ligante interage por ponte salina com o residuo Aspl14; o
heterodtomo da cadeia de homologagdo estabelece ligagdo de hidrogénio com Tyrll5; e a
regido arbitraria do ligante que promove interagcdes com diversos residuos aromaticos, como
Phe398, Tyr94 e Tyr189. Outro fator importante ¢ que, devido ao uso do mapa farmacoforico
de antagonistas H3R e a semelhanca de interagdo com pitolisant, nossos compostos devem atuar
como antagonistas/agonistas inversos dos HsR.

Adicionalmente, préoximo a essa cavidade encontra-se o colesterol (CLR), que
desempenha papel fundamental na estabilizag¢ao do receptor por meio de interagdes n-n stacking
envolvendo os residuos Trp399, Trp402 e Tyr91 (Figura 25), bem como por ligagdes de
hidrogénio com Glu395. Estudos indicam que o colesterol atua como modulador alostérico em
relagdo aos antagonistas do H3R, sendo que a interagdo dos antagonistas com esses residuos

pode contribuir para a desestabiliza¢dao do receptor (PENG et al., 2022).
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Figura 25. (A) Analise 3D do receptor H3R (PDB 7F61). O sitio ortostérico esta destacado em
azul, o colesterol (CLR) em verde ocupa o sitio alostérico, e a triade conservada de interagdao
com colesterol (Trp399, Trp402 e Tyr91) aparece em dourado. (B) Principais interagdes entre
os compostos avaliados com o sitio ortoestérico do H3R. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1
(Copyright © Schrodinger LLC).

O resultado de afinidade dos compostos revela bons resultados, pois eles interagem,
de modo geral, com os principais residuos responsaveis pela atividade no sitio ortostérico. As
diferencas decorrem de variagcdes na angulagdo, distdncia de interacdo e caracteristicas
adicionais dos substituintes. Os para-substituintes doadores de elétrons e o grupo nitro,
diferentemente da maioria dos retiradores de eletrons, formam ligagdo de hidrogénio com
Arg27, além de alterarem a angulacdo da interacdo n-nt com Tyr94. Da mesma forma, o grupo

fenila apresenta emparelhamento n-rt ideal com a Tyr94, o que pode explicar a maior afinidade
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desses compostos observada na avaliagao in vitro.

Nesse sistema, anéis aromaticos menores que seis membros, como o tiofeno do
composto S1k, ndo alcangam proximidade suficiente para formar interagcdes m-m na regiao
devido a distancia entre os nucleos. Os compostos com substituintes a-naftil (51m) e B-naftil
(510) apresentam maior volume, direcionando o anel para regides de residuos alifaticos e
polares em sua conformacao estavel, o que justificaria a perda da poténcia. Ainda assim, o a-
naftil mantém interagdo m-mt com Tyr94, justificando sua maior atividade em relagao ao B-naftil.

Os compostos 61c e 61d, com a subunidade basica propoxipiperidina nas posi¢oes 6 €
8, respectivamente, exibem interagdes similares ao analogo S1a. No entanto, o 61d (posicao 8)
nao forma ligagdo de hidrogénio entre o oxigénio da cadeia propoxipiperidina e a Tyr115, que
¢ importante no modelo farmacofoérico. No 61¢ (posi¢do 6), mais ativo, a angulacao de interacao
¢ similar a do 51a, mas o oxigénio da homologagdo estd mais direcionado para residuos que
interagem com CLR.

Ja o composto 64 (4-fenilcumarina) apresenta pose mais externa no sitio ortostérico,
proxima a regido do colesterol, onde o oxigénio da lactona forma liga¢cdes de hidrogénio com
Tyr94 e Tyr189. Devido a posicdo externa, o composto 64 ndo estabelece ponte salina com
Aspl14, mas realiza interagdo cation-t com Phe398. Como a interacdo com a ponte salina ¢ de
extrema importancia para atividade, talvez sejam necessario estudos adicionais, como
simulagdes de dindmica molecular, para tentar identificar as possiveis interagdes induzidas no
sitio ortoestérico.

Dentre os compostos mais potentes destacam-se o 61e (2ZH3R K; = 2,30 nM; série 3) e
0 75b (hH3R K; = 7,93 nM; série 4). O 75b, cuja pose € ilustrada na Figura 26A, segue o padrao
majoritario de interagdo dos compostos avaliados e do pitolisant (Figura 26B): na subunidade
bésica, o nitrogénio da piperidina forma ponte salina com Aspl14 (2,6 A), o oxigénio da
homologacdo estabelece ligagdo de hidrogénio com Tyrll5 (3,6 A), a cumarina realiza
interagio n-m com Tyr189 (4,3 A) e tipo T com Phe398 (5,0 A), a carbonila da lactona forma
ligacdo de hidrogénio com Tyr394. A diferenga reside no anel imidazopiridina, cujo encaixe
permite ligacao de hidrogénio com residuos polares proximos ao CLR e diretamente com Tyr91

(2,9 A).
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Figura 26. A) Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 75b (rosa) no
sitio ortoestérico do #H3R. B) Analise da sobreposicdo do composto 75b (rosa) e Pitolisant
(laranja) e a cavidade do #H3R. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger
LLC).

Além disso, a metila ligada a piperidina em 75b estabelece interagdes hidrofobicas na
regido interna da cavidade com Trp402, Phe398 e Leud01. A presenga da metila e sua maior
proximidade ao colesterol (4,7 A), em contraste com os 5,5 A do anilogo 75a (série 4),
representam as Unicas diferengas estruturais de interagdo e que podem explicara a maior
afinidade de 75b (AH3R K; = 7,93 nM) frente a 75a (hH3R K; = 21,2 nM). Isso evidencia a
importancia dessas interagdes com CLR e residuos responsaveis pela sua estabilizagdo, como

Trp402, para o aumento da poténcia.
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Figura 27. A) Anélise das principais interagdes moleculares entre o composto 61e (marsala)
Cno sitio ortoestérico do #H3R. B)Analise da sobreposi¢do do composto 61a (amarelo) e o
composto 61e (marsala) na cavidade do #H3R. C) Analise da sobreposi¢cao do composto 61b
(roxo) e o composto 6le (marsala) na cavidade do #H3;R. D) Andlise da sobreposi¢ao do
composto 61f (salmdo) e o composto 61e (marsala) na cavidade do ZH3R. E: Analise da
sobreposi¢do de todos os compostos cavidade do A#H3R. F: Estruturas e atividades dos
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compostos avaliados frente ao #H3;R. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright ©
Schrédinger LLC).

No composto 61e, um dimero, a conformagado mais estavel direciona a homologacao
com trés metilenos para dentro da cavidade, realizando as principais interacdes ja citadas, e a
homologacdo com dois metilenos direcionada para parte externa da cavidade (Figura 27A).
Nesse sistema, a distancia de homologacdo ideal para atividade esta na faixa de 4,5-5 A, medida
em que o heteroatomo (oxigénio) interage com Tyrl15 e o Aspl14 interage com a piperidina
dentro da cavidade.

A partir da comparagdo de atividade e interagdes do composto 61e com o dimero 61f
e os compostos 61a e 61b (Figura 27E e 27F), podem-se notar algumas observagdes importantes
que justificam as diferencas de atividade. Primeiramente, ambos os dimeros, devido ao
alongamento da cadeia estdo voltados para o sitio alostérico, as diferencas residem na angulacao
da conformacgao mais estavel, que faz com que o dimero 61f perca interagdes importantes com
os residuos aromaticos Tyr94 ¢ Phe398, além da ligagdo direta com o colesterol, interagao
ausente no composto 61f, ao contrario do observado no dimero 61e (2,9 A).

Comparando o composto 61e com os compostos 61a (Figura 27B) e 61b (Figura 27C),
observa-se que o grupo metoxi na cumarina € crucial para a atividade, pois forma uma ligagao
de hidrogénio com a Val95 na entrada da cavidade do sitio ortostérico. Essa interacdo também
direciona o composto 61b para melhores interagdes com os residuos aromaticos no sitio. Diante
disso, o 6le ¢ o mais ativo entre os avaliados, refor¢ando a importincia do antagonista na
desestabilizacao por interagdo com CLR e seus residuos associados.

3.8.2. Avaliacao in vitro de inibi¢ao enzimatica frente as colinesterases

Foram realizados ensaios de atividade inibitéria frente as colinesterases, AChE e
BChE, para todos os produtos finais sintetizados e alguns intermediarios. Os ensaios foram
conduzidos pelo método espectrofotométrico adaptado de Ellman et al. (1961), utilizando o
farmaco donepezila como referéncia.

O método baseia-se na hidrolise enzimatica da acetiltiocolina (ATC, 82a) ou
butiriltiocolina (BTC, 83b) pelas enzimas AChE ou BChE, respectivamente, gerando acido
acético/butirico (84a-b) e tiocholina (85). Esta ultima reage com o 5,5'-ditio-bis-(2-
nitrobenzoico) (DTNB, 86), produzindo o acido 2-nitro-5-mercaptotiobenzdico (amarelo) (87),
cuja formacao ¢ quantificada por espectrofotometria em leitor de placas equipado com filtro de
luz a A = 415 nm. Assim, a atividade enzimatica ¢ monitorada indiretamente pela reagdo da

tiocolina com o corante cromogénico DTNB (Figura 28).
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Figura 28. Método adaptado de Ellman para avaliacao da atividade enzimatica dos compostos
finais frente a colinesterases

Inicialmente, realizou-se um screening a uma concentragdo fixa 10 uM, selecionando-
se 0s compostos com inibi¢do maior que 50% para determinacao do Clso. Todos os compostos,
exceto o 51b, exibiram percentual de inibicdo maior que 50% frente a AChE. Em relagdo a
BChE, os compostos 51b, S1h-i, S1m, 51n-o0, 54b-c apresentaram o percentual de inibicao
menor que 50%. Os resultados de inibicao enzimatica frente as colinesterases, representados na
Tabela 6, demostram inibi¢des de excelente a moderada, com Clso variando entre 74 nM e 4493
nM para AChE, e entre 330 nM e 8649 nM para BChE.

De maneira geral, os compostos apresentaram um perfil predominantemente de maior
poténcia e seletividade para AChE, conforme demonstrado na tabela 6, com destaque para os
compostos S1h-i, 51m-o, 54b-c, que exibiram o maior perfil de seletividade para AChE,
demonstrando menos de 50% de inibi¢do da BChE a 10 uM. Por outro lado, os compostos 61b
e 61c foram os Unicos a apresentarem maior seletividade pala BChE, sendo 4 vezes mais

potentes na inibi¢do desta enzima comparativamente a AChE
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Tabela 7. Resultados de inibicdo enzimatica frente as colinesterases

Cls [nM] £ DP? CIso [nM] + DP*
Comp. ou % inibicio a 10 pM IS¢ Comp. ou % inibicio a 10 pM IS¢
AChE BChE® AChE® BChE*

51a 1031 £ 0,029 1860 +24 1,8 51t 676 =47 984 £ 19 1,5
51b 18% + 1,33  13% + 1,24 - 51lu = 2090+ 100 5478 £ 192 2,6
51c 1139 £ 83 1033 £ 71 0,9 S51v 1247 £ 63 2493 £ 152 2
51d 1480 + 80 4469 + 141 3 S51x 1538+ 116 3079 £ 162 2
Sle 729 + 30 6948 + 256 4,7 54a 1552+ 6 2819+192 2
51f 858 £ 27 2788 + 56 3,3 54b 434 +£21 183 %+ 1,24 434
51h 463 £28 40% =+ 7,1 463 54¢ 806 £43 38% + 2,36 806
51i 228 +£70 38% +10,5 228 61a 1938 £ 134 1219+ 6 0,63
51j 613 +51 6364 + 464 10 61b 4250+ 124 1085 + 82 0,25
51k 869 + 57 1673 + 46 2 61c 2540 + 126 647 + 59 0,25
511 138 +4 8649 £ 243 62 61d 4493 +275 6777 £42 1,5
51m 4153 £275  -84% +324 >1000 6le 311 £ 15 330+24 1
51n 74 + 20 43% =+ 3,35 74 61f 260+ 10 433+ 14 1,7
510 2148 + 127  -35%+386 >1000 64 2207+ 73 3270+ 73 5,5
51p 2085+ 151 7270+ 273 3,5 75a 116 £ 6 5033 £ 141 43
51q 539+ 14 2460 + 120 4,6 75b 563+ 116 6007 £ 420 11
51r 519+ 34 3290 + 120 6 75¢ 121 £8 4042 £ 162 33
51s 754 +7 7357 £108 10 75d 1307 £ 79 5067 + 335 4

Donepezila eeAChE Clso=7.02 £+ 0.24 eqBChE Clso=2390 £ 110

aConcentragdo necessaria para inibir 50% da atividade colinesterasica, dados obtidos = desvio padrido (DP) de
triplicatas de ensaios independentes; YAChE de enguia elétrica; “BChE de soro equino; “Indice de seletividade
(IS) é dado como BChE Cls5¢/AChE Clso.

Na série 1 (51a-x), as 3-fenilcumarinas substituidas foram geralmente mais potentes
do que a 3-fenilcumarina nao substituida (51a). Diferentemente do observado para ZH3R, as
atividades ndo seguem uma tendéncia clara entre o perfil de substituicdes por grupos
doadores/retiradores de elétrons, observando-se, contudo, que substituintes fortemente
retiradores de elétrons -NO; (51h; Gpara = 0,78; Clso = 463 + 28 nM) e -CN (51i; Gpara = 0,66;
Clso = 228 = 70 nM) levaram a incremento da poténcia de inibicdo em AChE, um padrao
frequentemente observado em nossa quimioteca de [-AChE. Recentemente esse fenomeno foi
estudado por dindmica molecular em nosso grupo (FRANCO et al., ,2026), demonstrando que
que as fenilas substituidas com esses grupos podem realizar melhores interagdes de

empilhamento n-m com a Trp286 no PAS, gerando um mecanismo colaborativo que culmina
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com o favorecimento das interagdes no CAS. Na posi¢do meta, os substituintes -Me (51r; Clso
=519 + 34) e -OMe (51t; Clso = 676 + 47) superaram seus andlogos em para, S1b (inibigao a
10 uM =18+ 1,33 %) e S1c (Clso = 1139 + 83 nM), respectivamente. A inatividade do derivado
51b (p-Me-Ph) em AChE, o tnico de toda a série, ¢ intrigante, pois ndo had razdes
farmacodinamicas para tal. Esse resultado ja foi observado em nosso grupo em outras séries
correlatas e precisa ser mais bem estudado para sua compreensao. Por fim, de maneira geral os
compostos com substituintes na posi¢ao orto foram menos potentes que meta e para, indicando,
como nas avaliagdes em #H3R, que a quebra de planaridade/volume adicional nessa regido nao
¢ benéfica.

Assim como observado para o ZH3R, os compostos com anéis de seis membros na
posi¢do 3 das cumarinas foram mais potentes em AChE que aqueles com anéis menores, como
o tiofeno (51k; Clso = 869 + 57), ou maiores, como as naftilas (51n; inibicdo a 10 uM =74 £
20 % e S1o; Clso = 2148 + 127), com exce¢do dos compostos 75a e 75¢, que apresentam um
anel nitrogenado fundido (imidazopiridina) na posi¢do 3. De modo geral, os compostos
heteroaromaticos nitrogenados (511, 51n, 75a e 75¢) exibiram os melhores resultados entre
todos os compostos avaliados frente a AChE (Clso entre 74 e 138 nM). Esses resultados
corroboram com aqueles observados os derivados S1h e 511, os quais apresentam grupos eletron
retiradores, uma vez que derivados azaheterociclos frequentemente proporcionam interagdes de
empilhamento 7 e T entre sistemas aromaticos superiores em comparagao com anéis de benzeno
simples devido a sua densidade eletronica reduzida e interagdes eletrostaticas especificas
(dipolo-quadrupolo ou quadrupolo-quadrupolo), que geralmente sdo favorecidas em
conformagdes paralelas deslocadas ou escalonadas (BOOTSMA et al., 2019; DO et al., 2025).

Em relagdo aos compostos apresentando diferentes substituicdes no nucleo cumarinico,
seja pelas cadeias de propoxipiperidinas nas posi¢des 6 e 8 ou pela fenila na posicao 4, todos
apresentaram menor atividade do que os compostos com as substitui¢des nas posigdes 3
(propoxipiperidinas) e 7 (aromaticos). Esse perfil indica uma maior restricdo estérica e/ou
eletronica com relagdo ao perfil de substituicdo das cumarinas, no que tange a habilidade de
inibir as ChE, em comparagdo com o perfil de atividade observado para o #HsR.

A cinética enzimatica estuda o mecanismo no pelo qual as enzimas se ligam aos
substratos, transformando em produtos sob auxilio de catalisados. Os inibidores enzimaticos
correspondem a moléculas capazes de reduzir ou interromper a catalise de reagdes mediadas
por enzimas podendo ocorrer de forma reversivel e irreversivel. Na inibicao irreversivel os
inibidores ligam-se a enzima ou grupos funcionais da enzima por ligacdo covalentes estaveis

que modifica permanentemente o sitio da enzima.
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Os inibidores reversiveis ligam-se a enzima por interagdes ndo covalentes, como
interagdes eletrostaticas, ligagdes de hidrogénio ou forcas de van der Waals. Estes inibidores
subdividem-se de modo geral em competitivos, ndo competitivos e incompetitivos, cujos
efeitos sao identificados por alteragdes nas constantes cinéticas K,,, (constante de Michaelis-

Menten) e V,,,,, (velocidade maxima da reagao) (Figura 29).

Inibidores
Reversiveis Irreversiveis
Inibidor - Sub Inibidor
competitivo ubstrato ubstrato _ incompetitivo
\ Inibidor nao \

, competitivo\

=>

Figura 29. Representacao dos tipos de inibidores enzimaticos.

Na inibi¢do competitiva, o inibidor compete diretamente com o substrato pelo sitio
ativo da enzima, devido a similaridade no perfil de interagdes no sitio. A formagao do complexo
enzima-inibidor (EI) impede a liga¢do do substrato, bloqueando a geragdo do complexo enzima-
substrato  (ES). Nesse caso, observa-se um aumento significativo de K,
enquanto Vmax permanece inalterada, desde que a concentracdo de substrato seja elevada o
suficiente para superar a competi¢ao.

Os inibidores ndo competitivos ligam-se a um sitio alostérico da enzima, distinto do
sitio ativo. Embora o substrato ainda possa se associar a enzima, formando um complexo
ternario enzima-substrato-inibidor (ESI), a etapa catalitica ¢ inviabilizada. Esse mecanismo
resulta na reducao de Vmax, sem alteragdes significativas em K,

Por fim, na inibi¢cdo incompetitiva, o inibidor somente interage com o complexo ES
(enzima-substrato), vinculando-se a um sitio conformacionalmente induzido apo6s a ligagdo do
substrato. A formagdo do complexo ESI inibe a reagdo, reduzindo simultaneamente Km e
Vmax, pois a afinidade aparente da enzima pelo substrato aumenta, mas a eficiéncia catalitica

global diminui (SEGEL, 1975; Copeland, 2013; L; M, 2022).
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Existem também os inibidores mistos, que podem ser considerados uma generalizagdo
dos inibidores ndo competitivos, pois sdo capazes de se ligar tanto ao sitio catalitico da enzima
(caracterizando um componente de inibicdo competitiva) quanto a um sitio alostérico
(componente de inibigdo ndo competitiva), atuando por dois modos distintos. Esse mecanismo
geralmente resulta na redu¢do de Vmax, enquanto o Km pode aumentar ou diminuir,
dependendo da afinidade do inibidor pela enzima livre ou pelo complexo enzima—substrato.
Para esse tipo de inibicdo, devem ser calculadas duas constantes, Ki, relacionada a inibigao
competitiva, e Ki’, associada a inibi¢do ndo competitiva (Copeland, 2013; L; M, 2022).

Para determinar o mecanismo de inibi¢do dos compostos avaliados, foram realizados
ensaios de cinética enzimdtica com os compostos 6le, 64 e 75a em ambas as enzimas,
escolhidos baseando-se na melhor atividade e diferenca estutural. Esses compostos foram
selecionados com base em sua poténcia inibitéria frente & AChE e em suas diferengas
estruturais, visando a um melhor entendimento do perfil de interacdo com as enzimas. Foram
avaliados os parametros cinéticos Km e Vmax (Tabela 9), bem como a constru¢ao do grafico
de Lineweaver—Burk (Figura 30), que corresponde a forma linearizada da equacdo de
Michaelis—Menten, permitindo a determinagdo dos parametros cinéticos ¢ a identificacdo do
mecanismo de inibicao.

A partir da obtencdo dos parametros cinéticos e da plotagem do grafico de
Lineweaver—Burk, foi identificado que os compostos 61e e 75a apresentam inibigdes do tipo
mista para ambas as enzimas. Diante disso, esses inibidores sdo capazes de se ligar tanto ao
sitio catalitico da enzima, quanto ao sitio alostérico. Esse comportamento ja era esperado,
considerando a similaridade estrutural dos compostos e a proximidade entre o sitio catalitico e
o sitio alostérico (sitio periférico) das ChEs.

Para a AChE, o composto 64 apresentou inibig¢do do tipo mista, enquanto para a BChE
apresentou inibi¢do do tipo ndo competitiva, indicando interagdo preferencial com um sitio
alostérico da enzima. No caso das ChEs, como os sitios catalitico e periférico encontram-se
proximos, hé grande probabilidade de que esse composto esteja atuando por meio da formagao
de um complexo ternério entre a enzima, o substrato e o inibidor. Esse comportamento pode
estar relacionado também ao maior volume do sitio ativo da BChE, o que favorece a
acomodacao simultanea dessas espécies.

Com base nas constantes de afinidade, observa-se que, embora os compostos
apresentem afinidade por ambas as enzimas, os menores valores de Ki obtidos para a AChE
indicam maior afinidade por essa enzima. Esse comportamento pode estar relacionado as

caracteristicas estruturais do sitio ativo, que podem favorecer interagdes mais eficientes entre
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os compostos ¢ a AChE. Em relagdo ao mecanismo de inibi¢do, o menor valor de K; em

comparac¢do ao K;’ indica que os compostos apresentam maior afinidade pelo sitio catalitico do

que pelo sitio periférico, o que corrobora os resultados obtidos nos estudos de docking

molecular.

75a - AChE

75a - BChE

- 0 - 0
= 0,09uM > = 4uM
-+ 0,15uM - -+ BuM
20 A g,] 1 20 3
[1/S] (1)
61e - BChE
- 0 - 0
-& 020 M - 020 pM
—&— 0,40 uM —a— 040 pM
=
T 1
a0 -20
64 - BChE
- 0 0.3 - 0
- 12pM & 2.3 uM
& 3,2 M 0.2 - 4,3 M

1V

"iisy

Figura 30.Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibicdo em EeAChE e EgBChE dos

compostos 61e,75a e 64b.
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Tabela 8. Parametros cinéticos dos compostos 61e, 75a e 64 em AChE e BChE

Concentracio Vmax = DP? Km = DP? Ki (uM) + Ki (uM) £ DP¢
(M) (1 x 103 pM /min) (1 x 103 pM) DPP
75a em BChE
10,65 £ 0,289 73,29 + 1,015
8,02 £0.687 176,77 + 6,328 0.97 +£0.036 2.66 +0.095
4,36 + 0,138 211,5+10,606
75a em AChE
0 5.73 £0.297 45.61 +£0.368
0.09 4.01 £0.184 83.49 +3.274 0.024 £ 0.0005  0.099 +0.0023
0.15 2.66 + 0.093 107.20 + 7.495
61e em BChE
0 10,65 £ 0,288 73,29 + 1,015
0,20 8,02 £ 0,68 176,77 + 6,328 0.05 £+ 0.002 0,16 = 0,00096
0,40 4,36 +0.137 211,5+10,606
61e em AChE
0 8,94 £ 0,400 98,47 £ 1,205
0,20 3,45+ 0,005 172 £13,010 0.03 £ 0.0000 0.08 = 0.0020
0,40 2,75+ 0.181 351,75 + 3,040
64 em BChE
0 12,31 £0,142 95,15 +1,795
2,3 10,45 £ 0,360 91,78 + 7,865 - 12,06 £ 0,227
4,3 8,77 £ 0,084 96,55 + 2,245
64 em AChE
0 5,27 +0,346 68,60 + 1,905
1,2 3,81 £0.166 74,74 £ 6,75 0,99 +0.032 3,17+0,104
3,2 2,89 £0.091 88,33 + 3,670

*Média + desvio padrdo (DP) de seis experimentos independentes realizados em triplicata; °Ki, constante de

inibi¢do competitiva; °Ki’, constante de inibi¢do ndo competitiva.

Procurando compreender as bases moleculares que explicariam as atividades

observadas sobre as ChEs, foi realizado um estudo de ancoramento molecular dos compostos

avaliados. O método foi conduzido utilizando a estrutura cristalografica da AChE de

Electrophorus electricus (EeAChE), disponivel no Protein Data Bank (PDB ID: 1C20),

utilizando a donepezila como referéncia. As analises foram realizadas com a fungao de escore

Goldscore, considerando um raio de 15 A em torno do residuo Ser203, localizado no CAS,
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como referéncia para a defini¢do da regido de docking (DE SOUZA et al., 2019).

De modo geral, a andlise de docking revelou que os inibidores ocupam
simultaneamente o CAS e o PAS, estabelecendo interacdes chave em ambos, em concordancia
com os dados de cinética enzimatica. As diferencas de poténcia decorrem da angulagdo e
distancia dos compostos e os principais residuos. Como ilustrado na Figura 31, no complexo
eeAChE-composto 51n (Clso = 74 nM), o nitrogénio da piperidina forma interagdo cation-m
com Trp86 (4,0 A) e ligagdo de hidrogénio com Tyr337 (2,1 A), o nticleo cumarinico estabelece
ligacdo de hidrogénio adicional com Tyr337 (2,0 A) e o grupo peptidico de Phe295, enquanto
o anel piperidinico realiza contatos hidrofébicos com Ser203 e His447. No sitio periférico, a
pirimidina na posicio 3 interage via empilhamento n-w (3,3 A) com Trp286. Essas interagdes
explicam a alta poténcia inibitoria dessa classe de composto, como ja descrito na literatura (DE
SOUZA et al., 2019; NADUR et al., 2025).

Os compostos 511 (Clso = 138 nM) e 75a (Clso = 116 nM), também classificados entre
0s mais potentes, exibem intera¢des similares as observas para S1n. Em resumo, os compostos
com substituintes azaheterociclos em C3 apresentam maior poténcia inibitdria (Clso < 140 nM)
devido a capacidade de formar ligagdes de hidrogénio com residuos polares da regido PAS,
além de intera¢des n-m com residuos aromaticos da regido como Trp286.

A modificagdo regioisomérica da subunidade basica propoxipiperidina da posicao 7
para as posigdes 6 (61c) e 8 (61d), bem como do sistema aromatico da posicao 3 para a posi¢ao
4 (64), originou poses de ancoramento apresentando mudangas conformacionais, com relacao
a 51a, em busca da melhor estabilidade de encaixe, alterando as principais interagdes (Figura
32). Exemplos incluem a perda da interagdo cation-n com Trp86, ligacdo de hidrogénio com
Tyr337 e interagdo n-m com Trp286, que sdo consideradas de grande importancia para a inibigao
da AChE. A Figura 32A compara essas interagdes com o composto mais ativo 5S1n na cavidade
da AChE. Na Figura 32B, o composto 61c (verde) direciona-se a regido superior da cavidade,
sem interagdo com Trp86, o nitrogénio da piperidina forma liga¢dao de hidrogénio com His447,
enquanto o nucleo cumarinico interage via ligacdo de hidrogénio com o grupo peptidico de
Phe295. Ja os compostos 61d (Figura 32C) e 64 (Figura 32D) exibem poses invertidas, com a
fenila em posicdo 3 e 4 interagindo com Trp86 e a subunidade bésica voltada para o sitio

periférico.
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Figura 31. Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 51n (laranja) na
cavidade enzimatica da AChE. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger
LLC).

rosé€) e 64 (cinza) na cavidade enzimatica da AChE; B) interagdes moleculares entre o composto
61c (verde) na cavidade enzimatica da AChE; C) interagdes moleculares entre o composto 61d
(marrom ros€) na cavidade enzimatica da AChE; D) interacdes moleculares entre o composto
64 (cinza) na cavidade enzimatica da AChE. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright ©
Schrodinger LLC).
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Em relagdo ao ancoramento molecular frente a enzima EgBChE, foram selecionados
0s compostos mais ativos, 61¢ (Clso = 647 nM), 61e (Clso = 330 nM) e 61f (Clso =433 nM) e o
composto S1n cuja inibi¢cdo a EgBChE foi abaixo de 50% a 10uM e 75a (Clso = 5033 nM) para
melhor entendimento das interagdes dos compostos mais ativos e da baixa atividade. Foi
necessario a constru¢do modelo por similaridade a partir de uma estrutura tridimensional (3D)
cuja sequéncia estd disponivel no banco de dados UniProtKB/Swiss-Prot (acesso QIN1N9). O
modelo foi gerado no servidor SWISS-MODEL, utilizando como template a estrutura
cristalografica da BChE humana (PDB 4BDS) (Nachon et al., 2013). O modelo final apresentou
identidade sequencial de 89,89% em relagdo a enzima humana e cobertura de 0,87. Para validar
a funcdo de escore no programa GOLD 2024.3.0, realizou-se um experimento de redocking
com a tacrina (ligante co-cristalizado no PDB 4BDS). A fun¢do ASP demonstrou maior
precisdo na reproducdo das interagdes moleculares da tacrina, com valores de RMSD inferiores
a3,20 A.

Tabela 9. Score e valores de RMSD para a validaciao por redocking egBChE por
similaridade

Score Function DockScore RMSD (A)
GoldScore 33.8079 2.6434
CHEMPLP 51.0350 2.6173
ChemScore 40.2990 3.1314

ASP 35.0566 0.6127

Em resumo, a diferenca estrutural entre as cavidades da AChE (Figura 33A) e da BChE
(Figura 33B) explica, em parte, a maior seletividade dos compostos avaliados para a AChE em
relagdo a BChE. Isso ocorre porque as estruturas menores € com subunidades aromaticas dos
ligantes interagem majoritariamente no sitio da AChE, enquanto na BChE a maioria dos
compostos interage com poucos residuos, deixando grande parte da cavidade livre (Figura 33C).
J& os compostos mais ativos, como 61¢, 61e e 61f, se acomodam melhor na cavidade da BChE,

possibilitando interagdes com os principais residuos (Figura 33D).
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Figura 33. Volume de acesso das cavidades de ligagao e encaixe dos compostos. A) Cavidade
da eeAChE; B) Cavidade da eqBChE; C) Encaixe dos compostos 51n ¢ 75a na eqBChE; D)
Encaixe dos compostos 61c, 6le ¢ 61f na eqBChE. Figura gerada com PyMOL 3.1.3.1
(Schrodinger, LLC).

A Figura 34A ilustra as poses de ligagao obtidas dos inibidores em forma de dimeros
61e (verde) e 6f (verde limao) no sitio da eqBChE, enquanto a Figura 30B ilustra de forma mais
detalhada interagdes do composto 61e no sitio. Pode ser observado que ambos compostos
ocupam simultaneamente o CAS e o PAS da enzima em que a subunidade basica e a fenila
estdo voltadas para dentro da cavidade e a cumarina com a outra subunidade basica esta voltada
para o sitio periférico, estando em concordancia com os dados cinéticos observados
experimentalmente.

Em relagdo ao composto 61e (Figura 34B), o grupamento amino-ciclico protonado dos
inibidores estabelece interagdes do tipo cation-m com o residuo Trp110 (4,6 A) e ligagdo de
hidrogénio com Gly144 (2,8 A), enquanto o niicleo cumarinico posiciona-se ne entrada do sitio
catalitico, formando uma interacdo de empilhamento m-m com o residuo Tyr365 (4,1 A) e
Phe357 (5,3 A). No sitio periférico, predominaram interagdes hidrofobicas com Gly144,
Val305, Ser315, Leu 153, Thr148.

Em relagdo as intera¢des do composto 51n (laranja), o complexo posiciona-se em uma regiao
com poucas interacdes hidrofébicas em todas as poses, sem a principal interagdo cation-t com

o residuo Trp110, o que justifica sua baixa atividade. Ja o composto 75a (azul), que apresenta
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atividade significativa, estabelece interacdo cation-t com Trpl10, a cumarina realiza

empilhamento -t com Tyr365 e His366, enquanto a substituicdo IM promove interagdes

ﬁﬁsﬁ\ o

Figura 34. A) Analise da sobreposi¢do dos compostos 61e (verde) e 61f (verde claro) na
cavidade da eqBChE; B) Principais intera¢cdes do composto 61e (verde) na cavidade da
eqBChE. Figura gerada com PyMOL 3.1.3.1 (Schrodinger, LLC).

Figura 35. Anélise da sobreposi¢ao dos compostos 51n (laranja) e 75a (verde) na cavidade da
eqBChE. Figura gerada com PyMOL 3.1.3.1 (Schrodinger, LLC).
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3.8.3. Ensaio in vitro de inibicio enzimatica frete as isoformas MAO-A e MAO-B

Este ensaio avalia a inibi¢do das isoformas da monoamina oxidase (MAO A e MAO
B) por meio de um método fluorimétrico baseado na detecg@o do perdxido de hidrogénio (H20:)
gerado pela oxidacdo da tiramina (82), que ¢ substrato da MAO A e B. A quantificagao da
atividade enzimatica foi realizada por meio de ensaio fluorimétrico, baseado na conversao do
corante Ampliflu Red (85) em resorufina (86), um produto fluorescente, na presenga

do H20: gerado na oxidagdo da tiramina (Figura 36).
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produzindo H20:. O H20: ao reagir com corante Ampliflu red é transformado no composto
fluorescente, resorufina (86).

Dentre os compostos testados, alguns demonstraram potentes atividades
inibitorias contra a MAO-B, com valores de Clso variando entre 70 e 4521 nM. Notavelmente,
os compostos ndo exibiram atividade significativa contra a MAO-A, indicando um perfil
seletivo para MAO-B (Tabela 7). Essa seletividade ¢ de grande relevancia, uma vez que a
isoforma MAO-B estd diretamente envolvida nos processos neurodegenerativos da DA,
tornando-a um alvo terapéutico promissor para o desenvolvimento de novos farmacos.

A partir dos resultados obtidos para a enzima MAQO-B, observou-se que, de modo
geral, substitui¢des mais rigidas e hidrofobicas proporcionaram melhores resultados, em sua
maioria encontrados na série 1. As 3-fenilcumarinas para-substituidas com grupos retiradores
de elétrons (51d, Clso = 132 nM; 51f, Clso = 359 nM; 51h, Clso = 100 nM; 51i, Clso = 138 nM)

apresentaram poténcia de inibigdo superior em comparacao a 3-fenilcumarina (51a; Clso = 561
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nM). Ademais, a cumarina substituida com o grupo pirimidina (51n, Clso = 75,6 nM)

demonstrou ainda maior poténcia em relagdo a fenila, posicionando-se entre os mais ativos

contra MAO-B. Destaca-se também o composto S1m (a-naftila na posi¢ao 3, Clso = 70,3 nM),

com atividade comparavel ao 51n. A elevada poténcia desses derivados associa-se a interagdes

favoraveis no bolsao hidrofébico da MAO-B, potencializando suas afinidades.

Tabela 10. Resultados de inibicao enzimatica frente as isoformas MAO-A e MAO-B

¢

OB
/\/\o O O

Cédigo Ar
S51a 3-fenil
51b 3-fenil-4-Me
Sle 3-fenil-4-OMe
51d 3-fenil-4-Cl
S1f 3-fenil-4-F
51h 3-fenil-4-NO»
S1i 3-fenil-4-CN
51k 3-(3-tiofeno)
51m 3-(a-naftil)
51n 3-(5-pirimidina)
510 3-(B-natftil)
o etlamine
S4a 3-anilina
64 4-fenil
75a Imidazopiridina
Rasagiline

% de inibicdo (1 uM £ SEM) ou
Clso [nM] [95% CI]

MAO A
11,63 +4,10

15,96 + 5,93
7,39 2,96
14,51 +5,71
0,09 % 0,09
17,09 + 4,25
18,0 + 2,85
0,87 +4,12
3,49 + 1,23
15,38 2,12
5,37 +2,00

16,34 + 5,40
17136 [7833; 37487]
8,06 £ 3,50
7.38 £1.57

MAO B
561 [388; 810]
290 [102; 765]
515 [219; 1212]
132 [80,3; 216]
359 [204; 632]
100 [45,7; 220]
138 [117; 163]
1721 [1042; 2841]
70,3 [33,3; 148]
75,6 [42,9; 133]
176 [69,9; 441]
1396 [1110; 1755]

871 [605; 1255]

1797 [677; 4770]

3022 [1849; 4940]
25+7

Os sitios de interacdo das enzimas MAO-A e MAO-B sdo predominantemente

hidrofébicos, compostos majoritariamente por residuos de aminoacidos alifaticos e,

principalmente, aromaticos. Embora ambas apresentem caracteristicas semelhantes, existem

diferencas estruturais importantes que influenciam a seletividade por seus ligantes. De modo

geral, o sitio ativo da MAO-A ¢ menor e mais flexivel, favorecendo a interagdo com ligantes
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que possuem maior flexibilidade conformacional. J4 o sitio ativo da MAO-B e apresenta uma
estrutura mais rigida, o que favorece a intera¢do com ligantes mais rigidos e aromaticos. Essa
diferenca estrutural pode explicar a maior seletividade dos compostos avaliados para a MAO-
B, especialmente devido a sua aromaticidade e capacidade de se acomodar melhor nas
cavidades hidrofobicas da MAO-B (HUBALEK et al., 2003).

O perfil tedrico de interacdo dos compostos da Tabela 11 com a enzima MAO-B foi
avaliado por ancoramento molecular, utilizando o complexo cristalografico de AMAO-B com
ligante cumarinico (PDB 2V60). A funcdo ChemScore apresentou maior precisdo na
reproducio das interacdes moleculares do ligante, com valores de RMSD inferiores a 3,00 A
(Tabela 10). O redocking foi executado com o ligante co-cristalizado 7-(3-clorobenzyloxy)-4-
carboxaldeido-cumarina, confirmando a confiabilidade da avaliagao.

Tabela 11.Score e valores de RMSD para a validacio por redocking da MAO-B

Score Function DockScore RMSD (A)
GoldScore 57.2204 3.2857
CHEMPLP 70.5828 0.7364
ChemScore 33.1857 0.6918
ASP 47.6336 0.8831

O sitio ativo da MAO-B ¢ constituido por duas regides principais: a cavidade interna
onde se encontra o cofator FAD e residuos alifaticos e aromaticos, e cavidade externa,
denominada regido de entrada, composta majoritariamente por residuos alifaticos. Na cavidade
interna, as interagdes com Tyr435, Tyr398, GIn206 e cofator FAD e ligacao de hidrogénio com
a Cysl72 sdo cruciais para a inibi¢do da enzima (Figura 37). A Tyr435, em particular,
desempenha um papel fundamental na polarizagao do ligante e na reducdo de FAD, tornando
sua interacdo essencial para a atividade inibitoria BAUTISTA-AQUILERA et al.,2018;
MELLADO et al., 2020; RODRIGUEZ-ENRIQUEZ et al., 2020).
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Figura 37. Sitio ativo da MAO-B (PDB 2V60). Compde-se de uma cavidade de entrada
formada por residuos alifaticos e uma cavidade interna com os principais aminoacidos
responsaveis pelas interagdes enzima-ligante, além do FAD, que confere estabilidade estrutural.
Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC).

As variagdes nas atividades observadas entre os compostos podem ser atribuidas a
angulacdo e a qualidade dessas interagdes e a interagdo com o FAD, uma vez que os compostos
que apresentaram melhores atividade possuem maior interacdo com o cofator. Como exemplo
pode-se citar os compostos 3-fenilcumarinas para-substituidas com grupos retiradores de
elétrons (51d, 51f, 51h, 51i), os quais apresentaram maior interacdo com residuos aromaticos
da Tyr435 e Tyr398, além de estarem mais direcionado ao FAD, comparando-os com o
composto Sla.

Dentre os compostos mais ativos contra /IMAO-B destacam-se 51h (Clso = 100 nM),
51n (ClIs0 = 70,3 nM) e S1m (Clso = 75,6 nM). Os compostos 51m e S1n apresentam perfil de
interagdo similar (Figura 38): a subunidade basica estabelece interacdes hidrofobicas com
residuos alifaticos na cavidade de entrada (Leul71, Leul67, Leul64, 1le316), a cumarina forma
ligagdes de hidrogénio com GIn206, Tyr326 e 11e199 (3,0-4,5 A), e a a-naftila (51m) ou
pirimidina (51n) interagem com Tyr435, Tyr398 e FAD a 3,0-4,0 A. O composto 51h também
exibe interacdes similares, porém com o grupo nitro estd mais proximo ao FAD. Por esse
motivo, pode ser considerado o menos ativo dentre os mais potentes, devido a provavel repulsao

eletronica nessa regiao.
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Figura 38. Analise das principais interagdes moleculares e sobreposi¢cdo do composto S1m
(lilas) e o composto S1n (verde) no sitio ativo da AIMAO-B. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1
(Copyright © Schrodinger LLC).

3.8.4. Ensaio de neurotoxicidade em células de neuroblastomas SH-SYSY

O ensaio de neurotoxicidade ilustrado na Figura 39 foi avaliado pela combinagdo do
cultivo celular de células de neuroblastoma humano dopaminérgico (SH-SY5Y) com um ensaio
colorimétrico de viabilidade celular via brometo de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil
tetrazolio (MTT) (BAUTISTA-AGUILERA et al., 2017).

A linhagem SH-SYSY ¢ amplamente utilizada como modelo de neurdnio para estudos
de neurotoxicidade, doenga de Parkinson ¢ DA (MEDEIROS, 2015). Inicialmente, ¢ realizada
a cultura das células, cujo meio e suplementos estdo descritos na parte experimental, seguida
da incubagdo (1). Em seguida, sdo realizados os tratamentos com os compostos controles e os
compostos-teste em diferentes concentragdes (2). Apds o tratamento, € realizado o ensaio MTT

(3) com adig¢do do reagente MTT (87) de coloragdo amarela.
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Figura 39. Fluxograma do ensaio experimental de neurotoxicidade em células de
neuroblastoma dopaminérgico (SH-SY5Y)

O MTT ¢ um sal de tetrazolio hidrossoluvel que penetra nas mitocondrias € em
vesiculas intracelulares. Em mitocondrias funcionais, as desidrogenases transferem elétrons
para o anel de tetrazdlio do MTT, e essa redug¢@o quebra o anel, convertendo o MTT amarelo
em formazano (88), um composto roxo e insolivel. A quantidade de formazano produzido ¢
proporcional a atividade mitocondrial e ao numero de células metabolicamente ativas
(GHASEMI et al., 2021).

Apos a adig¢do do reagente MTT e a incubacio, € realizada a leitura de absorbancia (4)
e, em seguida, a analise de dados a partir da curva dose-resposta (5). Se o composto-teste reduzir
a viabilidade celular (geralmente abaixo de 80% em relacdo ao controle) ap6s 24 h de
tratamento, interpreta-se que o composto possui potencial neurotoxico. A Tabela 12 mostra que
todos os compostos sintetizados apresentam viabilidade celular acima de 90% a uma
concentragdo de 10 pM, indicando, portanto, auséncia de potencial neurotdxico nessas

condicoes.
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Tabela 12. Resultados de viabilidade celular de todos os compostos sintetizados frente as
células de neuroblastoma SH-SY5Y a 10uM

Viabilidade celular Viabilidade celular Viabilidade celular
Céd. (SH-SY5Y) Cod. (SH-SYS5Y) Céd. (SH-SY5Y)
10 uM [%] £ DP 10 pM [%] £ DP 10 pM [%] £ DP

51a 104,9 £2,2 51n 101,6 £2,2 54c 105,8 4,1
51b 110,9 +2,8 510 106,1 + 3,5 61a 107,5+4,2
51c 113,722 51p 95,8+ 7,0 61b 99,6 + 5,5
51d 110,6 = 1,7 51q 112+ 1,9 61c 112,1 £2,4
Sle 100,3 + 0,7 S1r 1143+ 1,3 61d 94,7 +2,2
51f 110,5+ 2,5 51s 114,6 + 1,3 6le 102,2+ 1,0
51h 101,8 + 1,8 51t 106,9 + 1,3 61f 92,7+7,9
51i 105,4 £ 0,9 51u 110,2 £ 1,7 64 102,7 4,1
51j 109,3 + 1,6 51v 1143+ 1,3 75a 96,8 + 8,2
51k 110,9 £ 1,1 51x 116,4 + 1,7 75b 82,8+ 1,7
511 112,1 £2,4 54a 105,2 3,0 75d 90,6 + 6,6
51m 105,8 + 4,5 54b 98,3 +3,1

3.9. Avaliacao in silico das propriedades farmacocinéticas

As propriedades fisicas-quimicas e farmacocinéticas relacionadas a absorcao,
biodisponibilidade e permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE) foram previstas
utilizando a plataforma online SwissADME, O método se baseia em calculos tedricos para
estimar fatores como lipofilicidade, solubilidade em agua, parametros farmacocinéticos
(absor¢do gastrointestinal (AGI), permeabilidade da BHE e metabolismo), além das principais
regras de druglikeness e indicadores gerais de adequagdo a quimica medicinal.

A Tabela 13 apresenta os principais fatores tedricos que indicam se os compostos
testados possuem ou ndo semelhanca estrutural com um farmaco. A regra dos cinco de Lipinski,
por exemplo, fornece uma diretriz para a biodisponibilidade oral de farmacos de pequenas
moléculas, estipulando os seguintes critérios, massa molecular (MW) < 500 g/mol, coeficiente
de parti¢ao octanol-agua (log P) <5, nimero de doadores de ligagdes de hidrogénio (HBD) <
5 e nimero de aceptores de ligagdes de hidrogénio (HBA) < 10 (Lipinski et al., 1996). Ja aregra
de Veber refina ainda mais as previsdes de biodisponibilidade oral, introduzindo parametros
adicionais como 4rea de superficie polar topologica (ASPT, ou TPSA) < 140 A e nimero de

ligacdes rotatorias < 10 (Veber et al., 2002).
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A maioria dos compostos atende as principais regras de druglikeness, com excecao
dos compostos 51j, SIm e 510, que apresentam log P um pouco acima de 5, em razio de
substitui¢des mais lipofilicas em comparacdo aos demais.

Grande parte dos compostos também exibe boa previsao de permeabilidade
gastrointestinal e hematoencefalica, exceto os compostos 51j, 5S1q ¢ 54b, conforme indicado
pela representacao visual do grafico de “boiled-egg” (ou “grafico do ovo cozido”), ilustrados
nas Figuras S194-S198 do anexo 7.4. Este grafico prevé a absor¢do gastrointestinal ¢ a
permeabilidade da barreira hematoencefalica com base em duas propriedades fisico-quimicas
principais: log P e area de superficie polar total (ASPT).

A ASPT ¢ definida como a soma das superficies dos atomos polares de uma molécula,
geralmente relacionados a oxigénio, nitrogénio, fosforo e hidrogénios ligados a esses atomos,
embora outros heteroatomos também possam influenciar o transporte entre membranas (ERTL;
ROHDE; SELZER, 2000). O composto 51j, apesar de apresentar uma ASPT aceitavel para a
passagem pela membrana hematoencefalica, possui elevada lipofilicidade, o que faz com que,
em pardmetros experimentais, ele se posicione acima da regido amarela do grafico
“boiled-egg”. Apesar de parecer um contrassenso, ja que um maior logP nos leva, inicialmente,
a pensar em maior facilidade de transposi¢do de membranas, um alto valor de logP pode causar
um aumento da ligagdo ndo especifica as proteinas plasmaticas e aos tecidos, reduzindo a
concentracdo do composto livre e, consequentemente, de sua passagem ao SNC.

J& os compostos 51q e 54b, embora apresentem lipofilicidade aceitavel (log P > 4),
possuem valores elevados de ASPT, 88,50 A% e 100,53 A2, respectivamente. Geralmente,
valores de ASPT superiores a 70 AZ? estio associados a reducio da permeabilidade

hematoencefalica (Lipinski et al., 1996).
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Tabela 13. Propriedades fisico-quimicas e parametros de druglikeness dos compostos

avaliados, calculados in silico pela plataforma SwissADME.

Cédigo

S51a
51b
S1c
51d
Sle
51f
51h
51i
51j
51k
511
51m
S51n
510
S1p
51q
Sir
51s

MM
(g/mol)
363,46
377,48
393,48

3979
379,46
381,45
408,45
388,47
431,48
369,48
364,44
413.52
365,43
413,52
406,53
408,45
377,48
407,47

ASPT

(A?)

42,68
42,68
51,91
42,68
62,91
42,68
88,50
66,47
42,68
70,92
55,57
42,68
68,46
42,68
45,92
88,50
42,68
61,14

CLogP

4,37
4,69
433
4,90
3,95
4,68
3,77
4,14
5,40
435
3,62
5,25
3,12
5,27
4,41
3,76
4,70
4,20

Cédigo

51t
S51u
S1v
51x
54a
54b
S54c
61a
61b
6lc
61d
6le
61f
64
75a
75b
75d

MW
(g/mol)

393,48
379,46
408,45
393,48
378,47
423,47
408,5
363,46
393,48
363,46
363,46
490,64
504,67
363,46
419,52
433,54
475,55

ASPT
(A2
51,91
62,91
88,50
51,91
54,71
100,53
63,94
42,68
51,91
42,68
42,68
55,15
55,15
4,68
59,98
59,98
59,98

CLogP

4,37
3,96
3,80
4,37
4,20
3,61
4,23
4,36
4,37
4,38
4,34
5,08
5,40
3,76
3,35
3,55
3,55
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4. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Ao todo, foram sintetizados 36 compostos, dos quais 33 sao inéditos, divididos em
cinco séries, obtidos com rendimentos satisfatorios € em processos sintéticos reprodutiveis.

O planejamento estrutural racional, baseado nos modelos farmacoféricos dos alvos
pretendidos, mostrou-se bem-sucedido, levando a identificacdo de compostos com elevada
afinidade e capacidade de inibicdo dos alvos propostos contendo o perfil 3-aril-7-
proproxipiperidina-cumarinas, presente por exemplo em 75a onde a cumarina age como nucleo
central para a atividade antagonista de H3R, que comparativamente a 76 ¢ 77 demonstrou a

importancia dessas substituigdes.

Regido arbitraria
com sistema aromatico
N

:

Nucleo central Regiao arbitraria ’ '+ —N

——————————————— Nucleo central ™~ _ 9 R Nucleo centrall;\\ ' /)
:

dade bssicat NN NSNS SN W
3!@99!‘!?#?,???!93@51 ! Subunidade basica , Subunidade basica / Lo ;
Oy —teite TERRALL, TR
: L 76 | A & A : \ o 75a -

hH3R Ki = 257 nM hH3R Ki = 74,6 nM hH3R Ki = 21,2 nM
eeAChECI5 = 9,20% eeAChECIs5y =370,2 nM ©eAChECI5o = 116 nM
eqBChE Clsg =0,55% eqBChE Clsg =15870 nM egBChE Clsy = 5033 nM
hMAO-BClsy =9,87% hMAO-BClsy =15,21% hMAO-BClsy, =3022 nM

A avaliagdo da influéncia de cumarinas regioisoméricas, i.e. substituidas em diferentes
posigdes, também se mostrou acertada levando a compostos com grande afinidade frente ao
HsR, nos quais as cumarinas ndo atuam mais como nicleo central, mas sim como regido
arbitraria na qual pequenas modificacdoes podem levar a grande modulacdo na atividade: e.g
composto 61a (#H3R Ki = 220 nM; AChE Clso = 1938 nM; BChE Clso = 1219 nM) - 61b
(hH3R Ki = 58,5 nM; AChE Clso = 4250 nM; BChE Clso = 1085 nM). Adicionalmente, estes
isomeros se mostraram mais seletivos por BChE, o que pode ser explorado como uma nova

série de compostos duais antagonistas de #H3R e inibidores de BChE.

Subunidade Subunidade

o1a  ESRREECEEEEEE > 61b

hH3R Ki = 220 nM hH3R Ki = 58,5 nM
eeAChECls, = 1938 nM eeAChECIgo = 4250 nM
eqBChE Clgo = 1219 nM eqBChE Clgg =1085 nM
hAMAO-BClsy = 0,74 % AMAO-BClsy = 6,74 %

Do ponto de vista da obtencao de ligantes de #H3R, a série 1 (substitui¢des aromaticas

e heteroaromaticas na posicao 3 do nucleo cumarinico) se mostrou promissora com Ki variando
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de 18,1 a 299 nM. Nesta série, fenilas substituidas foram bem aceitas (excecdo de metoxilas em
orto € meta), enquanto heteroaromaticos de 5 e 6 membros (com excec¢do da 4 pirinina) levaram
a reducao da afinidade, assim como as naftilas. A substituicdo aromatica na posi¢do 3 da
cumarina parece benéfica, uma vez que o composto 64 (transposicao da fenila de C3 para C4,
série 4) se mostrou com menor afinidade (64, Ki #ZH3R = 56,4 nM; 51a, Ki #H3R = 28,7 nM).
A quebra de conjugacdo entre a cumarina e substituintes em C3 leva a alguma perda de
afinidade, pois a série 2 (N-arilagdes na posicao 3 do nucleo cumarinico), apesar de poucos
exemplares, apresentou menor afinidade comparativa a série 1, mas ainda assim interessantes
(Ki #H3R de 56,4 a 93 nM). J4 as séries 3 e 5 apresentaram os compostos com maior afinidade
(61c, Ki #H3R = 12,0 nM 61e, Ki #ZH3R = 2,30 nM; 75b, Ki #H3R = 7,93 nM), demonstrando
que a transposicdo do farmacdforo propoxipiperidina para C6 e C3, em 6lc e 6le,
respectivamente, gera um novo perfil a ser estudado em trabalhos futuros, assim como 75b
demonstrou que compostos azaheterociclos biciclicos parecem ser interessantes,
principalmente com a exploragdo do efeito metila na piperidina. Cabe ressaltar que o composto
61c apresentou maior seletividade para H3R frente aos outros alvos, configurando-se como um
resultado especialmente promissor para o desenvolvimento de novos derivados seletivos para
esse receptor, a partir de um padrao de substitui¢do (subunidade basica na posi¢ao 6) ainda nao
explorado na literatura. Pode-se observar também que substituicdes na subunidade basica bem

como subunidade basica adicional na regido arbitraria foram cruciais para o aumento de

poténcia.
N / OWO
O ®
N _~_0O O N Y N O A
0" Yo /Ol/\/\o 0o N0 )
61c 75b 61e
AH3R Ki = 12 nM hH3R Ki=7,93 nM hH3R Ki = 2,30 nM
e6AChEClsg = 4250 nM €eAChECls; = 563,1 nM €6AChECIsg = 331 nM
€qBChE Clsg = 1085 nM €gBChE Cls = 6007 nM €qBChE Clsg = 330 nM

Os compostos 51i, 511, 51n, 61e, 61f ¢ 75a destacaram-se entre os mais potentes e
seletivos para AChE, com excecao dos dimeros 61e e 61f, que apresentaram menor seletividade.
Além disso, os compostos S1i, 5In e 75a apresentaram perfil de compostos multialvo,
destacando-se especialmente os compostos 51i e S1n, que além de demonstraram Otimas
afinidade ¢ inibigdes enzimaticas em todos os alvos avaliados, essas atividades foram
equipotentes, resultado particularmente relevante considerando os desafios associados ao

desenvolvimento de ligantes multialvos.
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hH3R Ki = 104 nM hH3R Ki =64 nM hH3R Ki =163 nM
eeAChEClIs, = 228 nM eeAChECI5p = 138 nM eeAChEClIs, = 74 nM
hMAO-BCls, = 138 nM eqBChE Clso = 8649 nM hMAO-BClsq = 75,6 nM
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75a 61e 61f
hH3R Ki = 21,2 nM hH3R Ki=2,30 nM hH3R Ki=20,9 nM
eeAChECIgo = 116 nM eeAChECIs5y = 331 nM eeAChECI5q = 260 nM
eqBChE Clgo = 5033 nM eqBChE Clsg = 330 nM eqBChE Clsg = 433

AMAO-BClgy = 3022 nM

No que diz respeito as avaliagdes in silico, os compostos apresentaram perfis de
interagdo compativeis com os resultados bioldgicos obtidos, evidenciando as principais
interacdes moleculares descritas na literatura como responsaveis pela atividade frente as
enzimas e ao receptor estudados, podendo ser utilizados em estudos de otimizagdo estrutural
futuros. Além disso, as predi¢cdes tedricas de propriedades farmacocinéticas indicaram
resultados favoraveis, incluindo bom potencial de permeabilidade pela barreira
hematoencefalica e conformidade com regras classicas de drug-likeness e biodisponibilidade.

Os resultados obtidos foram excelentes e importantes para a busca do tratamento da DA. A
analise de relacdo estrutura-atividade (SAR) abriu caminho para uma série de novas modificagdes
estruturais. Como perspectiva, serdo realizados ensaios de dindmica molecular de alguns compostos para
identificar de forma mais eficiente as diferengas nas interagdes, como no caso do composto 64. Além

disso, os compostos mais promissores serdo explorados em modelos celulares e in vivo relacionados a

DA.
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5. PARTE EXPERIMENTAL
5.1. Sintese

O acompanhamento das reagdes foi feito através da técnica de CCD, na qual foram
utilizadas placas de aluminio Kieselgel 60 (HF-254, Merck) com 0,2 mm de espessura. A
visualizacdo das substancias em CCFA foi realizada em lampada ultravioleta (254 e 365 nm).
Além disso, a reacdo foi monitorada por TLC-CMS (Expression® da Advion Interchim
Scientific) dispositivo que oferece um meio simples e automatizado de obter espectros de massa
diretamente de placas CCD, combinado com o espectrometro de massa compacto.

Os solventes utilizados nas reacdes descritas acima foram comprados pela empresa
sigma-aldrich e Neon. A fase organica das reagdes foi tratada com sulfato de sodio anidro,
filtrada e o solvente foi evaporado a pressao reduzida em evaporador rotatorio IKA (modelo
RV 10 digital) com banho IKA (modelo HB 10 digital). A determinacdo dos pontos de fusdo
foi realizada em aparelho automatico M-560/M-565 Buchi.

A purificagdo dos compostos foi realizada a partir da técnica de cromatografias liquida
de adsor¢do em coluna flash, Isolera Biotage, modelo ISO-4SV (IQ-UFRRJ). Para a confec¢ao
da pastilha, utilizou-se silica gel 70-230 mesh (Merck). E como fase moével, foram utilizadas as
misturas solventes de acordo com as propriedades fisico-quimicas de cada composto.

Os espectros de RMN'H foram obtidos em aparelhos Bruker Avance-500 e Bruker
Avance-400 (IQ-UFRRJ), operando a 500MHz e 400MHz, respectivamente. As amostras
foram dissolvidas em CDCIl3 e DMSO-d6, contendo tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna e colocadas em tubos de 5 mm de diametro.

Os espectros de RMN'3C (DEPTQ) foram obtidos operando a 75 MHz e a 125 MHz,
em aparelho Bruker Avance-500 e Bruker Avance-400 (IQ -UFRRJ e HHU-Alemanha),
respectivamente, e as amostras foram dissolvidas em CDCI3 e DMSO-d6, contendo TMS como
referéncia interna. As areas dos picos foram obtidas por integracdo eletronica e sua
multiplicidade descrita com: s-simpleto / sl-simpleto largo / d-dubleto / t-tripleto / q-quarteto /
m-multipleto / dd-duplo dubleto.

Os pontos de fusdo foram determinados pelos fusiometros da GEHAKA modelo PF-

1500 FARMA (UFRRJ) e M-560 da Buchi (HHU-Alemanha).
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5.1.1. Sintese dos intermediarios chave 48a-c

N X
/©\/l + gA R BT KL% /©\/l
HO o Yo T n Acetona BrMnAO o X0

n=1-2 8h, 60°C
42 43a-b 44a-b

Uma solugdo de 7-hidroxicumarina (42) (1,0 mmol, 1 equiv) e carbonato de potassio (4,0 mmol,
4 equiv) em acetona (7 mL) foi agitada e adicionada gota a gota em um tubo de reagdo de
borossilicato de 25 mL contendo 1,3-dibromopropano (43a-b) (7,0 mmol, 7 equiv) dissolvido
em acetona (3 mL). O recipiente de reacdo foi selado e a mistura foi aquecida a 60 °C por 24
horas. Apds a conclusdo, a mistura foi resfriada a temperatura ambiente e os sais inorganicos
foram removidos por filtragdo. O filtrado foi evaporado sob pressao reduzida e solubilizado em
acetato de etila. A fase organica foi lavada trés vezes com agua, seca sobre sulfato de sodio
anidro (Na2SOa) e concentrada sob pressdo reduzida. Os produtos (44a-b) foram purificados
por cromatografia flash automatizada em coluna de silica gel utilizando o sistema Isolera, com
eluicdo em gradiente de hexano/acetato de etila (70:30, v/v).
7-(2-bromoetoxi)-2H-cromen-2-ona (44a): Solido branco, rendimento 65%, p.f. 135 °C.
RMN 'H (500 MHz, CDCls) & 7,65 (d, J =9,5 Hz, 1H); 7,40 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 6,93-6,86 (m,
1H); 6,82 (s, 1H); 6,28 (d, J = 9,5 Hz, 1H); 4,35 (t, 2H), 3,68 (t, 2H). RMN "*C (126 MHz,
CDCls) ¢ 161,18; 157,08; 143,33; 128,98; 127,12; 113,60; 112,87; 110,68; 101,67; 68,18;
66,71; 28,46.

7-(2-bromopropoxi)-2H-cromen-2-ona (44b): So6lido branco, rendimento 78%, p.f. 145°C.
RMN 'H (500 MHz, CDCls) ¢ 7,64 (d, J = 9,5 Hz, 1H); 7,38 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 6,84 (dd, J =
11,5, 3,2 Hz, 2H);6,26 (d, J = 9,6 Hz, 1H);4,17 (t, 2H); 3,61 (t, 2H);2,36 (q, 2H). RMN "3*C (126
MHz, CDCl5) 6 161,86; 161,22; 155,85; 143,32; 128,85; 113,29; 112,78; 112,74, 101,54; 65,85;

31,96; 29,63.
/@\/1 Bry - Br
R‘O o o  AcOH/AcONa Brwom
n

3h, t.a o
44a-c 48a-c

As cumarinas substituidas (44a-c) (300 mg, 1,06 mmol, 1,0 equiv) e acetato de sodio (274,4
mg, 3,35 mmol, 3,0 equiv) foram solubilizados em um tubo de reagdo com 10 mL de 4cido
acético. Em seguida, bromo (0,0735 mL, 1,43 mmol, 1,29 equiv) foi entdo adicionado a mistura
reacional. A mistura foi agitada a temperatura ambiente por 2 horas. Os intermediérios chave
48a-c foram precipitados pela adicdao de gelo e subsequentemente filtragao.

3-bromo-7-(2-bromoetoxi)-2H-cromen-2-ona (48a): So6lido avermelhado, rendimento 75%,
p.f. 183 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls) 6 8,03 (s, 1H); 7,37 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 6,90 (dd, J =
8,7, 2,5 Hz, 1H); 6,82 (d, J = 2,8 Hz, 1H);4,36 (s, 2H),; 3,68 (t, 2H). RMN *C (126 MHz,
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CDCls) 6 157,39; 144,34; 138,91; 128,99; 128,32; 113,59; 108,32; 101,57; 68,29; 28,36.
3-bromo-7-(3-bromopropoxi)-2H-cromen-2-ona (48b): Solido avermelhado, rendimento
80%, p.f. 195 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls) 6 8,02 (s, 1H); 7,36 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 6,87
(dd, J = 8,6, 2,4 Hz, 1H); 6,83 (s, 1H); 4,17 (t, 2H); 3,61 (t, 2H); 2,36 (q, 2H). RMN "*C (126
MHz, CDCls) 6 162,07; 157,49; 155,03; 144,43;128,19; 113,42; 113,28; 107,96, 101,44; 65,99,
31,90; 29,54.

3-bromo-7-metoxi-2H-cromen-2-ona (48c): Solido avermelhado, rendimento 70%, p.f. 160
°C. RMN 'H (300 MHz, CDCls): 6 8,00 (s, 1H);7,34 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 6,86 (dd, J = 8,7, 2,5
Hz, 1H); 6,80 (d, J =2,7 Hz, 1H); 3,87 (s, 3H).

5.1.2. Sintese dos derivados 51a-z (série 1)

Ar-B(Ph),.

Xy B Pd(PPhs), Xr X

R K,CO R
= 2 3 4
o~ "o Tolueno:EtOH:H,0 o "0

48a-c (2:1:1) 50a-w
3-4h, 65°C
72-90%

Em um tubo de reagdo, foram adicionados 0,14 mmol do intermediario chave 48a-c,

Ar

0,20 mmol de acido bordnico aromatico ou heteroaromatico substituido e 0,41 mmol de
carbonato de potassio (K2COs), solubilizados em 4 mL de uma mistura de solventes
agua:etanol:tolueno (2:1:1, v/v). O tubo foi entdo vedado e submetido a troca de atmosfera com
nitrogénio. Posteriormente, adicionou-se 0,01 mmol (1 mol%) do catalisador Pd(PPhs)4
solubilizado em tolueno, o tubo foi selado e a mistura reagida sob agitacdo magnética a 65 °C
por 1-3 h. Apos este periodo, o sistema foi resfriado e o solvente foi removido por evaporagao
sob pressao reduzida no rotavapor. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna
flash (sistema Isolera™), utilizando silica gel como fase estaciondria e uma mistura de
hexano/acetato como fase movel. A eluicdo foi realizada em gradiente, com a concentragdo de
5-20% do solvente mais polar

7-(3-bromopropoxi)-3-fenil-2H-cromen-2-ona (50a): solido amarelo; rendimento 76%;
ponto de fusdo 97-109°C; RMN 'H (500 MHz, CDCI3) ¢ 7,80 (s, 1H); 7,72 (d, J=7,9 Hz, 2H);
7,47 (t,J=7,5 Hz, 3H); 7,44 — 7,38 (m, 1H); 6,90 (d, J = 7,3 Hz, 2H); 4,22 (t, J = 5,9 Hz, 2H);
3,65 (t,J=6,4 Hz, 2H); 2,40 (t, ] = 6,3 Hz, 2H); RMN "*C (126 MHz, CDCIl3) 6 161,64; 160,90;
155,26; 135,00; 125,01; 65,90; 31,99; 29,61.
7-(3-bromopropoxi)-3-(p-tolil)-2H-cromen-2-ona (50b): so6lido amarelo; rendimento 74%;
ponto de fusdo 145-153°C; RMN 'H (500 MHz, CDCI3) ¢ 7,76 (s; 1H); 7,61 (d; J = 8,0 Hz;
2H); 7,45 (d; J=9,1 Hz; 1H); 7,28 (d; J = 3,4 Hz; 1H); 6,89 (d; J = 7,3 Hz; 2H); 4,20 (t; ] = 6,0
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Hz; 2H); 3,64 (t; ] = 6,4 Hz; 2H); 2,47-2,34 (m; 5SH); RMN "*C (126 MHz, CDCI3) 6 161,48;
160,99; 155,14; 138,51; 132,08; 124,99; 65,88; 32,01; 29,62.
7-(3-bromopropoxi)-3-(4-metoxifenil)-2H-cromen-2-ona (50c): sélido amarelo; rendimento
72%; ponto de fusdo 120-127°C; RMN 'H (500 MHz, CDCI3) ¢ 7,71 (s; 1H); 7,65 (d; J = 8,8
Hz; 2H); 7,43 (d; J = 9,1 Hz; 1H); 6,97 (d; J = 8,8 Hz; 2H); 6,86 (d; J = 7,4 Hz; 2H); 4,18 (t;
2H); 3,85 (s; 3H); 3,62 (t; 2H); 2,36 (d; 2H); RMN *C (126 MHz, CDCI3) & 161,35; 161,11;
159,86; 154,99; 138,71; 129,69; 128,71; 127,37; 124,61; 113,59; 112,88; 101,10; 65,87; 55,40;
32,01; 29,63.

7-(3-bromopropoxi)-3-(4-hidroxifenil)-2H-cromen-2-ona (50d): solido alaranjado;
rendimento 60%; ponto de fusdo 115-119°C; RMN 'H (500 MHz, DMSO) ¢ 9,70 (s; 1H); 8,08
(s; 1H); 7,66 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 7,56 (d; J = 8,4 Hz; 2H); 7,03 (s; 1H); 6,98 (d; J = 8,7 Hz;
1H); 6,82 (d; J = 8,4 Hz; 2H); 4,19 (t; ] = 6,2 Hz; 2H); 3,68 (t; J = 6,5 Hz; 2H); 2,31-2,23 (m;
2H); RMN 3C (126 MHz, DMSO) 6 161,42; 160,62; 158,10; 154,83; 125,95; 113,88; 66,55;
32,09; 31,53.

7-(3-bromopropoxi)-3-(4-clorofenil)-2H-cromen-2-ona (50e): solido bege; rendimento
73%; ponto de fusdo 153-157°C; RMN 'H (500 MHz, CDCI13) 6 7,76 (s; 1H); 7,64 (d; ] = 8,5
Hz; 2H); 7,44 (d; J = 8,4 Hz; 1H); 7,40 (d; J = 8,4 Hz; 2H); 6,88 (dd; J = 11,3, 2,8 Hz; 2H);
4,19 (t; 2H); 3,62 (t; 2H); 2,37 (t; 2H); RMN *C (126 MHz, CDCI3) ¢ 161,87; 160,72; 155,30;
140,11; 134,49; 133,37; 129,37; 129,04; 128,71; 123,71; 113,35; 113,16; 101,13; 65,93; 31,96;
29,61.

7-(3-bromopropoxi)-3-(4-fluorofenil)-2H-cromen-2-ona (50f): so6lido bege; rendimento
73%; ponto de fusdo 135-147°C; RMN 'H (500 MHz, CDCI3) ¢ 8,29 (d; J = 8,8 Hz; 2H); 7,92-
7,88 (m; 3H); 7,50 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 6,92 (dd; J = 8,6, 2,4 Hz; 1H); 6,89 (d; J = 2,5 Hz; 1H);
4,21 (t; 2H); 3,63 (t; 2H); 2,38 (t; 2H); RMN 3C (126 MHz, CDCI3) ¢ 162,60; 160,14; 155,75;
141,75; 141,45; 132,13; 129,51, 129,27, 123,67; 122,47; 113,52; 113,04; 101,21; 66,06; 31,91;
29,50.

7-(3-bromopropoxi)-3-(4-clorofenil)-2H-cromen-2-ona (50g): s6lido bege; rendimento
81%:; ponto de fusdo 160-178°C; RMN 'H (500 MHz, CDCI3) & 7,76 (s; 1H); 7,64 (d; J = 8,5
Hz; 2H); 7,45 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 7,40 (d; J = 6,8 Hz; 2H); 6,88 (d; J = 10,4 Hz; 2H); 4,19 (t;
2H); 3,62 (t; 2H); 2,37 (p; 2H); RMN *C (126 MHz, CDCI3) & 161,86; 140,59; 134,50; 133,39;
129,72; 129,04; 128,67; 113,36; 113,15; 101,14; 65,92; 31,96; 29,62.
7-(3-bromopropoxi)-3-(4-nitrofenil)-2H-cromen-2-ona (50h): solido alaranjado;
rendimento 86%; ponto de fusdo 155-159°C; RMN 'H (500 MHz, CDCI3) 6 8,29 (d; J = 8,7
Hz; 2H); 7,91 (d; J = 5,5 Hz; 3H); 7,50 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 6,91 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 6,89 (s;
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1H); 4,21 (t; 2H); 3,63 (t; 2H); 2,43-2,33 (p; 2H); RMN 3C (126 MHz, CDCI3) § 162,60;
160,17; 155,74; 147,47; 141,78; 129,53; 129,22; 123,68; 122,45; 113,53; 113,03; 101,19;
66,05; 31,90, 29,55.

4-(7-(3-bromopropoxi)-2-oxo-2H-cromen-3-il)benzonitrila (50i): s6lido bege; rendimento
89%:; ponto de fusdo 182-191°C; RMN 'H (500 MHz, CDCI3) 6 7,85 (d; J = 3,2 Hz; 2H); 7,83
(s; 1H); 7,72 (d; J = 8,5 Hz; 2H); 7,48 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 6,91 (dd; J = 8,6, 2,4 Hz; 1H); 6,88
(d; J=2,5 Hz; 1H); 4,21 (t; 2H); 3,63 (t; 2H); 2,38 (p; 2H); RMN *C (126 MHz, CDCI3) &
162,46; 160,22; 155,65; 141,55; 139,55; 132,22; 129,42; 129,01; 122,85; 118,72; 113,45;
113,07; 111,92; 101,18; 66,01; 31,90; 29,56.
7-(3-bromopropoxi)-3-[4-(trifluorometil)fenil]-2H-cromen-2-ona  (50j): so6lido  branco;
rendimento 61%; ponto de fusdo 148-156°C; RMN 'H (500 MHz, CDCI3) 6 7,84 (d; ] = 8,4
Hz; 3H); 7,71 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 7,50 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 6,94-6,83 (m; 2H); 4,22 (t; ] = 5.8
Hz; 2H); 3,65 (t; J = 6,4 Hz; 2H); 2,43-2,37 (m; 2H); RMN "*C (126 MHz, CDCI13) 6 162,69;
162,18; 160,49; 155,53; 138,52; 65,98; 31,94; 29,55.
7-(3-bromopropoxi)-3-(tiofen-3-il)-2H-cromen-2-ona (50Kk): s6lido branco; rendimento
71%; ponto de fusao 112-123°C; RMN 'H (500 MHz, CDCI3) ¢ 8,12 (d; J = 3,3 Hz; 1H); 7,89
(s; 1H); 7,50 (d; J = 5,0 Hz; 1H); 7,44 (d; J = 8,4 Hz; 1H); 7,41-7,36 (m; 1H); 6,87 (d; J = 11,5
Hz; 2H); 4,18 (t; 2H); 3,62 (t; 2H); 2,36 (m; 2H); RMN *C (126 MHz, CDCI3) 6 161,50;
154,65; 137,47; 128,79; 126,16, 125,62; 125,17; 134,67; 119,61; 113,31; 113,09; 101,07;
65,90; 32,00; 29,61.

7-(3-bromopropoxi)-3-(piridin-4-il)-2H-cromen-2-ona (501): s6lido branco; rendimento
50%; decomposi¢ao 210-217°C; RMN 'H (500 MHz, DMSO) 6 8,65 (d; ] = 4,4 Hz; 2H); 8,47
(s; 1H); 7,76 (d; J = 6,3 Hz; 2H); 7,74 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 7,10 (d; J = 2,5 Hz; 1H); 7,04 (dd; J
=8,7, 2,4 Hz; 1H); 4,22 (t; ] = 6,0 Hz; 2H); 3,69 (t; ] = 6,5 Hz; 2H); 2,29 (p; J = 6,3 Hz; 2H);
RMN BC (126 MHz, DMSO) ¢ 162,64; 159,80; 155,73; 150,14; 143,21; 131,99; 131,91;
129,29; 129,19, 123,01; 120,80; 113,73; 113,32; 101,32; 66,71, 32,03; 31,50.
7-(3-bromopropoxi)-3-(naftalen-2-il)-2H-cromen-2-ona (50m): sélido bege; rendimento
82%; decomposic¢ao 195-207°C; RMN 'H (500 MHz, CDCl3) 6 7,93-7,88 (m; 2H); 7,79 (d; J =
8,5 Hz; 1H); 7,76 (s; 1H); 7,55-7,47 (m; 4H); 7,45 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 6,94 (s; 1H); 6,91 (dd;
J=28.5,2,2 Hz; 1H); 4,22 (t; 2H); 3,64 (t; 2H); 2,39 (p; 2H); RMN C (126 MHz, CDCI3) &
161,85; 161,13; 155,76; 142,87; 133,72; 132,96, 131,68; 129,21; 128,98; 128,57; 127,75;
126,44; 126,06; 125,32; 125,23; 124,88; 113,22; 112,99; 101,38; 65,96; 32,00; 29,61.
7-(3-bromopropoxi)-3-(pirimidin-5-il)-2 H-cromen-2-ona (50n): s6lido branco; rendimento

76%; decomposigao 220-242°C; RMN 'H (500 MHz, CDCl3) 6 9,22 (s; 1H); 9,10 (s; 2H); 7,89
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(s; 1H); 7,51 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 6,93 (dd; J = 8,6, 2,4 Hz; 1H); 6,90 (d; J = 2,4 Hz; 1H); 4,22
(t; J = 5,8 Hz; 2H); 3,63 (t; J = 6,4 Hz; 2H); 2,38 (q; J = 6,1 Hz; 2H); RMN 3C (126 MHz,
CDCl) 6 158,07; 155,99; 141,25; 113,62; 101,32; 66,06; 31,89; 29,52.
7-(3-bromopropoxi)-3-[4-(dimetilamino)fenil]-2H-cromen-2-ona  (50p): solido amarelo
fluorescente; rendimento 90%; ponto de fusdo 147-154°C; RMN 'H (500 MHz, CDCl3) 6 7,67
(s; 1H); 7,63 (d; J = 8,8 Hz; 2H); 7,40 (s; 1H); 6,85 (dt; J = 4,3, 2,2 Hz; 2H); 6,77 (d; J = 9,0
Hz; 2H); 4,17 (t; J = 5,8 Hz; 2H); 3,63 (d; J = 6,3 Hz; 2H); 3,00 (s; 6H); 2,36 (q; J = 6,1 Hz;
2H); RMN "3C (126 MHz, CDCI3) & 160,90; 154,64; 150,57; 137,08; 129,27; 128,43; 122,65;
114,04; 112,71; 112,06; 105,29; 101,05; 65,81; 40,44; 32,04; 29,69.
7-(3-bromopropoxi)-3-(3-nitrofenil)-2 H-cromen-2-ona (50q): s6lido amarelo; rendimento
63%; ponto de fusdo 122-129°C; RMN 'H (500 MHz, CDCIs) 6 8,57 (t; J = 2,0 Hz; 1H); 8,27
(dd; J=9,2, 2,3 Hz; 1H); 8,15 (d; J = 8,4 Hz; 1H); 7,93 (s; 1H); 7,66 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 7,53
(d; J=8,5 Hz; 1H); 6,95 (dd; ] = 8,6, 2,4 Hz; 1H); 6,92 (d; ] = 2,4 Hz; 1H); 4,24 (t; ] = 5,8 Hz;
2H); 3,66 (t; 2H); 2,40 (h; 2H); RMN **C (126 MHz, CDCIl3) 6 162,42; 160,36; 155,64; 141,33;
136,60; 134,61; 129,44; 123,20; 122,39; 113,46, 101,21; 66,01; 31,92; 29,57.
7-(3-bromopropoxi)-3-(m-tolil)-2 H-cromen-2-ona (50r): so6lido bege; rendimento 61%:;
ponto de fusdo 100-117°C; RMN 'H (500 MHz, CDCIls3) & 7,75 (s; 1H); 7,50 (s; 1H); 7,48 (d; J
=17,9 Hz; 1H); 7,44 (d; J = 9,3 Hz; 1H); 7,33 (t; J = 7,6 Hz; 1H); 7,20 (d; J = 7,6 Hz; 1H); 6,87
(d; J=6,9 Hz; 2H); 4,19 (t; 2H); 3,62 (t; 2H); 2,41 (s; 3H); 2,37 (q; 2H); RMN 3C (126 MHz,
CDCl3) 8 161,57; 160,95; 155,21; 139,93; 138,08; 134,94; 129,32; 129,08; 128,90; 128,38;
125,55; 113,59; 112,93; 101,11; 65,88; 32,00; 29,65; 21,55.
3-(benzo[d]dioxol-5-il)-7-(3-bromopropoxi)-2 H-cromen-2-ona (50s): solido  branco;
rendimento 81%; ponto de fusdo 165-172°C; RMN 'H (500 MHz, CDCl3) 8 7,69 (s; 1H); 7,42
(d; J =8,4 Hz; 1H); 7,21 (s; 1H); 7,16 (d; J = 10,1 Hz; 1H); 6,91-6,82 (m; 3H); 6,00 (s; 2H);
4,18 (t; 2H); 3,62 (t; 2H); 2,36 (p; 2H); RMN 3C (126 MHz, CDCl3) 6 161,49; 160,99; 155,03;
147,93; 147,69; 139,19; 128,90; 128,80; 124,60; 122,33; 113,56; 112,96; 109,04; 108,34;
101,33; 101,09; 65,87; 31,99; 29,65.

7-(3-bromopropoxi)-3-(3-metoxifenil)-2 H-cromen-2-ona (50t): solido bege; rendimento
56%:; ponto de fusdo 115-125°C; RMN 'H (500 MHz, CDCls) 6 7,77 (s; 1H); 7,44 (d; J = 8,8
Hz; 1H); 7,35 (t; J = 8,2 Hz; 1H); 7,25 (s; 2H); 6,93 (dd; J = 7,1, 2,5 Hz; 1H); 6,88 (d; J = 2,5
Hz; 2H); 4,19 (t; 2H); 3,85 (s; 3H); 3,62 (t; 2H); 2,37 (p; 2H); RMN *C (126 MHz, CDCI13) o
161,69; 160,16; 159,53; 144,20; 140,15; 136,32; 129,47, 128,98; 124,78; 120,82; 114,19;
114,07; 113,49; 112,98; 101,10; 65,89; 55,38; 31,98; 29,63.

7-(3-bromopropoxi)-3-(3-hidroxifenil)-2H-cromen-2-ona (50u): solido bege; rendimento
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63%; ponto de fusdo 141,2°C; RMN 'H (500 MHz, CDCI3) ¢ 7,79 (s; 1H); 7,44 (d; J = 8,4 Hz;
1H); 7,33-7,28 (m; 2H); 7,20 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 6,91-6,85 (m; 3H); 5,70 (s; 1H); 4,19 (t; 2H);
3,62 (t; 2H); 2,37 (p; 2H); RMN *C (126 MHz, CDCI3) 6 161,69; 155,18; 151,62; 140,35;
130,76; 129,77; 129,03; 120,52; 115,66; 113,19; 101,07; 65,92; 31,97; 29,62.
7-(3-bromopropoxi)-3-(2-nitrofenil)-2H-cromen-2-ona (10v): 6leo marrom; rendimento
36%; RMN 'H (500 MHz, CDCI3) 6 8,10 (d; J =9,5 Hz; 1H); 7,72 (s; 1H); 7,68 (td; J=7,6, 1,3
Hz; 1H); 7,60-7,54 (m; 1H); 7,50-7,42 (m; 2H); 6,89 (dd; J = 8,4, 2,4 Hz; 1H); 6,87 (d; J =2,5
Hz; 1H); 4,19 (t; 2H); 3,62 (t; 2H); 2,37 (p; 2H); RMN *C (126 MHz, CDCI3) § 162,07; 159,98;
155,51; 148,75; 139,92; 133,55; 132,00; 130,45; 129,68; 129,14; 124,86; 124,06; 113,24;
112,95; 101,41; 65,98; 31,94; 29,65.

7-(3-bromopropoxi)-3-(2-metoxifenil)-2 H-cromen-2-ona (50x): 6leo marrom; rendimento
56%; RMN 'H (500 MHz, CDCls) 6 7,68 (s; 1H); 7,40 (d; J = 8,0 Hz; 1H); 7,36 (d; J = 7,9 Hz;
2H); 7,02 (t; J = 7,5 Hz; 1H); 6,99 (d; J = 8,2 Hz; 1H); 6,86 (d; J = 7,6 Hz; 2H); 4,18 (t; 2H);
3,83 (s; 3H); 3,61 (t; 2H); 2,37 (p; 2H); RMN *C (126 MHz, CDCI3) 6 161,45; 160,63; 157,26;
155,42; 141,84; 130,88; 130,32; 128,82; 124,31; 123,15; 120,63; 113,40; 112,68; 111,32;
101,22; 65,85; 55,79; 32,01; 29,68.
7-(2-bromopropoxi)-3-(4-hidroxifenil)-2H-cromen-2-ona (50z): sélido bege; rendimento
71%; ponto de fusdo 188-195°C; RMN 'H (500 MHz, CDCl3) & 7,71 (s; 2H); 7,59 (d; J = 8,7
Hz; 2H); 7,44 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 6,92 (s; 2H); 6,84 (d; J = 2,4 Hz; 1H); 6,72 (s; 1H); 4,36 (t;
2H); 3,69 (t; 2H); RMN 3C (126 MHz, CDCI3) 6 162,70; 156,27; 138,64; 131,01; 129,91;
128,84; 127,24; 115,44; 113,01; 101,21; 68,20; 28,52.

3-(4-hidroxifenil)-7-metoxi-2 H-cromen-2-ona (50z): s6lido amarelado; rendimento 78%;
ponto de fusdo 122-137°C; RMN 'H (300 MHz, DMSO) 6 8,06 (s; 1H); 7,63 (s; 1H); 7,57 (s;
2H); 7,00 (d; J = 2,5 Hz; 1H); 6,95 (dd; J = 8,6, 2,5 Hz; 1H); 6,83 (d; J = 8,8 Hz; 3H); 3,85 (s;
3H).

H
N
Ar Ar
O 22 O, 00X
o N
Brvar™o 0 Xp 3h,60°C ™o 0 Yo
s 45-98% s
= n=1,
e 50a-w 51a-w

Em um tubo de reagdo foram adicionados 1 mmol dos intermediarios S0a-w e
solubilizados em 15 mL de acetonitrila. Em seguida foram adicionados 3 mmol de piperidina.
O tubo foi entdo selado e a mistura foi submetida a agitacdo magnética e aquecimento a 60°C

por aproximadamente 3h. Apos este periodo, o sistema foi resfriado e o solvente foi removido
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por evaporacdo sob pressdo reduzida no rotavapor. Em alta concentracdo de produto, a fase
organica foi solubilizada em acetonitrila com 5% isopropanol e lavada trés vezes com agua,
seca sobre sulfato de sddio anidro (Na:SOa) e concentrada sob pressdo reduzida. O produto
bruto foi purificado por cromatografia em coluna flash (sistema Isolera™), utilizando silica gel
como fase estacionaria ¢ uma mistura de hexano/acetato como fase mével. A eluicdo foi

realizada em gradiente, com a concentrac¢do de 5-10% do solvente mais polar

3-fenil-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (51a): solido branco; rendimento
98%; ponto de fusdo 163,8°C; RMN 'H (500 MHz, CDCl3) § 7,75 (s; 1H); 7,61 (d; ] = 8,7 Hz;
2H); 7,43 (d; J = 8,4 Hz; 1H); 7,39 (s; 2H); 7,34 (d; J = 8,8 Hz; 1H); 6,85 — 6,78 (m; 2H); 4,11
(s; 2H); 3,42 (s; 1H); 3,31 (s; 1H); 3,19 (s; 2H); 3,08 (d; J = 7,4 Hz; 5H); 2,72 (t; J = 11,9 Hz;
2H); 2,39 (s; 2H); 2,11 (d; J = 13,4 Hz; 2H); RMN '3C (126 MHz, CDCls) § 161,95; 161,05;
155,20; 139,45; 138,40; 132,17; 129,13; 128,69; 128,27; 124,69; 113,35; 113,04; 101,00;
65,43; 54,88; 53.,45; 23,62; 22,58; 21,83.

7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-3-(p-tolila)-2H-cromen-2-ona  (51b):  sdlido  branco;
rendimento 72%; ponto de fusdo 145,9°C; RMN 'H (300 MHz; CDCl3) & 7,65 (s; 1H); 7,51 (d;
J=28,3 Hz; 2H); 7,36 — 7,30 (m; 1H); 7,17 (d; J = 7,9 Hz; 2H); 6,81 — 6,75 (m; 2H); 4,01 (t; J
= 6,4 Hz; 2H); 2,47 — 2,41 (m; 2H); 2,36 (s; 4H); 2,32 (s; 3H); 2,03 — 1,89 (m; 2H); 1,54 (p; J
= 5,6 Hz; 4H); 1,39 (q; J = 6,6 Hz; 2H); RMN '*C (75 MHz; CDCl3) § 161,95; 161,05; 155,20;
139.,45; 138,40; 132,17; 129,13; 128,69; 128,27; 124,69; 113,35; 113,04; 101,00; 67,11; 55,74;
54,66; 26,53; 25,90; 24,35; 21,30.

3-(4-metoxifenil)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (51c¢): sodlido branco;
rendimento 80%; ponto de fusdo 134,3°C; RMN 'H (300 MHz; DMSO-ds) & 8,11 (s; 1H); 7,68
(d; J =2,2 Hz; 1H); 7,65 (d; J = 3,2 Hz; 1H); 7,63 (s; 1H); 7,01 (d; J =2,2 Hz; 1H); 6,98 (d; J
= 1,4 Hz; 2H); 6,95 (dd; J = 8,5, 2,4 Hz; 1H); 4,10 (t; J = 6,4 Hz; 2H); 3,79 (s; 3H); 2,44 — 2,30
(m; 6H); 1,88 (p; J = 6,5 Hz; 2H); 1,50 (p; ] = 5,8 Hz; 4H); 1,38 (q; J = 6,4 Hz; 2H); RMN '*C
(75 MHz; DMSO-ds) 6 161,93; 160,61; 159,73; 154,99; 139,93; 130,92; 130,03; 129,94;
127,60; 123,22; 114,11; 113,37; 101,09; 67,21; 55,67; 55,40; 54,50; 26,44; 25,94; 24,49.

3-(4-clorofenil)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (51d): solido branco;
rendimento 46%; ponto de fusdo 150°C; RMN 'H (300 MHz; CDCl3) & 7,74 (s; 1H); 7,64 (d; J
=2,1 Hz; 1H); 7,62 (d; J = 2,2 Hz; 1H); 7,43 — 7,38 (m; 2H); 7,37 (d; J = 2,1 Hz; 1H); 6,88 —
6,80 (m; 2H); 4,08 (t; J = 6,3 Hz; 2H); 2,68 — 2,36 (m; 6H); 2,12 — 2,00 (m; 2H); 1,65 (p; J =
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5,1 Hz; 4H); 1,47 (q; J = 7,4 Hz; 2H); RMN 3C (126 MHz; CDCl3) § 162,24; 160,75; 155,32;
134,37; 133,46; 123,41; 67,03; 55,63; 54,51; 26,22; 25,57; 24,14.

3-(4-hidroxifenil)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (51e): solido branco;
rendimento 52%; ponto de fusio 205°C; RMN 'H (500 MHz; DMSO-ds) § 9,72 (s; 1H); 8,09
(s; 1H); 7,66 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 7,56 (d; J = 8,0 Hz; 2H); 7,00 (s; 1H); 6,96 (d; J = 9,0 Hz;
1H); 6,83 (d; J = 8,2 Hz; 2H); 4,12 (t; ] = 6,4 Hz; 2H); 2,51 — 2,35 (m; 6H); 1,97 — 1,85 (m;
2H); 1,57 — 1,49 (m; 4H); 1,41 (s; 2H); RMN 3C (126 MHz; DMSO-ds) § 161,73; 160,65;
158,08; 154,86; 125,97; 123,60; 67,08; 55,27; 54,34; 39,44; 25,69.

3-(4-fluorofenil)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (51f): so6lido branco;
rendimento 95%; ponto de fusdo 147°C; RMN 'H (500 MHz; CDCls) § 7,75 (s; 1H); 7,69 (dd;
J =289, 5,3 Hz; 2H); 7,44 (d; ] = 8,4 Hz; 1H); 7,14 (t; J = 8,7 Hz; 2H); 6,91 — 6,86 (m; 2H);
4,11 (t; J = 6,3 Hz; 2H); 2,54 (t; J = 7,5 Hz; 2H); 2,47 (s; 4H); 2,06 (p; J = 6,5 Hz; 2H); 1,64
(p; J = 5,6 Hz; 4H); 1,48 (s; 2H); RMN 3C (126 MHz; CDCls) & 163,81; 162,18; 161,83;
160,96; 155,29; 139,93; 131,09; 130,27; 128,81; 123,68; 115,50; 155,33; 113,24; 113,14;
101,04; 67,13; 55,72; 54,64; 26,49; 25,85; 24,33.

3-(4-nitrofenil)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (51h): solido laranja;
rendimento 44%; ponto de fusido 147,1°C; RMN 'H (500 MHz; CDCls) § 8,29 (d; J = 8,8 Hz;
2H); 7,90 (d; J = 8,5 Hz; 3H); 6,90 (dd; J = 8,6, 2,4 Hz; 1H); 6,87 (s; 1H); 4,12 (t; 2H); 2,69 —
2,42 (m; 6H); 2,11 (t; 2H); 1,68 (d; 4H); 1,49 (s; 2H); RMN *C (126 MHz; CDCl;3) & 163,00;
160,22; 155,79; 147,43; 141,84; 141,54; 129,19; 123,66; 122,19; 113,63; 112,79; 101,13;
67,15; 55,59; 54,54; 26,21; 25,57; 24,14.

3-(4-(2-o0x0-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2 H-cromen-3-il)benzonitrilo (51i): solido laranja;
rendimento 44%; ponto de fusio 147,1°C; RMN 'H (300 MHz; CDCls) § 7,84 (d; J = 2,8 Hz;
2H); 7,82 (d; J = 2,1 Hz; 1H); 7,72 (d; J = 2,1 Hz; 1H); 7,69 (d; J = 2,1 Hz; 1H); 7,45 (d; J =
8,6 Hz; 1H); 6,92 — 6,85 (m; 2H); 4,10 (t; J = 6,3 Hz; 2H); 2,54 — 2,48 (m; 2H); 2,43 (t; J=5.,4
Hz; 4H); 2,09 — 1,97 (m; 3H); 1,66 — 1,56 (m; 4H); 1,46 (q; J = 5,9 Hz; 2H); RMN 3C (75
MHz; CDCIl3) 6 200,29; 167,84; 162,96; 160,27; 155,72; 141,48; 139,64; 132,18; 129,29;
128,98; 122,51; 118,70; 113,61; 112,78; 111,84; 101,08; 67,27; 55,66; 54,66; 26,49; 25,89;
24,35.

7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-3-(4-(trifluorometil)fenil)-2 H-cromen-2-ona (51j): soélido
bege; rendimento 56%; ponto de fusdo 188,4°C; RMN 'H (500 MHz; CDCl5) & 7,84 (d; ] = 5,0
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Hz; 3H); 7,71 (d; J = 8,4 Hz; 2H); 7,48 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 6,94 — 6,86 (m; 2H); 4,13 (t; ] = 6,3
Hz; 2H); 2,64 — 2,38 (m; 6H); 2,13 — 2,04 (m; 2H); 1,72 — 1,61 (m; 4H); 1,49 (s; 2H); RMN
13C (126 MHz; CDCls) § 162,61; 160,57; 155,59; 141,10; 138,60; 129,14; 128,73; 125,40;
123,21; 113,41; 112,94; 101,04; 67,14; 55,67; 54,61; 26,36; 25,72; 24,25.

3-(7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-3-(tiophen-3-il)-2H-cromen-2-ona (51k): solido bege;
rendimento 65%; ponto de fusdo 164,9°C; RMN 'H (300 MHz; CDCl3) & 7,93 (s; 1H); 7,72
(dd; J=3,8, 1,2 Hz; 1H); 7,42 (d; J = 8,2 Hz; 1H); 7,37 (dd; ] = 5,1, 1,2 Hz; 1H); 7,10 (dd; J =
5,1, 3,7 Hz; 1H); 6,89 — 6,82 (m; 2H); 4,07 (t; J = 6,4 Hz; 2H); 2,50 (d; J = 7,2 Hz; 2H); 2,42
(t; J = 5,4 Hz; 4H); 2,07 — 1,94 (m; 2H); 1,60 (p; J = 5,7 Hz; 4H); 1,45 (q; J = 6,4 Hz; 2H);
RMN 3C (75 MHz; CDCl3) § 162,08; 159,81; 154,54; 136,50; 136,03; 128,66; 127,44; 126,80;
126,19; 118,41; 113,47, 112,90; 101,03; 67,18; 55,71; 54,67; 26,54; 25,94; 24,38.

7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-3-(piridin-4-il)-2 H-cromen-2-ona (511): s6lido amarelo claro;
rendimento 20%; ponto de fusdo 181,2°C; RMN 'H (500 MHz; DMSO-ds) & 7,77 (d; ] = 5,7
Hz; 2H); 7,73 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 7,07 (s; 1H); 7,02 (d; J = 8,8 Hz; 1H); 4,15 (t; J = 6,4 Hz;
2H); 2,50 — 2,32 (m; 6H); 1,97 — 1,86 (m; 2H); 1,57 — 1,46 (m; 4H); 1,39 (s; 2H); RMN !*C
(126 MHz; DMSO-d¢) 6 159,84; 150,15; 143,25; 130,78; 123,02; 113,79; 113,12; 101,22;
55,28; 54,42; 25,85.

3-(naftalen-1-il)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2 H-cromen-2-ona (51m): so6lido rosa claro;
rendimento 93%; ponto de fusdo 141,5°C; RMN 'H (300 MHz; CDCl3) § 7,90 (dt; J = 7.3, 2,4
Hz; 2H); 7,82 — 7,77 (m; 1H); 7,74 (s; 1H); 7,56 — 7,45 (m; 4H); 7,41 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 6,94
— 6,86 (m; 2H); 4,11 (t; 2H); 2,58 — 2,49 (m; 2H); 2,46 (t; 4H); 2,17 (d; 2H); 2,12 — 1,98 (m;
2H); 1,59 (s; 4H); 1,45 (d; ] = 6,1 Hz; 2H); RMN !3C (75 MHz; CDCls) § 162,30; 161,19;
158,37; 155,81; 142,99; 133,73; 133,06; 131,72; 129,13; 128,86; 128,54; 127,74; 126,40;
126,03; 125,31; 124,57; 113,14; 112,93; 101,27; 67,16; 55,70; 54,62; 26,46; 25,82; 24,31.

7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-3-(pirimidin-5-il)-2H-cromen-2-ona (51n): soélido bege;
rendimento 59%; ponto de fusdo 162,3°C; RMN 'H (300 MHz; CDCl3) § 9,16 (s; 1H); 9,06 (s;
2H); 7,86 (s; 1H); 7,46 (d; J = 8,5 Hz; 1H); 6,91 — 6,83 (m; 2H); 4,08 (t; J = 6,4 Hz; 2H); 2,46
(t; J=7,4 Hz; 2H); 2,43 — 2,32 (m; 4H); 2,25 (s; 2H); 1,99 (p; J = 6,4 Hz; 2H); 1,57 (p; J = 5,6
Hz; 4H); 1,42 (q; J = 6,0 Hz; 2H); RMN '3C (75 MHz; CDCl3) § 163,19; 160,12; 157,93;
155,92; 141,34; 129,38; 126,63; 118,11; 113,76; 112,56; 109,25; 104,91; 101,21; 67,33; 55,61;
54,64; 26,50; 25,91, 24,37.

106



3-(naftalen-2-il)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (510): soélido branco;
rendimento 50%; ponto de fusdo 155,6°C; RMN 'H (300 MHz; CDCI3) § 8,22 (s; 1H); 7,92 —
7,81 (m; 4H); 7,78 (dd; J = 8,6, 1,8 Hz; 1H); 7,53 — 7,42 (m; 3H); 6,92 — 6,83 (m; 2H); 4,09 (t;
J=6,4 Hz; 2H); 2,56 — 2,47 (m; 2H); 2,47 — 2,36 (m; 4H); 2,05 (t; 2H); 1,62 (p; 4H); 1,46 (q;
2H); RMN '3C (75 MHz; CDCls) & 162,18; 161,03; 155,34; 140,34; 133,25; 133,12; 132,50;
128,86; 128,41; 127,95; 127,60; 126,49; 126,30; 125,97; 124,54; 113,34; 113,20; 101,03;
67,16; 55,74; 54,67, 26,55; 25,92; 24,38.

3-(4-(dimetilamino)fenil)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (51p): so6lido
amarelo fluorescente; rendimento 48%; ponto de fusdo 155,1°C; RMN 'H (300 MHz; CDCls)
07,64 (d; J =3,5Hz; 2H); 7,61 (d; J = 2,2 Hz; 1H); 7,37 (d; J = 9,3 Hz; 1H); 6,83 (dd; ] = 5,8,
2,3 Hz; 2H); 6,78 — 6,72 (m; 2H); 4,06 (t; J = 6,3 Hz; 2H); 2,99 (s; 6H); 2,54 — 2,46 (m; 2H);
2,43 (t; J=5,4 Hz; 4H); 2,08 — 1,96 (m; 2H); 1,61 (p; J = 5,5 Hz; 4H); 1,45 (q; J = 6,7 Hz; 2H);
RMN BC (75 MHz; CDCl3) § 161,37; 161,34; 154,71; 150,53; 137,15; 129,18; 128,31; 124,72;
122,74; 113,74; 112,82; 112,04; 100,95; 67,04; 55,76; 54,65; 40,40; 26,55; 25,89; 24,36.

3-(3-nitrofenil)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (51q): solido amarelo,
rendimento 31%, ponto de fusdo 99 °C. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) § 8,63 (s, 1H), 8,45 (s,
1H), 8,28 — 8,17 (m, 2H), 7,75 (dt, ] = 14,0; 8,3 Hz, 2H), 7,08 (s, 1H), 7,02 (d, J = 9,1 Hz, 1H),
4,15 (t,J=6,5Hz, 2H), 2,45 (s, 6H), 1,95 (s, 2H), 1,53 (s, 3H), 1,40 (s, 2H), 1,23 (s, IH). RMN
13C (126 MHz, DMSO-d) & 162,73; 160,27; 155,61; 148,15; 136,98; 135,19; 130,63; 130,28;
123,24; 121,17; 113,74; 113,26; 101,22; 67,24; 55,23; 54,34; 26,18; 25,71.

7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-3-(m-tolil)-2 H-cromen-2-ona (51r): sélido bege, rendimento
33%, ponto de fusdo 111 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls) § 7,74 (s, 1H), 7,51 — 7,45 (m, 2H),
7,41 (d, J=8,5 Hz, 1H), 7,32 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 7,19 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,85 (d, J = 7,7 Hz,
2H), 4,08 (t, J = 6,4 Hz, 2H), 2,55 — 2,40 (m, 8H), 2,04 (p, J = 6,5 Hz, 2H), 1,68 — 1,57 (m, 4H),
1,46 (s, 2H). RMN 3C (126 MHz, CDCl3) 6 162,01; 161,04; 155,26; 140,04; 135,02; 129,25;
129,07; 128,77; 128,36; 113,09; 101,00; 67,08; 55,75; 54,64; 26,46; 25,80; 24,32.

3-(benzo[d][1,3]dioxol-5-il)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (51s): solido
amarelo, rendimento 20%, ponto de fusdo 100 °C. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) & 8,14 (s,
1H), 7,64 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 7,32 — 7,19 (m, 2H), 7,04 — 6,93 (m, 2H), 6,07 (s, 2H), 4,10 (t,J
= 7,0 Hz, 2H), 2,47 — 2,26 (m, 6H), 1,89 (s, 2H), 1,50 (s, 4H), 1,37 (s, 2H). RMN 3C (126
MHz, DMSO-ds) 6 162,03; 160,49, 155,03; 147,71; 129,22; 123,16; 113,48; 109,13; 108,57,
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101,70; 101,07; 67,19; 55,36; 54,46; 26,38; 25,88; 24,44.

3-(3-metoxifenil)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (51t): solido amarelo,
rendimento 32%, ponto de fusdo 100 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) § 7,76 (s, 1H), 7,42 (d,
J =8,4 Hz, 1H), 7,34 (t, J = 8,1 Hz, 1H), 7,24 (s, 2H), 6,93 (dd, J = 8,1, 3,1 Hz, 1H), 6,89 —
6,80 (m, 2H), 4,08 (t, J = 6,3 Hz, 2H), 3,85 (s, 3H), 2,55 (t; J = 7,6 Hz;2H), 2,48 (s; 4H), 2,05
(p; J = 6,3 Hz; 2H), 1,63 (p; J = 5,6 Hz; 4H), 1,48 (s, 2H). RMN '3C (126 MHz, CDCl;) &
162,09; 160,86; 159,52; 155,29; 136,40; 129,45; 128,88; 124,51; 120,81;114,14; 114,04;
113,23;113,10;101,00; 67,03; 55,63; 54,49; 26,28; 25,62; 24,20.

3-(2-nitrofenil)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (51v): so6lido amarelo,
rendimento 54%, ponto de fusdo 155,5 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) § 8,10 (d; J = 8,2 Hz;
1H), 7,71 (s; 1H), 7,68 (d; J = 7,6 Hz; 1H), 7,56 (t; J = 7,7 Hz; 1H), 7,47 (d; J = 7,4 Hz; 1H),
7,43 (d; J = 8,5 Hz; 1H), 6,90 — 6,85 (m; 2H), 4,09 (t; J = 6,3 Hz; 2H), 2,56 — 2,38 (m; 6H),
2,04 (p; J = 6,5 Hz; 2H), 1,62 (p; J = 5,7 Hz; 4H), 1,47 (s; 2H), 1,25 (s; 2H), 0,85 (t; J = 10,9
Hz; 2H). RMN 3C (126 MHz, CDCls) & 162,63; 160,16; 155,69; 148,90; 140,10; 133,56;
132,09; 129,71; 129,09; 124,96; 113,51; 101,43; 67,27; 55,78; 54,71, 26,51, 25,89; 24,40.

3-(2-metoxifenil)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (51x): so6lido bege,
rendimento 33%, ponto de fusdo 111,00 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCls) § 7,67 (s; 1H), 7,40
— 7,33 (m; 3H), 7,04 — 6,96 (m; 2H), 6,84 (d; J = 6,5 Hz; 2H), 4,07 (t; ] = 6,3 Hz; 2H), 3,83 (s;
3H), 2,51 (d; J = 17,3 Hz; 2H), 2,48 — 2,30 (m; 4H), 2,02 (p; J = 6,5 Hz; 2H), 1,81 (s; 4H), 1,60
(p; J = 5,7 Hz; 4H), 1,45 (s; 2H). RMN 3C (126 MHz, CDCls) § 161,92; 160,75; 157,26;
155,47; 124,38; 122,83; 67,10; 55,79; 54,65; 26,54; 25,91; 24,39

7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-3-(4-(3-(piperidin-1-il)propoxi)fenil)-2 H-cromen-2-ona
(512): s6lido branco, rendimento 26%, ponto de fusdo 249,3 °C. RMN 'H (300 MHz; CDCl3)
07,68 (s; 1H); 7,61 (d; J = 8,9 Hz; 2H); 7,40 (d; J = 8,4 Hz; 1H); 6,91 (d; J = 8,9 Hz; 2H); 6,82
(d; J=9,8 Hz; 2H); 4,88 (s; 6H); 4,08 (q; J = 6,0 Hz; 4H); 3,02 — 2,68 (m; 12H); 2,23 (dq; J =
11,4, 5,9 Hz; 4H); 1,99 (s; 3H); 1,83 (hept; J = 5,9 Hz; 8H); 1,60 — 1,50 (m; 5H); RMN *C
(151 MHz; DMSO-d¢) 6 161,45; 160,55; 158,72; 154,97; 139,94; 130,11; 127,88; 123,38;
114,72; 113,86; 113,40; 101,26; 66,16; 65,43; 53,91; 52,76; 24,00, 23,18; 21,74.

7-methoxy-3-(4-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)phenyl)-2 H-chromen-2-one (51w): white solid,
yields 43%, ponto de fusdo 141,3. "TH NMR (300 MHz, DMSO-ds) & 8.22 (s, 1H), 7.71 (dd, J =
8.0, 1.6 Hz, 2H), 7.53 — 7.33 (m, 6H), 7.22 (dd, J = 9.0, 3.0 Hz, 1H), 4.11 (t, /= 5.9 Hz, 2H),
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3.36 (s, 3H), 3.20 (t, J = 8.0 Hz, 4H), 2.25 — 2.10 (m, 2H), 1.73 (s, SH), 1.55 (s, 2H).1*C NMR
(75 MHz, DMSO-ds) 3 159.76, 154.55, 147.48, 140.34, 134.63, 128.64, 128.49, 128.25, 127.20,
119.93, 119.54, 117.00, 111.65, 105.93, 53.44, 52.31, 23.57, 22.77, 21.35.

5.1.3. Sintese dos derivados 3-(/V-anilino) 7-aminoalcoxi-cumarinicos (54a-e) —
série 2

H
N

OO e Q
Br~ "0 o0 Yo

Q N0
3h, 60°C
48b 53%

Em um tubo de reagdo foram adicionados 1 mmol dos intermediarios 50a-z e

m&

solubilizados em 15 mL de acetonitrila. Em seguida foram adicionados 3 mmol de piperidina.
O tubo foi entdo selado e a mistura foi submetida a agitagdo magnética e aquecimento a 60°C
por aproximadamente 3h. Apos este periodo, o sistema foi resfriado e o solvente foi removido
por evaporagdo sob pressdo reduzida no rotavapor. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna flash (sistema Isolera™), utilizando silica gel como fase estaciondria
e uma mistura de hexano/acetato como fase movel. A eluicao foi realizada em gradiente, com
a concentracao de 5-10% do solvente mais polar
3-Fenil-7-[3-(piperidin-1-il)propoxi]-2H-cromen-2-ona (52): s6lido amarelo, rendimento de
75%, ponto de fusao 97-110°C. 'H RMN (500 MHz, CDCls) 6 7.76 (s, 1H); 7.69-7.70 (m, 2H);
7.39-7.46 (m, 4H); 6.86-6.87 (m, 2H); 4.09 (m, 2H); 2.47-2.55 (m, 6H); 2.05-2.06 (m, 2H);
1.64 (q, 4H); 1.47 (m; 2H). *C RMN (125 MHz; CDCls) & 162.04; 160.92; 155.27; 140.05;
135.03; 128.78; 128.39; 128.37; 124.67; 113.23; 113.07; 100.99; 67.04; 55.63; 54.53; 26.37;
25.73; 24.25.

anilinas

H
N
N0 070 py( CH3COO N0 0o R
52 Xantphos S4a-e
1,4-dioxano

3-4h, 100°C R =H, NO,, OMe, Br, CI
43-81%

Em um tubo de reacdo foi adicionado 0,14 mmol do intermediario chave 52, 0,21
mmol de Cs>CO3, 0,003 mmol de Xantphos e 0,003 mmol de Pd(CH3COO),. Em paralelo, em
outro tubo de reacdo, foram adicionados 0,17 mmol de anilinas substituidas ¢ 4 mL de 1,4-
Dioxano. Em seguida, os tubos foram fechados e as misturas foram degasadas com gas

nitrogénio por 10 minutos. Apos a degasagem, a mistura de anilina e dioxano foi retirada do
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tubo com uma seringa e adicionada ao tubo de reagdo contendo os demais reagentes. Por fim o
tubo foi selado e a mistura foi submetida a aquecimento a 100°C e agitagdo magnética por 3h.
Apos este periodo, o sistema foi resfriado e o solvente foi removido por evaporacao sob pressao
reduzida no rotavapor. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna flash
(sistema Isolera™), utilizando silica gel como fase estaciondria e uma mistura de
diclorometano/metanol como fase movel. A eluigdo foi realizada em gradiente, com a

concentragdo de 5-10% do solvente mais polar.

3-(fenilamino)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (54a): solido amarelo,
rendimento 77%, ponto de fusdo 110-117°C. RMN 'H (500 MHz, CDCls): § 7,38 (t; J = 7,9
Hz; 2H); 7,19-7,23 (m; 4H); 7,08 (t; J = 7,4 Hz; 1H); 6,84-6,86 (m; 2H); 6,63 (sl; 1H); 4,14 (t;
J=6,0 Hz; 2H); 2,81 (t; J = 6,0 Hz; 2H); 2,53 (sl; 4H); 1,63 (q; J = 5,5 Hz; 4H); 1,46-1,47 (m;
2H). RMN !3C (125 MHz, CDCls): § 160,11; 158,45; 149,67; 140,24; 129,57; 127,00; 126,31;
122,92; 120,01; 114,11; 113,23; 109,93; 101,48; 66,46; 57,72; 55,07, 25,87; 24,11.

3-((4-nitrofenil)amino)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona  (54b):  solido
laranja, rendimento 75%, ponto de fusdo 120-132°C. RMN 'H (500 MHz, DMSO-ds) § 9,03 (s;
1H); 8,12 (d; J =9,3 Hz; 2H); 7,89 (s; 1H); 7,59 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 7,27 (d; J = 9,3 Hz; 2H);
7,02 (s; 1H); 6,96 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 2,44 (s; 6H); 1,95 — 1,82 (m; 2H); 1,51 (s; 4H); 1,40 (s;
2H). RMN 3C (126 MHz, DMSO-ds) § 160,48; 159,09; 152,11; 150,04; 139,36; 128,82;
126,14; 124,79; 123,88; 115,93; 113,95; 113,26; 101,44; 67,06; 55,34; 54,42; 25,78.

3-((4-metoxifenil)amino)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (54¢): solido
amarelo, rendimento 69%, ponto de fusio 134-138°C. RMN 'H(500 MHz, DMSO-de) § 7,76
(s; 1H); 7,40 (d; J = 8,7 Hz; 1H); 7,23 (d; J = 9,0 Hz; 2H); 7,09 (s; 1H); 6,93 (d; J = 9,1 Hz;
3H); 6,85 (dd; J = 8.7, 2,5 Hz; 1H); 4,03 (t; J = 6,4 Hz; 2H); 3,74 (s; 3H); 2,40 — 2,22 (m; 6H);
1,85 (p; J = 6,5 Hz; 2H); 1,48 (q; J = 5,6 Hz; 4H); 1,37 (d; ] = 5,2 Hz; 2H). RMN 3C (126
MHz, DMSO-de) 6 159,37; 158,21; 155,34; 149,59; 134,18; 128,61; 114,56, 66,94; 55,55;
54,59; 26,66; 26,07; 24,62.

3-((4-bromofenil)amino)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (54d): solido
amarelo, rendimento 35%, ponto de fusio 147-153°C. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d¢) &
8,08 (s; 1H); 7,48 — 7,39 (m; 4H); 7,24 (s; 1H); 7,21 (s; 1H); 6,93 (d; J = 2,5 Hz; 1H); 6,87 (dd;
J=28,6, 2,5 Hz; 1H); 4,07 (t; J = 6,2 Hz; 2H); 2,71 (d; J = 7,8 Hz; 7H); 2,01 (dd; J = 14,6, 6,1
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Hz; 2H); 1,61 (p; J = 5,5 Hz; SH); 1,45 (q; J = 6,2 Hz; 2H). RMN B3C (126 MHz, CDCl3) &
160,00; 158,94; 149,88; 139,43; 132,56; 126,49; 121,37; 115,09; 113,71; 113,26; 110,86;
101,44; 66,92; 55,77; 54,56; 26,41; 25,67; 24,23.

3-((4-clorofenil)amino)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona  (54e):  solido
amarelo, rendimento 73%, ponto de fusdo 143-151°C. RMN 'H (300 MHz, CDCls) § 7,25 (d;
J=17,0 Hz; 2H); 7,17 (d; J = 7,6 Hz; 1H); 7,09 (d; J = 8,5 Hz; 3H); 6,77 (d; J = 5,6 Hz; 3H);
3,99 (t; J = 6,3 Hz; 2H); 2,62 — 2,37 (m; 6H); 2,01 (p; J = 6,4 Hz; 2H); 1,73 — 1,52 (m; 4H);
1,43 (d; J=5,3 Hz; 2H). RMN !3C (75 MHz, CDCl3) § 159,82; 158,71; 149,77; 139,05; 129,45;
127,35; 126,64; 126,46; 121,06; 113,74; 113,02; 110,75; 66,68; 55,59; 54,37; 40,61; 40,34;
40,05; 39,78; 39,50, 26,12; 25,34; 23,93.

5.1.4. Sintese dos derivados 3-fenilcumarinas substituidas com
piperidinilpropoxila em diferentes posi¢cdes (58a-f) — série 3

R
0
N H HO N(Et) NN
Ry + Ac,0 Ry~
Z > 0oH ° R Z >0 N0
8h, 120°C
24a-d 55a-e 37-49% 57a-g
R1=H, 3-OMe, 5-OMe, 6-Cl; R = H, OMe, OH, CI, NO,

Em um tubo de reagdo foram adicionados 8 mmol do salicilaldeido substituido (24a—
d) e 16 mmol do 4cido fenilacético substituido (55a—e), seguidos de 20 mL de anidrido acético
e 5 mL de trietilamina. A mistura foi aquecida a 120 °C por 8 h. Ao final da reagdo, os produtos
que se apresentaram na forma sélida foram filtrados, enquanto aqueles que permaneceram em
solucdo tiveram o solvente evaporado em rota-evaporador. Em ambos os casos, foi necessaria
purificacdo adicional por cromatografia em coluna flash (sistema Isolera™), utilizando silica
gel como fase estaciondria e uma mistura de hexano/acetato como fase movel. A eluicao foi

realizada em gradiente, com a concentragdo de 10-20% do solvente mais polar.

3-(4-metoxifenil)-2H-cromen-2-ona (57a): sélido branco, rendimento 57%. RMN 'H (500
MHz, CDCI3) 6 7,77 (s, 1H); 7,70 (d, ] = 6,9 Hz, 2H); 7,48 — 7,38 (m, 3H); 7,30 (d, ] = 9,0 Hz,
1H); 7,11 (dd, 1 =9,1, 2,9 Hz, 1H); 6,97 (d, J = 3,0 Hz, 1H); 3,86 (s, 3H). RMN '*C (126 MHz,
CDCI3) 6 160,81; 156,14; 148,00; 139,79; 134,79; 128,58; 128,50, 120,02; 119,20; 117,52;
109,90; 55,87.
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6-metoxi-3-fenil-2H-cromen-2-ona (57b): solido branco, rendimento 49%. RMN 'H (300
MHz, CDCI13) 6 7,68 (s, 1H); 7,65 — 7,59 (m, 2H); 7,41 — 7,30 (m, 3H); 7,21 (d, J = 9,0 Hz,
1H); 7,02 (dd, J = 9,1, 2,9 Hz, 1H); 6,89 (d, ] = 2,8 Hz, 1H); 3,77 (s, 3H). RMN '*C (75 MHz,
CDCl3) 8 160,73; 156,15; 148,01; 139,74; 134,79; 128,47; 120,02; 119,17; 117,47; 109,93;
55,89.

8-metoxi-3-fenil-2H-cromen-2-ona (57¢): sélido branco, rendimento 37%.'"H NMR (300
MHz, CDCI3) & 7.70 (s, 1H), 7.62 (dd, J = 8.0, 1.6 Hz, 2H), 7.40 — 7.29 (m, 3H), 7.12 (d, J =
7.9 Hz, 1H), 7.02 (dd, J= 7.9, 1.5 Hz, 1H), 6.98 (dd, J= 7.9, 1.5 Hz, 1H). 1*C NMR (75 MHz,
CDCl3) 6 160.73, 156.15, 148.01, 139.74, 134.79, 128.47, 120.02, 119.17, 117.47, 109.93,
55.89.

6-metoxi-3-(4-clorofenil)-2H-cromen-2-ona (57d): solido branco, rendimento 53%. RMN 'H
(500 MHz, CDC13) 6 7,77 (s, 1H); 7,65 (d, J = 8,5 Hz, 2H); 7,41 (d, J = 8,7 Hz, 2H); 7,30 (d, J
=9,1 Hz, 1H); 7,12 (dd, J =9,1, 2,9 Hz, 1H); 6,97 (d, J = 3,0 Hz, 1H); 3,86 (s, 3H). RMN !*C
(126 MHz, CDCI3) & 160,56; 156,22; 148,03; 139,85; 134,94; 133,17; 129,89; 128,71, 127,45;
119,50; 117,58; 109,91; 55,88.

R

R
R-l-\ = BBrz em DCM (1M) X
Y i
= (o) 0] DCM L o o
3-5h
57a-c 0 — 45°C 58a-c
R1 =H, 6-OMe, 8-OMe 56-70% R; = H, 6-OH, 8-OH
R =H, OMe R =H, OH

Em um tubo de reacdao, 4 mmol do intermediario 57a—c foram solubilizados em 20 mL
de diclorometano. A mistura foi submetida a agitacio magnética até atingir a temperatura de
0°C. Em seguida, adicionou-se, gota a gota, 13 mmol de uma solucdo de BBr; (1M em
diclorometano). Apds a adi¢do de BBrs, o banho de gelo foi removido e a reagdo foi mantida
em refluxo por 3 h. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna flash (sistema
Isolera™), utilizando silica gel como fase estacionaria e uma mistura de diclorometano/metanol
como fase movel. A eluicdo foi realizada em gradiente, com a concentracdo de 5-15% do

solvente mais polar.

3-(4-hidroxifenil)-2H-cromen-2-ona (58a): solido amarelado, rendimento 57%. RMN 'H
(600 MHz, DMSO) 6 10,19 (s, 1H); 8,17 (s, 1H); 7,72 (d, J = 7,7 Hz, 2H); 7,49 — 7,38 (m, 3H);
7,17 (dt, J = 15,4, 7,6 Hz, 2H); 7,09 (d, J = 7,7 Hz, 1H).
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6-hidroxi-3-fenil-2H-cromen-2-ona (58b): sélido branco, rendimento 70%. RMN 'H (300
MHz, DMSO) 6 8,17 (s, 1H); 7,75 (dd, J = 7,6, 1,6 Hz, 1H); 7,69 (d, ] = 9,1 Hz, 2H); 7,62 —
7,55 (m, 1H); 7,40 (d, J = 7,7 Hz, 1H); 7,35 (td, J = 7,4, 1,2 Hz, 1H); 7,04 — 6,98 (m, 2H).

8-hidroxi-3-fenil-2H-cromen-2-ona (58¢): sélido marrom, rendimento 67%.'H NMR (300
MHz, DMSO) 6 9.77 (s, 1H), 8.16 (s, 1H), 7.71 (dd, /= 8.1, 1.5 Hz, 2H), 7.51 — 7.40 (m, 3H),
7.29 (s, 1H), 7.10 (d, /= 2.8 Hz, 1H), 7.04 (dd, J = 8.8, 2.9 Hz, 1H).

8-hidroxi-3-fenil-2H-cromen-2-ona (58c): sélido marrom, rendimento 67%. RMN 'H (300
MHz, DMSO) 6 9,77 (s, 1H); 8,16 (s, 1H); 7,71 (dd, J =8,1, 1,5 Hz, 2H); 7,51 — 7,40 (m, 3H);
7,29 (s, 1H); 7,10 (d, J = 2,8 Hz, 1H); 7,04 (dd, J = 8,8, 2,9 Hz, 1H).

N~ "0OH
A 59
Cloreto de tionila
Tolueno
60°C
93%
R H R
NT>~"¢
A 3 XrTX
8 R SL NS
oo Kl, KCOs oo
50e, 50z, 50w 60°C, 8-16h 61a-f
58a-c 26-59%

A: O composto 60 foi obtido como um so6lido bege com 93% de rendimento. Ponto de
degradag¢do na faixa de 215 - 219°C. 'TH RMN (500 MHz, DMSO-d6): & = 10,72 3,73 (t, J =
6,3 Hz, 2H); 3,37 (s, 2H); 3,07 (dt, J= 10,1, 5,2 Hz, 2H); 2,84 (td, J = 12,1, 3,0 Hz, 2H); 2,23
—2,19 (m, 2H); 1,85 — 1,67 (m, 4H); 1,68 (d, J = 13,2 Hz, 1H); 1,36 (q, J = 12,6 Hz, 1H). 3C
RMN (126 MHz, DMSO-d6): 5 = 53,67; 52,06; 42,59; 26,23; 22,33; 21,41.

B: Em um tubo de borossilicato, foram adicionados 1 mmol de 3-fenil-cumarinas substituidas
(50e, 50z, 50w, 58a-c), 0,92 mmol do cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (60), 3 mmol de
carbonato de potassio (K2COs) e 1 mmol de iodeto de potassio (KI) e 5,8 mL de acetona. A
mistura reacional foi submetida a refluxo por 24 horas. Apos este periodo, o sistema foi
resfriado e o solvente foi removido por evaporagdo sob pressdo reduzida no rotavapor. O
produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna flash (sistema Isolera™), utilizando
silica gel como fase estacionaria e uma mistura de diclorometano/metanol como fase movel. A

eluicdo foi realizada em gradiente, com a concentragdo de 0-10% do solvente mais polar.

3-(4-(3-(piperidin-1-il)propoxi)fenil)-2 H-cromen-2-ona (61a): sélido marrom, rendimento
59 %, ponto de fusdo 193,0 °C. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d6) & 8,22 (s, 1H); 7,74 — 7,68 (m,
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2H); 7,51 — 7,34 (m, 5H); 7,22 (dd, J = 9,1, 3,0 Hz, 1H); 4,11 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 3,43 — 3,03
(m, 6H); 2,16 (dt, J = 10,7, 5,7 Hz, 2H); 1,74 (s, 4H); 1,57 (s, 2H). RMN BC (75 MHz,
DMSO-d6) & 159,76; 154,55; 147,48; 140,34; 134,63; 128,64; 128,49; 128,25; 127,20; 119,93;
119,54; 117,00; 111,65; 105,93; 53,44; 52,31; 23,57; 22,77; 21,35.

3-fenil-6-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (61b): sélido branco, rendimento
57 %, ponto de fusdo 209,1 °C. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d6) § 8,22 (s, 1H); 7,83 — 7,67 (m,
3H); 7,65 — 7,54 (m, 1H); 7,46 — 7,30 (m, 2H); 7,04 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 4,13 (d, J = 6,1 Hz,
2H); 3,47 — 3,09 (m, 6H); 2,14 (dq, I = 11,1, 5,8 Hz, 2H); 1,87 — 1,39 (m, 6H). RMN !3C (75
MHz, DMSO-d6) & 159,83; 158,51; 152,70; 139,19; 131,38; 129,85; 128,44; 127,11, 126,27;
124,57, 119,58; 115,77, 114,22; 53,45; 52,32; 23,56; 22,81; 21,35.

3-fenil-8-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (61c): so6lido branco, rendimento
57 %, ponto de fusdo 199,5°C. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d6) & 8,93 (s, 1H); 8,28 (s, 1H);
7,74 (dd, J = 8,1, 1,6 Hz, 2H); 7,53 — 7,28 (m, 6H); 4,24 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 3,54 (d, ] = 12,2
Hz, 2H); 3,31 (d, J = 11,9 Hz, 3H); 2,96 (d, J = 10,3 Hz, 2H); 2,29 — 2,15 (m, 2H); 1,96 — 1,54
(m, 5H); 1,41 (d, ] = 11,5 Hz, 1H). RMN '3C (75 MHz, DMSO-d6) § 160,72; 159,43; 145,12;
142,50; 140,78; 134,49; 128,66; 128,47, 128,24; 126,96, 124,57, 120,44; 120,20; 115,40;
110,93; 53,59; 52,29, 23,48; 22,67; 21,22.

7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-3-(4-(3-(piperidin-1-il)propoxi)fenil)-2 H-cromen-2-ona
(61d): solido branco, rendimento 26 %, ponto de fusdo 249,3 °C. RMN 'H (300 MHz, CDCI3)
0 7,68 (s, 1H); 7,61 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 7,40 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 6,91 (d, J = 8,9 Hz, 2H); 6,82
(d, J=9,8 Hz, 2H); 4,88 (s, 6H); 4,08 (q, J = 6,0 Hz, 4H); 3,02 — 2,68 (m, 12H); 2,23 (dq, J =
11,4, 5,9 Hz, 4H); 1,99 (s, 3H); 1,83 (hept, J = 5,9 Hz, 8H); 1,60 — 1,50 (m, 5H). RMN 3C (151
MHz, DMSO-d6) & 161,45; 160,55; 158,72; 154,97; 139,94; 130,11; 127,88; 123,38; 114,72;
113,86; 113,40; 101,26; 66,16; 65,43; 53,91; 52,76; 24,00; 23,18; 21,74.

7-metoxi-3-(4-(3-(piperidin-1-il)propoxi)fenil)-2H-cromen-2-ona (61e): sélido branco,
rendimento 43 %, ponto de fusio 141,3 °C. RMN 'H (300 MHz, DMSO-d6) § 8,22 (s, 1H);
7,71 (dd, J = 8,0, 1,6 Hz, 2H); 7,53 — 7,33 (m, 6H); 7,22 (dd, J = 9,0, 3,0 Hz, 1H); 4,11 (t,J =
5,9 Hz, 2H); 3,36 (s, 3H); 3,20 (t, J = 8,0 Hz, 4H); 2,25 — 2,10 (m, 2H); 1,73 (s, 5SH); 1,55 (s,
2H). RMN 3C (75 MHz, DMSO-d6) § 159,76; 154,55; 147,48; 140,34; 134,63; 128,64; 128,49;
128,25; 127,20; 119,93; 119,54; 117,00; 111,65; 105,93; 53,44; 52,31; 23,57; 22,77; 21,35
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7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)-3-(4-(3-(piperidin-1-il)propoxi)fenil)-2H-cromen-2-ona  (61f):
s6lido bege, rendimento 45 %, ponto de fusdo 255 °C. RMN 'H (500 MHz, DMSO-dé6) & 8,18
(s, 1H); 7,70 (t, J = 9,8 Hz, 3H); 7,09 (s, 1H); 7,03 (d, J = 8,8 Hz, 3H); 4,35 (s, 2H); 4,14 (d,J
= 8,2 Hz, 1H); 4,10 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 3,26 — 2,64 (m, 12H); 2,12 (t, J = 7,8 Hz, 2H); 1,74 —
1,61 (m, 8H); 1,55 — 1,40 (m, 4H). RMN "*C (126 MHz, DMSO0-d6) § 160,55; 158,74; 154,91;
139,92; 130,12; 127,81; 114,68; 113,51; 101,42; 65,47; 59,85; 54,03; 20,76; 13,76.

5.1.5. Sintese do derivado 4-fenil-7-piridinilpropoxi-cumarina (64) — série 4

/@\ o O stOH O A
+
HO OH o™ heoc HO
2 62 40%

Em um tubo de reagao foram adicionados 10 mmol de resorcmol (26), 10 mmol de do

B-cetoéster aromatico (62) ¢ 0,5 mmol de acido p-toluenosulfonico. A mistura foi aquecida a
60°C por 1h. Ao final da reagdo, foi adicionado dgua a mistura, e o so6lido formado foi filtrado.
O intermediério obtido (63) foi recristalizado com etanol, com rendimento de 40%.
7-hidroxi-4-fenil-2H-cromen-2-ona (63): s6lido bege, rendimento 45 %. RMN 1H (300 MHz,
DMSO) 6 10,67 (s, 1H); 7,60 — 7,47 (m, 5H); 7,27 (d, J = 8,7 Hz, 1H); 6,82 — 6,75 (m, 2H);
6,15 (s, IH). RMN 13C (126 MHz, DMSO) 6 161,87; 160,63; 155,91; 139,31; 135,64; 128,89;
128,62; 113,70; 110,85; 106,64; 103,17.

Sy ®
/\/\CIGO

L

0" "0

L
HO N0 KLKCOs K»COs
Em um tubo de borossilicato, adicionaram-se 1 mmol de 7-hidroxi-4-

/\/\O
63 60°C, 24h

57%

fenilcumarina (63), 0,92 mmol de cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (60), 3 mmol de
carbonato de potassio (K2COs), 1 mmol de iodeto de potéssio (KI) e 5,8 mL de acetona. A
mistura reacional foi submetida a refluxo por 24 horas. Apds este periodo, o sistema foi
resfriado e o solvente foi removido por evaporagdo sob pressdo reduzida no rotavapor. O
produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna flash (sistema Isolera™), utilizando
silica gel como fase estacionaria e uma mistura de diclorometano/metanol como fase movel. A
eluicdo foi realizada em gradiente, com a concentragdo do solvente mais polar (metanol)

variando de 0% a 10%.
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4-fenil-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2 H-cromen-2-ona (64): 6leo marrom; rendimento 98%;
RMN 'H (300 MHz; CDCls3) & 7,55 — 7,48 (m; 3H); 7,46 — 7,40 (m; 2H); 7,36 (d; J = 8,9 Hz;
1H); 6,89 (d; J = 2,5 Hz; 1H); 6,78 (dd; J = 8.9, 2,5 Hz; 1H); 6,20 (s; 1H); 4,08 (t; J = 6,4 Hz;
2H); 2,52 — 2,44 (m; 2H); 2,44 — 2,34 (m; 4H); 2,17 (s; 1H); 2,07 — 1,92 (m; 2H); 1,59 (p; J =
5,7 Hz; 4H); 1,46 (d; ] = 5,7 Hz; 3H); RMN 3C (151 MHz; DMSO-d¢) & 162,39; 160,48;
155,97; 155,64; 135,48; 130,14; 129,34; 128,90, 128,31; 113,25; 112,17; 111,73; 102,13;
67,28; 55,36; 54,51; 31,16; 26,45; 25,97; 24,51.

5.1.6. Sintese das 3-(imidazo[1,2-a]piridinas)-cumarinas (75a-c) — série 5

Yy Q&*
HO@ M 80°C, 24h O

24a 68 EtOH 69
70%

Em um tubo de reacdo de borossilicato (25 mL), solubilizou-se 14,48 mmol de
salicilaldeido (24a) em 40 mL de etanol. Em seguida, adicionaram-se 14,48 mmol de
acetoacetato de etila (68) e 2,17 mmol de piperidina. A soluc¢do foi mantida sob aquecimento a
80 °C por 24 horas. Apo6s o término da reagdo, o sélido formado foi filtrado com etanol gelado,
obtendo-se o intermediario 69
7-hidroxi-4-fenil-2H-cromen-2-ona (63): solido bege, rendimento 70 %, ponto de fusdo
238 °C. RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6) / TMS (3, ppm): 11,30 (1H, s); 8,58 (s, 1H); 7,75 (d,
J=8,51 Hz, 1H); 6,83 (dd, J = 8,51 Hz, J4 =2,2 Hz, 1H); 6,79 (1H, s); 2,51 (2H, s). RMN "*C
(125 MHz, DMSO-d6) / TMS (8, ppm): 195,15; 165,28; 159,60; 148,32; 113,16; 119,27,
114,93; 111,05; 102,25; 30,56.

0
NBS B
__PTSA M r
80 °C,3h oo
71

DCM
75%

Em um tubo de reagdo de borossilicato (25 mL), adicionaram-se 0,2 mmol de
3-acetilcumarina (63), N-bromossuccinimida (NBS, 0,2 mmol, 1 equivalente) e 4cido
p-toluenossulfonico (PTSA, 0,02 mmol, 10% mol). A mistura foi solubilizada em 2 mL de
diclorometano. O tubo foi entdo vedado e a reagdo foi conduzida sob agitagdo e aquecimento a
80 °C por 1 a 3 horas (o tempo variou em fung¢ao da escala do experimento). Ao final, o produto

foi isolado na forma de so6lido por filtracao a vécuo.
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3-(2-bromoacetil)-7-hidroxi-2H-cromen-2-ona (71): s6lido amarelo, rendimento 60 %, ponto
de fusdo 140 °C. RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6) / TMS (8, ppm): 11,30 (1H, s); 8,76 (s, 1H);
7,84 (d, J=8,51 Hz, 1H); 6,89 (dd, J=8,51 Hz, J4 = 2,2 Hz, 1H); 6,79 (1H, d, J4 = 2,2 Hz); 4,84
(2H, s). RMN 3C (125 MHz, DMSO-d6) / TMS (8, ppm): 188,59; 165,87; 159,13; 149,13;
132,96; 118,50; 114,32; 112,53; 100,84; 79,13.

R
0 IN /,>
Y
X Br R X N
\ EtOH
+ > —_—
HO o~ o N~ "NH, 80°C,24h HO o~ o

71 72 69% 73a-b
R=H,Br

Em um tubo de reagdo de borosilicato (25 mL) foram adicionados 0,5 mmol de 3-(2-
bromoacetil)-cumarina (71) e 0.5 mmol de 2-aminopiridina (72) em 2 mL de etanol, em
seguida, o frasco foi selado e a mistura foi agitada e aquecida a 80°C em 3h. Os produtos (73a-
b) foram obtidos na forma de so6lidos sob filtragdo a vacuo com diclorometano.
7-hidroxi-3-(imidazo[1,2-a]piridin-2-il)-2H-cromen-2-ona  (73a):  sélido  amarelo,
rendimento 69 %, ponto de fusdo 219 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCI3) / TMS (3, ppm): 8,91
(1H, d, J = 6,7 Hz); 8,82 (1H, s); 8,73 (1H, s); 7,87 (1H, d, J = 9,0 Hz); 7,82 (1H, t); 7,71 (1H,
d, J =8,6 Hz); 7,39 (1H, t); 6,92 (2H, dd, J = 8,6 Hz, J4 = 2,0 Hz); 6,84 (1H, d, J = 2,0 Hz).
RMN B3C (125 MHz, CDCl3) / TMS (5, ppm): 163,16; 158,88; 155,52; 141,33; 131,23; 129,26;
114,72; 114,00; 113,00; 111,53; 102,56.
3-(6-bromoimidazo[1,2-a]piridin-2-il)-7-hidroxi-2H-cromen-2-ona (73b): solido amarelo,
rendimento 53 %, ponto de fusdo 254 °C. RMN 'H (500 MHz, DMSO) & 10,71 (s, 1H); 8,99 (s,
1H); 8,76 (s, 1H); 8,55 (s, 1H); 7,76 (s, 1H); 7,55 (s, 1H); 7,41 (s, 1H); 6,91 — 6,71 (m, 2H).
RMN 3C (126 MHz, DMSO) § 162,02; 155,12; 140,15; 130,83; 129,73; 128,41; 117,56;

112,23; 102,29.
R R
— —
X N N N
Br” >"Br
HO 0 Yo e A BT "0 0" Yo
77a 74

NaHCO3; ACN
85°C, 24H
88%

Em um tubo de reacdo de borossilicato (25 mL), solubilizaram-se 2 mmol
de 7-hidroxi-3-(imidazo[1,2-a]piridin-3-il)cumarina (77a) em 10 mL de acetonitrila (ACN).
Em seguida, adicionaram-se 4 mmol de 1,3-dibromopropano e 18 mmol de bicarbonato de
sodio (NaHCOs). Apds a adigdo, o tubo foi vedado e a mistura foi mantida sob agitacao

magnética e aquecimento a 85 °C por 6 horas. Ao final, a mistura reacional foi concentrada a
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pressdo reduzida. O residuo foi purificado por cromatografia em coluna de silica gel (sistema
Isolera™), utilizando como fase mével uma mistura de diclorometano e metanol em gradiente

de 0-5% do solvente mais polar (metanol).

R
V,
X N
B "0 60C3h /Q/\/\o 0" Yo

74a- b ACN -
45-62% 7Sa-c

R =H, Br; R =H, Me

Em um tubo de reacdo de borossilicato (25 mL), adicionaram-se 1,3 mmol de 3-
(imidazo[ 1,2-a]piridin-3-il)-7-(bromoalcoxi)cumarinas (74a-b), 2,6 mmol de piperidina e § mL
de acetonitrila (ACN). Apds a adicdo, o tubo foi vedado e a mistura reacional foi mantida sob
agitacdo magnética e aquecimento a 60°C por 3 horas. O produto foi purificado por
cromatografia em coluna de silica gel (sistema Isolera™), utilizando como fase mével uma

mistura de diclorometano e metanol em gradiente de 0- 20% do solvente mais polar (metanol).

3-(imidazo[1,2-a]piridin-2-il)-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2 H-cromen-2-ona (75a):
solido marrom, rendimento 61 %, ponto de decomposi¢do 245-259 °C. RMN 'H (500 MHz,
DMSO-d6) 6 8,86 (s, 1H); 8,64 (d, J= 6,6 Hz, 1H); 8,58 (s, 1H); 7,78 (d, J= 8,6 Hz, 1H); 7,56
(d, J=9,0 Hz, 1H); 7,32 (t, 1H); 7,29 (t, 1H); 7,02 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 6,92 (t, 1H); 4,21 (s, 4H);
3,21 (s, 2H); 3,49 (s, 4H); 2,91 (s, 2H); 2,20 (m, 2H); 1,61 — 1,85 (m, 6H). RMN '3C (125 MHz,
DMSO-d6, TMS) o 161,72; 159,65; 154,82; 144,77; 138,73; 138,28; 130,51; 126,28; 117,65;
116,63; 113,75; 113,65; 113,35; 101,67; 66,24; 53,75; 52,69; 23,74; 23,05; 21,76.

3-(imidazo[1,2-a]piridin-2-il)-7-(3-(4-metilpiperidin-1-il)propo6xi)-2 H-cromen-2-ona

(75b): sélido alaranjado, rendimento 44%, ponto de fusido 250-257 °C; 'H RMN (500 MHz,
DMSO-ds) 0 8,84 (s; 1H), 8,65 (d; J = 6,8 Hz; 1H), 8,58 (s; 1H), 7,88 (d; J = 8,7 Hz; 1H), 7,56
(d; J=9,0 Hz; 1H), 7,35 - 7,25 (m; 1H), 7,08 (s; 1H), 7,01 (d; J = 8,7 Hz; 1H), 6,92 (t; ] = 6,8
Hz; 1H), 4,19 (t; J = 6,1 Hz; 2H), 3,13 (s; 4H), 2,84 (s; 2H), 2,15 (s; 2H), 1,79 (d; J = 13,6 Hz;
2H), 1,39 — 1,21 (m; 4H), 0,92 (t; ] = 8,4 Hz; 4H). '*C RMN (126 MHz, DMSO-ds) & 161,78;
159,66; 154,81; 144,75; 138,73; 138,28; 130,50; 127,84; 126,38; 116,66; 113,34; 101,30

3-(6-bromoimidazo[1,2-a]pyridin-2-yl)-7-(3-(piperidin-1-yl)propoxy)-2 H-chromen-2-one
(76¢): sdlido alaranjado, rendimento 37%, ponto de fusdo 257-261 °C; 'H NMR (500 MHz,
DMSO) & 8.99 (s, 1H), 8.82 (s, 1H), 8.56 (s, 1H), 7.85 (d, /= 8.7 Hz, 1H), 7.55 (d, /= 9.6 Hz,
1H), 7.42 (d, J = 9.5 Hz, 1H), 7.06 (s, 1H), 7.00 (d, J = 8.7 Hz, 1H), 4.14 (t, /= 6.3 Hz, 2H),
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1.93 (s, 2H), 1.53 (s, 4H), 1.41 (s, 2H). '*C NMR (126 MHz, DMSO) & 162.35, 159.63, 154.96,
130.55, 129.16, 127.79, 117.73, 113.72, 113.65, 106.26, 101.24, 67.16, 54.26, 25.59, 21.72.

5.1.7. Sintese das 3-(etilcarboxilato)imidazo[1,2-a]piridin-2-il)-2H-cromen-2-ona (75d) —
Série 5

H
o) N O O
+ /\O O/\ _—
HO OH ta.,24h  HO 0~ o
24a 76 EtOH 77
86%

Em um tubo de reacdo de 10 mL, foram adicionados 3,10 mmol de 2,4-
dihidroxibenzaldeido (24a) que foram solubilizados em 10 mL de Etanol. Em seguida
adicionou-se 3,10 mmol de dietilacetonadicarboxilato de etila (76) ¢ 0,77 mmol de piperidina
como catalisador. A mistura ficou sob agitacdo em temperatura ambiente por 24 h, o precipitado
formado foi filtrado a vacuo com etanol gelado, sem necessidade de purificagdo, formando o
intermediario (77).
ethyl 3-(7-hidroxi-2-oxo0-2H-cromen-3-il)-3-oxopropanoato (89): sdlido amarelo,
rendimento 86 %, ponto de fusdo 143 °C. RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6) / TMS (8, ppm):
12,57 (0,15H, s, enol); 8,71 (1H, s, ceto); 8,63 (0,15H, s, ceto); 7,84 (1H, d, J = 8,5 Hz, ceto);
7,79 (1H, d, J = 8,5 Hz, enol); 6,87-6,89 (1H, dd, J = 8,2 Hz, J = 2,2 Hz, ceto); 6,86—6,77
(0,15H, d, J = 2,2 Hz, ceto); 6,76 (1H, d, enol); 6,43 (0,14H, s, enol); 4,20-4,24 (0,32H, q,
enol); 4,07—4,12 (2H, q, ceto); 3,99 (2H, s, ceto); 1,26 (0,45H, t); 1,16 (3H, t). RMN *C (125
MHz, DMSO-d6) / TMS (8, ppm): 190,35; 168,15; 165,16; 159,72; 157,89; 149,66; 133,67,
118,44; 114,38; 111,31; 102,31; 60,89; 48,73; 14,46.

o O o o
[soasat= NN eate
B ———EE
HO o Yo NaHCO3 B "0 o0 Yo
77 80°C,16 h 78
ACN

74%

Em um tubo de reacdo de borosilicato (25 mL) foram solubilizados 2 mmol de 7-hidroxi-
B-cetoéster (77) em 10 mL de acetonitrile (ACN). Em seguida foram adicionados 4 mmol de
1,3-dibromopropano e 18 mmol de bicarbonato de s6dio (NaHCO3). Ao fim da adicédo, o tubo
de reagdo foi selado e a mistura foi submetida a aquecimento sob agitacdo magnética a 85°C
por 6h. A mistura reacional foi pastilhada e cromatografada em coluna de silica gel (Isolera) e

gradiente hexano:acetato de etila como eluente. A evaporagdo do solvente sob pressao reduzida
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levou ao intermedidrio (78).

ethyl 3-(7-(3-bromopropoxi)-2-oxo-2 H-cromen-3-il)-3-oxopropanoato (78): s6lido amarelo
claro, rendimento 74 %, ponto de fusdo 135-140 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCl3) /TMS (8,
ppm): 12,64 (1H, s, enol); 8,59 (1H, s, ceto); 8,57 (1H, s, enol); 7,58 (1H, d, J=8,8 Hz, J =1,5
Hz, ceto); 7,52 (1H, d, J = 8,8 Hz, ] = 1,5 Hz, enol); 6,89—6,94 (1H, m, ceto/enol); 6,85 (1H, d,
ceto/enol); 6,62 (1H, d, enol); 4,18-4,30 (4H, m, ceto/enol); 4,10 (2H, s, ceto); 3,60-3,63 (2H,
t, ceto/enol); 3,38 (2H, m, ceto/enol); 1,26-1,36 (3H, m, ceto/enol). RMN 3C (125 MHz,
CDCI3) / TMS (8, ppm): 190,17; 173,65; 167,95; 164,58; 159,76; 157,81; 148,63; 131,81;
130,44; 115,53; 114,18; 113,64; 112,22; 100,96; 92,77; 66,24; 66,04; 48,77; 31,74; 29,29;
14,20; 14,08.

o o
+ _—
B~ "0 0 o N 80°c,24n B~ >0
78 72 ACN

86%
Em um tubo de reagdo de borosilicato (25 mL), foram adicionados 1,5 mmol de B-

cetoéster alquilado (78) que foram solubilizados em 2 mL de acetonitrila, em seguida
adicionou-se 1 mmol de tetrabromometano e 0,5 mmol de 2-aminopiridina (72). A mistura
reagiu em refluxo por 24h. A purificacdo dos compostos foi realizada a partir da técnica de
cromatografias liquida de adsor¢do em coluna flash, Isolera Biotage. Como fase movel, foram

utilizadas mistura solventes hexano/acetato de etila 30%.

ethyl2-(7-(3-bromopropoxi)-2-o0xo-2 H-cromen-3-il)imidazo|[1,2-a]piridina-3-carboxilato
(79): sélido marrom, rendimento 86 %, ponto de fusdo 187 °C. RMN 'H (500 MHz, CDCI3) §
9,35(d, J=6,9 Hz, 1H); 8,02 (s, 1H); 7,75 (d, J = 9,0 Hz, 1H); 7,48 (t, ] = 9,3 Hz, 2H); 7,09 (t,
J=6,8Hz, 1H); 6,91 (d, J =7,4 Hz, 2H); 4,35 (q, J = 7,1 Hz, 2H); 4,23 (t,J = 5,7 Hz, 2H); 3,65
(t, J = 6,3 Hz, 2H); 2,40 (p, J = 6,0 Hz, 2H); 1,28 (t, ] = 7,1 Hz, 3H). RMN °C (126 MHz,
CDCl3) 6 162,27; 160,72; 160,05; 155,95; 147,07; 146,39; 142,52; 129,52; 128,07; 120,54;
117,56; 114,47; 112,99; 112,92; 101,34; 65,92; 60,84; 32,00; 29,56; 14,08.

B
60 °C, 3 h N0
ACN

Em um tubo de reacao de borosilicato (25 mL), foram adicionados 1,3 mmol da imidazo[1,2-

Br/\/\o

a]piridinas-6-etilcarboxilato (79), 2,6 mmol de piperidina e 8 mL de acetonitrila (ACN). Apos
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a adicao dos reagentes, o tubo foi selado e a mistura foi submetida a agitacdo magnética e
aquecimento a 60°C por 3h. Por fim, a mistura reacional foi purificada no equipamento Isolera
com fase estaciondria silica e fase mével mistura de diclorometano:metanol em gradiente de
concentragdo de 0-25% do solvente mais polar.
Ethyl2-(2-ox0-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-3-il)imidazo[1,2-a]piridina-
3-carboxilato (75d): sélido marrom, rendimento 61 %, ponto de decomposicao 110-120 °C
(36). RMN 'H (500 MHz, DMSO-d6, §, ppm) & 9,21 (d, J = 6,9 Hz); 8,29 (s); 7,89 (d, J= 8,8
Hz); 7,75 (d, J= 8,8 Hz); 7,63 (dt, J= 8,8 Hz, J3 = 6,9 Hz, ] = 1,3 Hz); 7,28 (dt, J= 6,9 Hz, J=
1,3 Hz); 7,11 (d, J=2,2 Hz); 7,02 (dd, J= 8,8 Hz, ] = 2,2 Hz); 4,21 (m, 4H); 2,73 (s, 2H); 3,03
(m, 6H); 2,13 (m, 2H); 1,71 (s, 4H); 1,51 (s, 2H); 1,13 (t, 3H). RMN "*C (125 MHz, DMSO-d6,
TMS, 93, ppm) 6 162,07; 160,09; 159,36; 155,46, 146,17; 143,13; 130,28; 128,81; 127,61;
119,64; 117,40; 115,31; 113,33; 113,34; 112,58; 101,22; 66,19; 60,52; 13,93.

5.2. Atividade biolégica

5.2.1. Avaliacao dos Derivados Quanto a Atividade Anticolinesterasica realizado na

Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro (DE SOUZA et al., 2019)

Para se realizar o estudo cinético foi utilizado o método adaptado de Ellman (Ellman et
al., 1961). O tampao tris-HC1 0,02 M (pH = 7,5, ajustado com solugdao 1 M de HCl ou NaOH)
foi usado para realizar o preparo de todas as solugdes utilizadas nos ensaios e as solucdes
estoque de todos os compostos finais DMSO (30mM). Inicialmente, foram adicionados 150 pL
de solu¢do do composto inibidor (51a-z, 57a-c, 64, 75a-d) 146 em uma placa de 96 pocos.
Como controle negativo solu¢des de DMSO em triplicata. Em seguida, foram adicionados 60
puL de 4cido 5,5'-ditiobis-2 nitrobenzdico (DTNB, reagente de Ellman) a 1,1 mM e 30 uL de
acetilcolinesterase isolada de cérebro de enguia elétrica (EeAChE) ou butirilcolinesterase
isolada de soro equino (EqBChE) a 0,20 U / mL na presen¢a de 1 mg / mL de albumina sérica
bovina (BSA). Um leitor de placas iMark (Bio-Rad) equipado com um filtro de luz de = 415
nm foi utilizado para registrar a absorbéncia e esta medida foi entdo usada como uma referéncia
em branco. Apd6s 10 minutos de incubacao a 25°C, 24 uL de solucao do substrato iodeto de
acetiltiocolina (ACTTI) ou iodeto de S-butiriltiocolina (BCTI) em concentragdes diluidas em
série (fator = 1,3) foram adicionados aos respectivos pogos € a absorbancia registrada apds
incubacgdo durante 10 minutos a 25°C a A = 415 nm. Os respectivos graficos de Lineweaver-
Burk foram obtidos por plotagem de um grafico de 1 / velocidade versus 1 / [substrato] para o
controle negativo e duas concentragdes diferentes de inibidor. A regressdo linear de cada

conjunto de dados mostra um comportamento convergente, de forma que a regido na qual as
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curvas convergem determina o tipo de inibi¢do observada. Os valores de Ki, Ki' (constantes de
inibicdo competitiva e ndo-competitiva respectivamente), Km (constante de Michaelis-Menten)
e Vmax (velocidade méxima) foram calculados com auxilio do programa Graphpad Prism 8.0.1
usando modelos de regressao nao linear para cinética enzimatica - inibi¢ao e cinética enzimatica

- substrato versus velocidade.

5.2.2. Afinidade nos receptores de histamina Hs3 realizado na Universidade Heinrich

Heine, Diisseldorf, Alemanha (BAUTISTA-AGUILERA et al., 2017)

Células HEK-293 (células renais embrionarias humanas) que expressam o #H3R de
forma estavel foram lavadas e colhidas em tampao PBS (solu¢do salina tamponada com
fosfato). Em seguida, foram centrifugadas (3.000 x g, 10 min, 4°C) e homogeneizadas com um
homogeneizador Ultra-Turrax® em tampao de ligacdo H3R resfriado no gelo (12,5 mM de 147
MgClz, 100 mM de NaCl e 75 mM de Tris/HCI, pH 7,4). O homogenato de membrana celular
foi centrifugado (20.000 % g, 20 min, 4°C), e o sedimento (pellet) obtido foi ressuspenso no
tampao de ligagdo e armazenado a -80°C até o uso (Kottke et al., 2011).

Antes dos experimentos, as membranas celulares foram descongeladas,
homogeneizadas por sonicagdo a 4°C e mantidas em tampao de ligacdo resfriado no gelo.
Extratos brutos de membrana (20 pg/poco em volume final de 0,2 mL de tampao de ligagdo)
foram incubados com [3H]-N-a-metilhistamina (2 nM; 78,3 Ci/mmol) e diferentes
concentragdes dos compostos teste. Os ensaios foram realizados em duplicata, com
concentragdes variando entre 0,01 nM e 100 uM do composto teste. As incubagdes ocorreram
por 90 min a temperatura ambiente (aproximadamente 25°C), sob agitacdo continua. A ligagao
inespecifica foi determinada na presenca de 10 uM de pitolisant.

A separacdo do radioligante ligado do livre foi realizada por filtragdo em filtros GF/B pré-
tratados com polietilenimina 0,3% (m/v), utilizando um coletor de células (cell harvester). A
radioatividade foi quantificada por contagem de cintilagao liquida. Os dados foram analisados pelo
software GraphPad Prism 8 (San Diego, EUA), utilizando ajuste de regressao ndo linear (Bautista-
Aguilera et al., 2017).

5.2.3. Avaliaciao dos Derivados Quanto a Atividade inibitéoria MAO A/B realizado na
Universidade Heinrich Heine, Diisseldorf, Alemanha (BAUTISTA-AGUILERA et al.,
2017)

A atividade das isoformas recombinantes humanas da monoamina oxidase ligada a
membrana A/B (MAO A/B) (Sigma-Aldrich, Reino Unido) em tampao fosfato de potassio 50
mM (pH 7,5) foi determinada a partir da producdo de peroxido de hidrogénio, acoplada ao

corante Ampliflu Red (Sigma-Aldrich, Reino Unido) em concentracao final de 50 uM, por meio
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da peroxidase de raiz-forte (HRP) (2,5 U/mL), resultando na producdo de resorufina
fluorescente, medida em um leitor de placas de fluorescéncia (Molecular Devices FilterMax
F5) a 30°C. Nas condicdes utilizadas, o Km para tiramina com MAO A foi de 0,4 mM e, para
MAO B, de 0,16 mM. Os compostos nado interferiram na fluorescéncia do produto (resorufina)
nem inibiram a enzima de acoplamento (peroxidase de raiz-forte). Os valores de Clso para MAO
A e B foram determinados para os compostos (>10 concentra¢des em duplicata), sem e com
pré-incubacgao por 30 minutos a 30°C. Os valores de Clso foram calculados a partir das taxas de
reacdo com variacao da concentracdo do inibidor, na presenca de concentragao de substrato
2xKm, adicionando-se a enzima por ultimo (tempo zero) ou apos pré-incubacdo do inibidor
com a enzima por 30 minutos, seguida da adi¢do do substrato e do corante. Os dados foram 148
analisados usando a equagdo de trés parametros implementada no GraphPad Prism 4 (San
Diego, EUA). Pelo menos duas determinagdes independentes foram realizadas para cada valor
reportado.

5.2.3. Avaliacao de neuotoxicidade frente as células de neuroblastoma SH-SYS realizado
na Universidade Heinrich Heine, Diisseldorf, Alemanha (BAUTISTA-AGUILERA et al.,
2017)

A linhagem celular neuroblastoma dopaminérgico humano SH-SYS5Y
(Sigma-Aldrich) foram mantidas em uma mistura 1:1 do Nutrient Mixture F-12 e Eagle’s
minimum essential medium (EMEM), suplementados com 15 aminoacidos ndo essenciais, 1
mM de piruvato de sodio, 10% de soro fetal bovino inativado pelo calor, 100 unidades/mL de
penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina. Os cultivos foram semeados em frascos contendo
meio suplementado e mantidos a 37 °C em atmosfera imida com 5% de CO2 e 95% de ar. Para
0s ensaios, as células SH-SYSY foram subcultivadas em placas de 96 pogos, com densidade de
semeadura de 5x10* células por poco, na presenca ou auséncia dos compostos em diferentes
concentragdes, por 24 h.

5.2.4. Ensaio de MTT e viabilidade celular realizado na Universidade Heinrich Heine,
Diisseldorf, Alemanha (BAUTISTA-AGUILERA et al., 2017)

A viabilidade celular foi medida por ensaio colorimétrico quantitativo utilizando
3-[4,5-dimetiltiazol-2-i1]-2,5-difenil-tetrazolio brometo (MTT) (Sigma-Aldrich).
Resumidamente, ao final do periodo de incubacdo, adicionaram-se 10 pL do reagente de
marcacdo MTT a cada pogo, obtendo-se uma concentragao final de 0,5 mg/mL. Em seguida, a
placa foi incubada por 1 h em estufa iimida a 37 °C, com atmosfera de 5% de CO2 e 95% de ar
(v/v). Apds esse periodo, o meio de cultura foi removido e o formazano insoluvel foi

solubilizado em dimetilsulfoxido (DMSO). A reducdo do MTT foi determinada
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colorimetricamente pela leitura da absorbancia em 540 nm. As células-controle tratadas apenas

com MEM/F12 foram consideradas como 100% de viabilidade.

5.3. Modelagem Molecular

Inicialmente, todos os compostos finais foram submetidos @ minimizagdo energética
realizada com o método semi-empirico PM6, empregando o software Spartan Pro (versao 14.0).
As estruturas minimizadas foram entdao preparadas para o estudo de ancoramento molecular
(docking) contra as proteinas alvo cujos cddigos no Protein Data Bank (PDB) estdo listados na
Tabela 14. Os estudos de docking foram conduzidos com o programa GOLD (versdo 5.6,
CCDC). Para cada complexo enzima/receptor—ligante definiu-se a regido de ligacdo com base
no sitio ativo ou no ligante co-cristalizado (conforme indicado na Tabela 14) e foram geradas
multiplas conformagdes de ligacdo por ligante. As melhores solugdes foram selecionadas
considerando o valor da fungdo de pontuacao fornecida pelo GOLD, a reprodutibilidade entre
multiplas execugdes e a concordancia com interagdes de referéncia (por exemplo, ligagdes de
hidrogénio, interagdes n—n e contatos hidrofobicos) observadas para ligantes conhecidos. As
analises detalhadas das interacdes para os ensaios de atividade colinesterasica, MAO-B e
interacdo com o receptor H3 sdo sumarizadas na tabela abaixo. As solugdes selecionadas com
maiores scores foram analisadas visualmente e submetidas a analises complementares, como

estabilidade conformacional e interagdes importantes nos sitios.

Tabela 14. Principais dados obtidos no docking molecular no programa GOLD (versao

5.6, CCDC)
INTERACAO PDBID FUNCAO Ligante Referéncia
No sitio do ligante
Receptor Histamina H;  7F61 ChemPLP PF0365474
PF0365474
Acetilcolinesterase 1C20 GoldScore Dimero Bis-tacrina 638 (Tyr 86)
MAO-B 2V60 Chemscore Derivado cumarinico No sitio do ligante
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7. ANEXOS

7.1. ANEXO 2 - ESPECTROS DE RMN DE 'H e 3C
Figura S1. Espectro de RMN 'H do composto (44a) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S2. Espectro de RMN '*C do composto (44a) em CDCls a 125 MHz
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Figura S3. Espectro de RMN 'H do composto (44b) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S4. Espectro de RMN "°C do composto (44b) em CDCl3 a 125 MHz
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Figura S5. Espectro de RMN 'H do composto (48a) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S6. Espectro de RMN "°C do composto (48a) em CDCl; a 125 MHz
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Figura S7. Espectro de RMN 'H do composto (48b) em CDCl3 a 500 MHz
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Figura S8. Espectro de RMN '*C do composto (48b) em a 125 MHz
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Figura S9. Espectro de RMN 'H do composto (50a) em CDCls a 500 MHz
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Figura S11. Espectro de RMN 'H do composto (50b) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S12. Espectro de RMN !*C do composto (50b) em CDCls a 125 MHz
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Figura S13. Espectro de RMN 'H do composto (50¢) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S14. Espectro de RMN '*C do composto (50¢) em CDCl; a 125 MHz
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Figura S15. Espectro de RMN 'H do composto (50d) em CDCl3 a 500 MHz
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Figura S16. Espectro de RMN '*C do composto (50d) em CDCls a 125 MHz
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Figura S19. Espectro de RMN 'H do composto (50f) em CDCls a 500 MHz
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Figura S21. Espectro de RMN 'H do composto (50g) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S22. Espectro de RMN *C do composto (50g) em CDCls a 125 MHz
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Figura S23. Espectro de RMN 'H do composto (50h) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S24. Espectro de RMN *C do composto (50h) em CDCl; a 125 MHz
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Figura S25. Espectro de RMN 'H do composto (50i) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S26. Espectro de RMN '*C do composto (50i) em CDCls a 125 MHz
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Figura S27. Espectro de RMN 'H do composto (50j) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S28. Espectro de RMN "°C do composto (50j) em CDCIls a 125 MHz
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Figura S29. Espectro de RMN 'H do composto (50k) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S30. Espectro de RMN *C do composto (50k) em CDCl3 a 125 MHz
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Figura S32. Espectro de RMN '*C do composto (501) em DMSO-d6 a 125 MHz
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Figura S33. Espectro de RMN 'H do composto (50m) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S34. Espectro de RMN '*C do composto (50m) em CDCl; a 125 MHz
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Figura S35. Espectro de RMN 'H do composto (50n) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S36. Espectro de RMN !*C do composto (50n) em CDCl; a 125 MHz
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Figura S37. Espectro de RMN 'H do composto (50p) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S38. Espectro de RMN !*C do composto (50p) em CDCls a 125 MHz
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Figura S39 Espectro de RMN 'H do composto (50q) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S41 Espectro de RMN 'H do composto (50r) em CDCl3 a 500 MHz
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Figura S42. Espectro de RMN '*C do composto (50r) em CDCl; a 125 MHz
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Figura S43 Espectro de RMN 'H do composto (50s) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S44. Espectro de RMN '*C do composto (50s) em CDCls a 125 MHz
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Figura S45 Espectro de RMN 'H do composto (50t) em CDCl3 a 500 MHz
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Figura S46. Espectro de RMN '*C do composto (50t) em CDCl; a 125 MHz
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Figura S47 Espectro de RMN 'H do composto (50u) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S48. Espectro de RMN !*C do composto (50u) em CDCls a 125 MHz
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Figura S49. Espectro de RMN 'H do composto (50v) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S50. Espectro de RMN '*C do composto (50v) em CDCls a 125 MHz
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Figura S51. Espectro de RMN 'H do composto (50x) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S52. Espectro de RMN "°C do composto (50x) em CDClz a 125 MHz
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Figura S53. Espectro de RMN 'H do composto (50z) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S54. Espectro de RMN '*C do composto (50z) em CDCl; a 125 MHz
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Figura S55. Espectro de RMN 'H do composto (51w) em DMSO-d6 a 300 MHz
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Figura S56. Espectro de RMN 'H do composto (51a) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S57. Espectro de RMN '*C do composto (51a) em CDCls a 125 MHz
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Figura S58. Espectro de RMN 'H do composto (51b) em CDCl; a 300 MHz
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Figura S59. Espectro de RMN '*C do composto (51b) em CDCls a 75 MHz
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Figura S60. Espectro de RMN 'H do composto (51¢) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Figura S61. Espectro de RMN '*C do composto (51¢) em DMSO-d6 a 125 MHz
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Figura S62. Espectro de RMN 'H do composto (51d) em CDCl; a 300 MHz
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Figura S63. Espectro de RMN '*C do composto (51d) em CDCl; a 125 MHz
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Figura S64. Espectro de RMN "H do composto (51e) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Figura S65. Espectro de RMN '*C do composto (51e) em DMSO-d6 a 125 MHz
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Figura S66. Espectro de RMN "H do composto (51f) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S67. Espectro de RMN '*C do composto (51f) em CDCls a 125 MHz
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Figura S68. Espectro de RMN "H do composto (51g) em CDCl3 a 500 MHz
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Figura S70. Espectro de RMN 'H do composto (51h) em CDCl; a 500 MHz
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Figura S73. Espectro de RMN '*C do composto (51i) em CDCl; a 75 MHz
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Figura S74. Espectro de RMN 'H do composto (51j) em CDCls3 a 500 MHz
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170

13C do composto (51j) em CDCls a 125 MHz

Figura S75. Espectro de RMN
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Figura S77. Espectro de RMN '*C do composto (51k) em CDCls a 75 MHz
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Figura S78. Espectro de RMN 'H do composto (511) em DMSO-d6 a 500 MHz
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S79. Espectro de RMN '3C do composto (511) em DMSO-d6 a 125 MHz
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Figura S81. Espectro de RMN '*C do composto (51m) em CDCl; a 75 MHz
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Figura S82. Espectro de RMN "H do composto (51n) em CDCl; a 300 MHz
N
Ferreira.50.fid Z j
LFO - 349 lN
N
X 10000
N0 0" Yo
9000
-8000
7000
O O
- o
()l
\ 6000
5000
4000
R
~N ™ 288
1 8 <+ T < 3000
O3BRBRBD N
N R RCRERGR
NNN Se=—"" 2000
N
I I
1000
o
S @ = o A
S a o S @ o
— - o — — —
T T T T T T T T T T T T
9.0 8.5 8.0 7.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35

f1 (ppm)

173



Figura S83. Espectro de RMN '*C do composto (51n) em CDCl; a 75 MHz
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Figura S84. Espectro de RMN 'H do composto (510) em CDCl3 a 300 MHz
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Figura S85. Espectro de RMN '*C do composto (510) em CDCls a 75 MHz
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Figura S86. Espectro de RMN "H do composto (51p) em CDClz a 300 MHz
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Figura S89. Espectro de RMN !*C do composto (51q) em CDCl; a 125 MHz
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Figura S90 Espectro de RMN 'H do composto (51r) em CDCl3 a 500 MHz
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Figura S91. Espectro de RMN '*C do composto (51r) em CDCl; a 125 MHz
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Figura S92 Espectro de RMN 'H do composto (51s) em DMSO-d6 a 500 MHz
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S93. Espectro de RMN '*C do composto (51s) em DMSO-d6 a 125 MHz

Figura

LAY
88'SC ——
8€°9C

L0°TOT~_

0s10T 7
£5°80T ~
er601 7
8bETT -

100

110

120

130

140

150

160

f1 (ppm)

& 8§ 8 8 8 8 g8 8 8 8 g g
& & & & &® § &§ g & § § o &
-97'Z
-S£p
N
W -01°C
()
= 20"t
v ‘2T
<
o
—
2
@)
)
~ cq
= S8'€ .
. B.v/ u sre
-~ wo”vv - ~ -£0'C
o) 60t
=
wn
o
g
o
o
o
o
()
o ¥8'9
o 989
w £8'9
3 16'9
Q. 269 o0z
B £6'9% o1
: I
oy €100 92°L 90°C
= Tz — 11T
7)) ™ = :
50T
<
=
= YA 00T
g J
o -
o

f1 (ppm)

179



. 3
0T B 3
o5z _
8297 3
T
Ve
N
—
a .
o 6b°bS
LE°65~
m go6s/ 4
Q
g €0°29
o
m/ 08'9/
S0°2LF
©w ress) £
o
=
wn
o
g
0 E
o
o 00°10T 2
o
&) OT'€TT
) MN.m:/
POBTE
W PTPTT 3
> 1802 —
5 TS HTT ~ 3
88'87T
© SH'6TT A
o
St
~—
15} D
o
o YT ObT —
wn
m
wn
(=)
N 67°SST~
= 75651\
_..n.... 98'09T ~ -—=
i —
Yy 60291
o
& =

T
140

T
150

T
160

110

T
120

T
130

f1 (ppm)

Figura S96. Espectro de RMN 'H do composto (51u) em DMSO-d6 a 500 MHz
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. Espectro de RMN *C do composto (51v) em CDCls a 125 MHz
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Figura S101. Espectro de RMN '3C do composto (51x) em CDCl; a 125 MHz
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Figura S105. Espectro de RMN '3C do composto (54a) em CDCl; a 125 MHz
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Figura S106. Espectro de RMN 'H do composto (54b) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Figura S109. Espectro de RMN '3C do composto (54¢) em DMSO-d6 a 125 MHz
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Figura S111. Espectro de RMN '3C do composto (54d) em CDCl; a 125 MHz
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Flgura S112. Espectro de RMN 'H do composto (54e) em CDClza 300 MHz
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. 13
Figura S113. Espectro de RMN "°C do composto (54e) em CDCl3;a 75 MHz
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Figura S114. Espectro de RMN "H do composto (56a) em CDClz a 500 MHz
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Figura S115. Espectro de RMN '3C do composto (56a) em CDClza 125 MHz
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Figura S116. Espectro de RMN 'H do composto (56b) em CDCl3 a 300 MHz
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Figura S117. Espectro de RMN '3C do composto (56b) em CDClsa 75 MHz
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Figura S118. Espectro de RMN 'H do composto (56¢) em CDCl3 a 300 MHz
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Figura S119. Espectro de RMN *C do composto (56¢) em CDClza 75 MHz
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Figura S120. Espectro de RMN 'H do composto (56d) em CDCl3a 500 MHz
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Figura S121. Espectro de RMN "*C do composto (56d) em CDCl3a 125 MHz
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Figura S125. Espectro de RMN 'H do composto (58a) em DMSO-d6 a 300 MHz

Ferreira.10.fid
LF0396 OH

[ vauu

6000

5500

5000
f I [ 4500
4000
3500
3000
2500
2000
1500

1000
k 500
Y

r-500

-—2.50 DMSO-d6

T
6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5
f1 (ppm)

193



Figura S126. Espectro de RMN 'H do composto (58b) em DMSO-d6 a 300 MHz
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Figura S127. Espectro de RMN 'H do composto (58¢) em DMSO-d6 a 300 MHz
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Figura S128. Espectro de RMN 'H do composto (61a) em DMSO-d6 a 300 MHz
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Figura S129. Espectro de RMN “C do composto (61a) em DMSO-d6 a 75 MHz
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Figura S130. Espectro de RMN 'H do composto (61b) em CDCls a 300 MHz
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Figura S131. Espectro de RMN *C do composto (61b) em CDCl3a 75 MHz
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Figura S132. Espectro de RMN 'H do composto (61¢) em DMSO-d6 a 300 MHz

Ferrgjra.580.fid
203 I 3800
N \/\/O [ 3600

X
3400
o O 3200
3000
2800
2600

2400

8.22

2200

774
7.71
743
Y7.41
7.38
7.06

2000

N7.03

1800

414

1600

1400

4.12
-— 2.50 DMSO-d6

1200

1000

800

600

400

200

N - §

2 S
7

1.00-
0.96-
2.28-
1.95-

o
o

5, 3 n
o ~ N
o~ < o~

T T T T T T T T T T T T
.5 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5

f1 (ppm)

Figura S133. Espectro de RMN *C do composto (61¢) em DMSO-d6 a 75 MHz
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Figura S134. Espectro de RMN 'H do composto (61d) em CDCls a 300 MHz
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Figura S136. Espectro de RMN 'H do composto (61e¢) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Figura S137. Espectro de RMN *C do composto (61e) em DMSO-d6 a 125 MHz
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Figura S138. Espectro de RMN 'H do composto (61f) em CDCl3 a 300 MHz

Ferreira.290.fid
LF - 0372

O\/\/'\O

VOT M= AANLLM =N
ANANANANAN O 000 WO OMNMN
AR o s s s B R
e S N\ p——
— QO T
owmy o “Q9Q
o @ @ @ ® T YT
[CRCRCRY] @ S I
(" <
‘
\ | Iy T
o o~ ™ O o m
o - < aaF e
o T T T T T <t T — T ST < T T T
3.0 7.5 7.0 6.5 6.0 55 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0
1 1 (ppm)
.
Figura S139. Espectro de RMN *C do composto (61f) em CDClza 75 MHz
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Figura S140. Espectro de RMN 'H do composto (63) em DMSO-d6 a 300 MHz
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Figura S141. Espectro de RMN *C do composto (63) em DMSO-d6 a 75 MHz
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Figura S143. Espectro de RMN 'H do composto (64) em DMSO-d6 a 300 MHz
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Figura S143. Espectro de RMN *C do composto (64) em DMSO-d6 a 75 MHz
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Figura S144. Espectro de RMN 'H do composto (69) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Figura S145. Espectro de RMN *C do composto (69) em DMSO-d6 a 1255 MHz
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Figura S144. Espectro de RMN 'H do composto (71) em CDCls a 5500 MHz
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Figura S145. Espectro de RMN *C do composto (71) em CDCls a 125 MHz
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Figura S146. Espectro de RMN 'H do composto (73a) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Figura S147. Espectro de RMN 3C do composto (73a) em DMSO

2025/383 CIM OH

AMOSTRA: CIM OH (DEPTQ) - 500MHZ

Solvente: DMSO

HO

o o o o o
T 38 38288 RrR 882 8 8 3
25201
STIT
mm.mdw‘
EGETT
89VTL Y
LE°9TT
81621
8T'IET =—
6T THT
1]
=}
g
z
g
o
W —
3 95T/
2 68°8GT —
2 80°€9T ~__
<
o
&
o

205

160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 100 95 90 8 80 75 70 65 60 55 50 45
f1 (ppm)

165




Figura S148. Espectro de RMN 'H do composto (73b) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Figura S149. Espectro de RMN 3C do composto (73b) em DMSO-d6a 125 MHz
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Figura S150. Espectro de RMN 'H do composto (75a) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Figura S151. Espectro de RMN '*C do composto (75a) em DMSO-d6a 125 MHz
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Figura S150. Espectro de RMN 'H do composto (75b) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Figura S151. Espectro de RMN '*C do composto (75b) em DMSO-d6a 125 MHz
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Figura S152. Espectro de RMN 'H do composto (75¢) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Figura S153. Espectro de RMN *C do composto (75¢) em DMSO-d6a 125 MHz
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Figura S152. Espectro de RMN 'H do composto (77) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Figura S153. Espectro de RMN *C do
O O

composto (77) em DMSO-d6a 1255 MHz
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Figura S154. Espectro de RMN 'H do composto (78) em CDCl3 a 500 MHz
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Figura S155. Espectro de RMN *C do composto (78) em CDCls a 125 MHz
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Figura S156. Espectro de RMN 'H do composto (79) em CDClsa 500 MHz
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Figura S157. Espectro de RMN *C do composto (79) em CDCls a 1255 MHz
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Figura S158. Espectro de RMN 'H do composto (75d) em DMSO-d6 a 500 MHz
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Figura S159. Espectro de RMN *C do composto (75d) em DMSO-d6a 125 MHz
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7.32. Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massa (CL-EM) e
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

Figura S160. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray
(CL-EM ES) do composto 51*
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Figura S161. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray
(CL-EM ES) do composto 51b

Acquisition Parameter
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Figura S162. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray
(CL-EM ES) do composto 51¢

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positiva Set Nebulizer 1.8 Bar
Focus Mot active Set Dry Heater 220 °C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500V Set Dry Gas 4.0 Vmin
Scan End 1300 miz Set End Plate Offset -500 Y Set Diven Vale Waste

Intens, | BRC +All M9
x106]
0.81
1 3
'D.61
]
0.4 ]
0.24
0.0 Exact Mass: 393,19
5 10 15 20Time [min]
Intens. ] +MS, 16.2£0.1min, H9899-10003, -Peak Bkgrnd
IEHJGE 1+
] 410.2232
2000
1000
GE 1991840
200 ' 400 ' 500 ' 800 ' 1000 ' 1200  m/z
# miz 1%
1 3672757 68
2 4102232 1000
3 4102666 1.8
4 4104801 718
5 4107296 928
& 4107984 165
7 4108669 163
B 4109938 713
8 4112247 213
10 411.3027 71

Cmpd 2, 16.3 min

216



Figura S163. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray

Acquisition Parameter
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Cmpd 2, 17.6 min
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Figura S164. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray
(CL-EM ES) do composto 51e

Acquisition Parameter
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Cmpd 2, 16.5 min
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Figura S165. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray
(CL-EM ES) do composto 51f
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Figura S166. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray
(CL-EM ES) do composto 51h

Acquisition Parameter
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Figura S167. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray
(CL-EM ES) do composto 51i

Acquisition Parameter
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Figura S168. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com lonizag¢ao por Eletrospray

(CL-EM ES) do composto 51j

Acquisition Parameter
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Figura S169. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray

(CL-EM ES) do composto 51k
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Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500 v Set Dry Gas 9.0 fmin
Scan End 1300 mfz Sot End Plate Offset  -500 v Sot Divert Vaklie Waste
S
Intens. | BPC +All M3 l Y
:-clEISJ XN
J :
|
4] N~ "0 0”0
zi
1 3 .
o . : : . , Exact Mass: 369,14
5 10 15 20Time [min]
# RT [rmin] Area SIN Max. m/z FWHM [rmin] Area Frac. %
1 15.5 83890 1416  288.1612 0.2 1.16
2 17.6 6858182  B277.0 370.1485 0.2 95.18
3 18.6 265355 087 4521377 0.2 366
Intens. +MAS, 15.520.1mim, #9412-9592, -Peak Bkgrnd
3000
2BB.1612
2000
1000
0 173.1311
200 400 600 800 1000 1200 mjfz
& miz 1%
1 1731311 1.8
2 270966 1.2
3 28R672 1000
4 282048 55
5 2882422 B3
6 2882727 55
7 2882988 41
B 2883238 24
9 283576 B8
10 4533579 1.3

Cmpd 2, 17.6 min
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Figura S170. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray
(CL-EM ES) do composto 511

Arauicitinn Daramatar

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 1.8 Bar
Focus Mot active Set Dry Heater 220°C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500V Set Dry Gas 9.0 Vmin
Scan End 1300 miz Set End Plate Offset  -500 V Set Divert Valve Waste
Intens. BPC +AIl M| = IN
x109
6 SN NS
4 1
g4
N" "0 o~ o
re
oL :
: 0 s 20Time (min) Exact Mass: 364,18
# RT [min] Area SIN Max. m/z FWHM [min] Area Frac. %
1 141 4278495 1314.2 183.1042 0.1 96.69
2 14.7 146453 58.2  223.0596 0.1 3.3

Cmpd 1, 14.1 min

Intens. +MS5, 14.240.3min, #8693-9067, -Peak Bkgrnd
x10°
2+
44 183.1042
2 -
1+
0 365.1872
200 400 600 800 1000 1200 my/z
# miz 1%
1 183.0291 09
2 183.1042 100.0
3 183.2232 40
4 183.4859 0.5
5 183.6055 25.
6 183.7285 1.2
7 1841069 38
8 184.6072 0.4
9 365.1872 4.2
10 366.1916 1.0
# 2 SumFormula Adduct Meas. m'z err [mDa] Ion Formula m'z err [ppm| mSigma # mSigma
1 1+ C22ZH24N203 M+H 365.1872 -1.2 C22H25N203  365.1860 -3.2 10.8 1

Cmpd 2, 14.7 min
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Figura S171. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray

(CL-EM ES) do composto 51m

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positivi Set Nebulizer 1.6 Bar
Focus Mot active Sot Dry Heater 220°C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500 W Set Dry Gas 9.0 lfmin
Scan End 1300 miz Sot End Plate Offset -500 W Set Divert Vale Waste
Intens, BPC +All M5
x100
0.8
1 X
0.6
041 N "0 0" o
D.Ei
; - = S e i Exact Mass: 413,20
# RT [min] Area SIN Max. m/z FAWVHM [min] Area Frac. %
1 171 GTZBT50 10247  414.20869 0.2 100.00
Cmpd 1, 17.1 min
Intens. | +M35, 16.9-18.0min, #10481-11192, -Peak Bkgrnd
®10° |
6- 1+
] 414,2069
4_
2_
0 T - T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 mjfz
o miz 1%
1 4739636 1.4
2 4142068 100.0
3 4144902 95
4 4147921 08
5 414489711 06
6 4152085 297
T 4154958 26
B 4162123 5.0
9 B27.4011 1.5
10 8284042 09
¥ z  Sum Formula Adduct Meas. m'z  err [mDa]  lon Formula Mz orr [ppm|  mSigma  # m5igma
I 1+ CEZTHEZTNOZ M+H 4142069 0.5 CETHZEMNO3 4142064 -1.2 1.7 1
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Figura S172. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray
(CL-EM ES) do composto 51n

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Mebulizer 1.8 Bar
Focus Mot active Set Dry Heater 220°C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500V Set Dry Gas 9.0 Vmin
Scan End 1300 miz Set End Plate Offset  -500 V Set Divert Valve Waste
Intens. BPC +All M5, /N
%103 m
1 X N
4_
ol . . . .
5o 00 Tere tranl Exact Mass: 365,17
#  RT [min] Area SN Max.mfz  FWHM [min]  Area Frac. %
1 15.0 3238676 814.2 366.1814 0.1 100.00
Cmpd 1, 15.0 min
Iﬂl'Eﬂss_ +MS, 15.3#0.4min, #9134-9715, -Peak Bkgrnd
0 CaiHzaNyO, [M4H]
4 1+
366.1814
2 2+
183.6024
U L | T L] T ¥ T T * T L] T
200 400 600 800 1000 1200 myz
i miz 1%
1 183.6024 319
2 1837219 1.4
3 1841036 8O
4 1846053 1.2
5 3659731 1.2
6 366.18174 100.0
7 366.4304 8O
8 367.1844 242
9 367.4346 1.9
10 36B.187Z2 34
# z SumFormula Adduct Meas. mz e [mDa]  Ion Formula m'z err [ppm| mSigma # mSigma
1 1+ CZIHZ3IN303 M+H 3661814 -0.2 CZ1HZ4N303  366.1812 -0.4 0.z 1
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Figura S173. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray
(CL-EM ES) do composto 510

Cmpd 1, 17.4 min

Intens. | +h3, 17.1-18.4min, #10227-11060, -Peak Bkgrnd
x10%
] 1+
4142101
4+ :
ke
G T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 m/z
# miz | %%
1 4139635 1.3
2 4142101 1000
3 4144927 88 S
4 41448730 07
5 4152128 300 N
6 41654390 08 N 0 0 0
T 4164976 25
8 4162153 50
9 8274076 13 .
1o srgai1a o8 Exact Mass: 413,20
# =  5Sum Formula  Adduct  Meas. miz  err [mDa]  [on Formula 'z err [ppm|  mSigma  # mSigma
1 1+ C2ZTHZTNO3 M+H 4142101 -37 C2THZENOI 4142064 -8B 04 1
Intens. | BPC +All M5
nlﬂs{
6 1
41' |
21 ||
g.}. N | S -
10 15 20 Time [min]
# RT [min] Area SIN Max. miz FWHM [min] Area Frac. %
1 174 BEBIOSS  BOSO 4142101 0.2 100.00

Cmpd 1, 17.4 min
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Figura S174. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos

(CLAE/DAD) do composto S1q

21/10/2025 15:44:11 Page 1/1

SHIMADZU

= LabSolutions

Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name
Data Filename
Method Filename

:LF0419
:LF0419.lcd
: Método1-Finais MeOH-HAc 20-80%.lcm
111

Vial # p Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired 1 15/10/2025 11:59:49 Acquired by :HPLC
Date Processed :15/10/2025 12:12:04 Processed by ]
<Chromatogram>
mAU
2 PDA Multi 2 330nm,4nm|
P

300+

200——

100

] 3
] R0 b
0
0,0 ' ] 2,|5 ' I ' 5,|0 ‘ I ' 715 ' I 10,0 ‘
min

<Peak Table>
PDA Ch2 330nm
Peak# Ret. Time Area Height Name Area%

1 1,309 198 2726 0,238

2 1,568 6206 747 0,180

3 6,498 23068 | 2550 0,669

4 7,789 3413198 | 361517 98,914

Total 3450670 367541 100,000

LaDMol-486

C:\LabSolutions\Data\LaDMol\Larissa\Nova pasta\Nova pasta\LF0419.lcd
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Figura S175. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos

(CLAE/DAD) do composto 51r

SHIMADZU

: LabSolutions

21/10/2025 15:51:12 Page 1/1

Analysis Report

<Sample Information>

Sample Name
Data Filename
Method Filename

:LF0431.4
:LF0431.4.lcd
: NAH Finais Novo MeOH-Acido 30-80%.Ilcm

Vial # 111 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired :09/10/2025 14:56:36 Acquired by :HPLC
Date Processed :09/10/2025 15:08:37 Processed by 3
<Chromatogram>
mAU
1 S PDA Multi 2 330nm,4nm|
300+ o
i N~
200+
100
3 2
~ =
- — — — ——
0,0 25 5,0 7.5 10,0
min
<Peak Table>
PDA Ch2 330nm
Peak# Ret. Time Area Height Name Area%
1] 7,044 43958 7007 | 2,571
2 7,820 1643044 | 306986 | 96,096
3 10,094 22795 4050 1,333
Total 1709797 318042 100,000
Peak: 2
RT: 7,820

LaDMol-491

C:\LabSolutions\Data\LaDMol\Larissa\Nova pasta\LF0431.4.Ilcd
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Figura S1756. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(CLAE/DAD) do composto 51s

SHIMADZU

= LabSolutions

<Sample Information>

Sample Name
Data Filename
Method Filename

Vial #

Injection Volume
Date Acquired
Date Processed

:LF0420

: LF0420.lcd
: NAH Finais Novo MeOH-Acido 30-80%.Ilcm
111

210 uL
:01/10/2025 14:17:35
£ 01/10/2025 14:44'50

21/10/2025 15:55:51 Page 1/1

Analysis Report

Sample Type : Unknown

Acquired by :HPLC
Processed by ]

<Chromatogram>
mAU
1 © PDA Multi 2 340nm,4nm|
— 2
500+
250+
o ~N <
| 3
N~ @ [=2]
0
0,0 ‘ ' 215 I I 5:0 ‘ ' 7,|5 . I I 10,0 ' I
min
<Peak Table>
PDA Ch2 340nm
Peak# Ret. Time Area Height Name Area%
1 7,536 4402862 678902 96,389
2 7,840 59220 9429 1,296
3 8,312 44143 9168 0,966
4 9,444 61580 | 9513 1,348
Total 4567805 707012 100,000

Peak: 1
RT: 7,536

LaDMol-487

C:\LabSolutions\Data\LaDMol\Larissa\Nova pasta\LF0420.lcd
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Figura S177. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(CLAE/DAD) do composto 51t

SHIMADZU
= LabSolutions

<Sample Information>

Sample Name
Data Filename
Method Filename

:LF0426

: LF0426.Icd

: NAH Finais Novo MeOH-Acido 30-80%.lcm
111

21/10/2025 15:53:29 Page 1/1

Analysis Report

Vial # i Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired :01/10/2025 15:00:26 Acquired by :HPLC
Date Processed :01/10/2025 15:28:46 Processed by ]
<Chromatogram>
mAU
1 @ PDA Multi 2 340nm,4nm|
0
400 =
300
200
100
| g L g 8
~ © (=]
o 4
0,0 I ‘ 2:5 ' ' I I 5:0 I I I ' 7,|5 I 16,0 ’ '
min
<Peak Table>
PDA Ch2 340nm
Peak# Ret. Time Area Height Name Area%
1 7,048 8225 1522 0,255
2 7,553 3153224 442992 97,652
3 7,820 33781 | 4760 1,046
4 8,342 19060 | 3471 0,590
5 9,488 14738 | 2911 0,456
Total 3229029 | 455656 100,000
Peak: 2
RT: 7,553
mAU

195
2500+

2000
15009
1000

500

LaDMol-489

C:\LabSolutions\Data\LaDMol\Larissa\Nova pasta\LF0426.Icd
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Figura S178. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(CLAE/DAD) do composto S1u

SHIMADZU

= LabSolu

tions

<Sample Information>

Sample Name :LF0430
Data Filename : LF0430.lcd
Method Filename : NAH Finais Novo MeOH-Acido 30-80%.Ilcm

111 Sample Type

Vial #

Injection Volume S10uL
Date Acquired :01/10/2025 13:47:28
Date Processed :01/10/2025 14:13:54

21/10/2025 15:56:47 Page 1/1

Analysis Report

Acquired by

Processed by

: Unknown

:HPLC

<Chromatogram>
mAU
2004 g PDA Multi 2 340nm,4nm
] ~
150
100-]
50-|
] 3 388
0 A ~ ©w ©
0,0 I ‘ 2:5 ' ' 5:0 I I k 7,|5 I 16,0 '
min
<Peak Table>
PDA Ch2 340nm
Peak# Ret. Time Area Height Name | Area%
1 7,049 1439876 197405 99,363
2 7,554 1699 309 0,117
3 8,043 1375 164 0,095
4 8,295 3983 309 0,275
5 8,656 2174 286 0,150
Total 1449107 198473 100,000
Peak: 1
RT: 7,049
mAU
2000

1000

500

6
(¢}

ShS
LaDMol-490

I OH

O

C:\LabSolutions\Data\LaDMol\Larissa\Nova pasta\LF0430.Icd
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Figura S179. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(CLAE/DAD) do composto 51v

SHIMADZU
= LabSolutions

<Sample Information>

Sample Name
Data Filename
Method Filename

Vial #

Injection Volume
Date Acquired
Date Processed

:01/10/2025 14:58:19

:LF0425

: LF0425.1cd

: NAH Finais Novo MeOH-Acido 30-80%.lcm

111 Sample Type
:10uL

:01/10/2025 14:32:31 Acquired by

Processed by

21/10/2025 15:55:05 Page 1/1

Analysis Report

: Unknown

:HPLC

<Chromatogram>
mAU
] 2 PDA Multi 2 340nm,4nm|

1000 =

750-]

500-]

250-]

33 8
] S
o @ ©
0,0 I ‘ 2:5 ' I 5:0 I ‘ 7,|5 I 16,0 ‘ '
min

<Peak Table>
PDA Ch2 340nm
Peak# Ret. Time Area Height Name Area%

1 7,050 7674202 1050254 98,293

2 7,547 72094 9802 0,923

3 8,031 24391 2980 0,312

4 8,586 36765 7724 0,471

Total 7807453 1070760 100,000

Peak: 1
RT: 7,050

LaDMol-488

C:\LabSolutions\Data\LaDMol\Larissa\Nova pasta\LF0425.Icd

233



Figura S180. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(CLAE/DAD) do composto 51x

SHIMADZU

: LabSolutions

<Sample Information>

21/10/2025 15:52:15 Page 1/1

Analysis Report

Sample Name :LF0433
Data Filename :LF0433.lcd
Method Filename : NAH Finais Novo MeOH-Acido 30-80%.Ilcm
Vial # 111 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired :01/10/2025 15:16:23 Acquired by :HPLC
Date Processed :01/10/2025 15:42:22 Processed by :
<Chromatogram>
mAU
[3 PDA Multi 2 340nm,4nm|
1 5
500+
250
N o
o A
o 2,5 510..,,7',5 160
min

<Peak Table>
PDA Ch2 340nm
Peak# Ret. Time Area Height Name Area%

1] 7,378 4554332 | 670818 | 96,826

2 7,696 98448 | 13343 2,093

3 8169 50849 9182 1,081

Total 4703630 693343 100,000

Peak: 1
RT: 7378

LaDMol-492

C:\LabSolutions\Data\LaDMol\Larissa\Nova pasta\LF0433.Icd
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Figura S181. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com Ionizag¢ao por
Eletrospray (CL-EM ES) do composto 54a

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Paositive Set Nebulizer 1.8 Bar
Focus Not active Set Dry Heater 220 °C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500V Set Dry Gas 9.0 ¥min
Sean End 1300 miz Set End Plate Offset 500V Set Divert Valve Waste
Intens. BPC +All MS

%1057

§
+ i N~ "0 o Yo

s o s e Exact Mass: 378,19
#  RT[min] Area SIN  Max. miz  FWHM [min]  Area Frac. %
1 16.5 76423 20.9 186.1264 0.1 1.41
2 16.8 53340861 825.5 379.2046 0.2 98.59

Cmpd 1, 16.5 min

Intens. +M35, 16.520.1min, #10060-10245, -Peak Bkgrnd
x10%3
2+
1.5 186.1264
1.0
E 1+
0.5 371.2355
0.0 | : - - - T T
200 400 600 800 1000 1200 myfz

# miz 1%
1 186.1264 100.0
2 186.2167 29
3 186.2468B 6.1
4 186.6283 21.7
5 186.7444 16
6 187.1281 21
T 1840217 1.4
8 371.2355 215
9 371.3298 16
10 372.2402 54

Cmpd 2, 16.8B min
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Figura S182. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com Ionizag¢ao por
Eletrospray (CL-EM ES) do composto 54¢

Compound Spectrum List Report

Acquisition Date  11/8/2024 4:48:42 PM

Operator  Demo User

Instrument compact 8255754.00000

Analysis Info

Analysis Name  Di\Data\Results\2024\08112024\LF0365_106_1_5136 — Blank_1_1_5132.d
Methad az 2 his 98 Reinheit ab 90 pickup nur MS.m

Sample Name  LFO365

Comment Original analysis: 'LFO365_106_1_5136.d",

Subtracted analysis: 'Blank_1_1_5132.d' (Xpose, 0.55, 5),

Processed with: ‘DataAnalysis 5.3.556',
Date: 2024-11-08T19:21:04

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 1.8 Bar
Focus Mot activer Set Dry Heater 220 °C
Scan Begin 50 miz Sat Capillary 4500 v Set Dry Gas 9.0 fmin
Scan End 1300 miz Sot End Plate Offset  -500 Sat Divert Valve Waste
Intens. | BPC +All M5
%105 ] H
|
5" 1 N
|
] NN
4 N o o~ o OMe
]
5 10 15 20Time [min] Exact Mass: 408,20
# RT [min] Area SiIN Max. m'z FWHM [min] Area Frac. %
1 16.8  B615205  7661.4  408.2133 0.2 100.00
Cmpd 1, 16.8 min
Intens. +M35, 16.4-17.5min, #10141-10839, -Peak Bkgrnd
x10%
6 1+
409,2133
4_
2_
0 r T T T T T
200 400 600 800 1000 1200 m/z
# miz | %
1 4088746 1.2
2 408.2133 1000
3 4094976 B3
4 409.7943 086
5 40989905 06
6 4102160 273
7 4104483 09
8 4106021 21
9 411.2187 45
10 4122210 05
# z 5Sum Formula Adduct Meas. mz  err [mDa)]  lon Formula m'z ert [ppm]  mSigma # mSigma
I 1+ C23HZENAO3  M+H 400.2133 0.3 C2IHZTNADS 4072078 0.6 BILE 2
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Figura S183. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com Ionizag¢ao por
Eletrospray (CL-EM ES) do composto 61a

#

Analysis Info
Analysis Name

Method
Sample

MName

Comment

Acquisition Date

Compound Spectrum List Report

D:\Data\Results\2024\18102024\LF0380_20_1_4978 — Blank_1_1_4975.d

az 2 bis 98 Reinheit ab 30 pickup nur MS.m

LFO390

Original analysis: 'LF0390_20_1_4978.d,

Subtracted analysis: 'Blank_1_1_4975.d' (Xpose, 0.5s, 5),

Processed with: 'DataAnalysis 5.3.556",
Date: 2024-10-19T13:22:25

Acquisition Parameter

Source: Type ESI lon Polarity Positive:
Focus Mot active
Scan Begin 50 mfz Set Capillary 4500V
Scan End 1300 miz Set End Plate Offset  -500 V
Intens. BPC +All MS|
%1051
6 1
4 -
2_
2
0- pitncain s ;
10 20Time [min]
# RT [min] Area SIN Max. m/z FUWHM [min] Area Frac. %
1 16.4 5305180 1205.5 364.1897 0.2 96.62
2 171 185686 446 442.0990 0.2 3.38

Cmnd 1. 16.4 min

Operator
Instrument compact

Demo User

10/18/2024 4:00:16 PM

8255754.00000

Set Nebulizer 1.8 Bar
Set Dry Heater 220°C
Set Dry Gas 9.0 ¥min
Set Divert Valve Waste
0._~__N

0

Exact Mass: 363 18

Intens. +M5, 16.520.2min, #9867-10141, -Peak Bkgrnd
X105+
1+
3641897
4_
24
0 . L . . . .
200 400 600 800 1000 1200 myfz
# miz 1%
1 363.9859 1.2
2 364.0824 06
3 364.1887 1000
4 364.4384 B2
5 3647375 09
6 364.9851 0.6
7 365.1925 257
8 3B65.3951 06
9 365.4416 21
10 366.1955 3.8
z  Sum Formula  Adduct Meas. mz  err [mDa]  lon Formula m/z mSigma # mSigma
1+ C23H25N03 M+H 364.1897 C23HZ6M03 3641907 0.2

1

Cmpd 2, 17.1 min

237



Figura S184. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com Ionizag¢ao por
Eletrospray (CL-EM ES) do composto 61b

Compound Spectrum List Report

Analysis Info Acquisition Date  10/29/2024 3:45:18 PM
Analysis Name D:\Data\Results\2024\29102024\LF0391_84_1_5055 — Blank_1_1_5053.d

Method az 2 bis 98 Reinheit ab 90 pickup nur MS.m Operator  Demo User

Sample Name  LF0391 Instrument  compact 8255754.00000
Comment Original analysis: 'LF0391_84_1_5055.d',

Subtracted analysis: ‘Blank_1_1_5053.d' (Xpose, 0.55, 5),
Processed with: ‘DataAnalysis 5.3.556",
Date: 2024-10-29T16:14:06

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Pasitive Set Nebulizer 1.8 Bar
Focus Mot active Set Dry Heater 220 °C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500V Set Dry Gas 9.0 Vmin
Scan End 1300 mlz Set End Plate Offset  -500 V Set Divert Valve Waste
Intens, | BPC +All M5
X105 ]
6 1
4
24
2
0+ : ; ; ; ;
5 10 15 20Time [min]
Exact Mass: 39319
#  RT [min] Area S/IN  Max.m/z  FWHM [min]  Area Frac. %
1 16.7 6460192 12304 394.2059 0.2 95.58
2 17.3 298834 70.8 4741139 0.2 4.42

Cmpd 1, 16.7 min

Intens. 1 +MS, 16.820.3min, #10328-10682, -Peak Bkgrnd|
x105]
1+
394.2059
&g«
2;
200 400 600 800 1000 1200 m/z
# miz 1%
1 39389774 12
2 3942059 1000
3 3944475 05
4 3944784 81
5 3947717 06
6 3948846 06
7 3952085 266
8 3954267 08
9 3954821 21
10 396.2111 4.3

Cmpd 2, 17.3 min
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Figura S185. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com Ioniza¢do por
Eletrospray (CL-EM ES) do composto 61¢

Intens. | +MS, 16.7+0.4min, #10076-10568, -Peak Bkgrnd
x105
1+
4 3641919
2 -
0 T T T T T 1
200 400 600 800 1000 1200 m/z

# miz | %

1 3639880 1.2

2 364.0932 04 N 0

3 364.1919 100.0 ~ AN

4 364.4419 18

5 364.7408 0.6

6 364.9005 0.6 (0] 0]

7 365.1949 25.9 .

8 3653944 07 Exact Mass: 363,1 8

9 3654453 20

10 366.1978 3.7

# z SumFormula Adduct Meas.m/z err [mDa] Ion Formula m/z err [ppm| mSigma  # mSigma
1 1+ (C23H25NO3 M+H 364.1919 -1.2 C23H26N03 364.1907 -3.2 1.6 1

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Paolarity Positive Set Nebulizer 1.8 Bar
Focus Not active Set Dry Heater 220°C
Scan Begin 50 m/z Set Capillary 4500 V Set Dry Gas 9.0 /min
Scan End 1300 m/z Set End Plate Offset  -500 V Set Divert Valve Waste
Intens. BPC +All MS
x10°
6_
1
4
i |
2_
1 |
([ — > - —- ]L : -
5 10 15 20Time [min]
# RT [min] Area SIN Max. m/z FWHM [min] Area Frac. %
1 16.6 5204875  406.3  364.1919 02 100.00

Cmpd 1, 16.6 min
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#
1

Figura S186. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com Ionizag¢ao por

Eletrospray (CL-EM ES) do composto 61d

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Set Nebulizer 1.8 Bar
Focus Mot active Set Dry Heater 220°C
Scan Begin 50 mfz Set Capillary Set Dry Gas 9.0 Vmin
Scan End 1300 miz Set End Plate Offset Set Divert Valve Waste:
Intens. | BPC +All M5
3105_
0.6 !
0.4 0
0.2 H/ Exact Mass: 363,18
0.0l : ; . . : N
5 10 15 20Time [min] Q
RT [min] Area SIN Max. miz FWHM [min] Area Frac. %
16.7 8644005 7982.7 364.191M 0.2
Cmpd 1, 16.7 min
Intens. | +MS, 16.5-17.9min, #10238-11123, -Peak Bkgrnd
x105
B 1+
364.1911
& -4
2 -
U T T T T T T T T
200 400 600 1000 1200 myfz
# miz 1%
1 3639869 1.1
2 364.0749 04
3 3641971 100.0
4 3644470 7.7
5 3647387 06
6 364.9858 0.5
7 365.1939 256
4 3654119 08
9 3654471 1.7
10 366.1966 3.7
# =z SumFormula Adduct Meas. mz err [mDal Ion Formula err [ppm|] mSigma # mSigma
1 1+ CZIHZ3NO3 M+H 364.1811 -0.4 C23HZEM0O3  364.1907 -1.0 0.6 1
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Figura S187. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(CLAE/DAD) do composto 61e

21/10/2025 15:36:27 Page 1/1

SHIMADZU

2 LabSolutions AnalySiS Report

<Sample Information>

Sample Name : LF0439'
Data Filename : LF0439'.Icd
Method Filename : NAH Finais Novo MeOH-Acido 30-80%.Ilcm

Vial # 111 Sample Type : Unknown
Injection Volume : 10 uL
Date Acquired :10/10/2025 15:12:49 Acquired by :HPLC
Date Processed :21/10/2025 15:34:29 Processed by :
<Chromatogram>
mAU
| o PDA Multi 2 330nm,4nm|
4 ©
200+ c
150-]
1004
504
' 5 8
0 1 =) =) X -
T t & &g T T T
0,00 0,25 0,50 0,75 1,00 1:25
min
<Peak Table>
PDA Ch2 330nm
Peak# Ret. Time Area | Height Name Area%
1 0,288 2843 349 0,287
2 0,466 5479 | 527 0,553
3 0,699 976488 | 216984 98,518
4 1,017 2674 701 0,270
L 5 1,101 3692 1356 0,372
Total 991176 | 219918 100,000

1000
@ \
N0 : o0 Yo

LaDMol-494

C:\LabSolutions\Data\LaDMol\Larissa\Nova pasta\LF0439'.Icd
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Figura S188. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com Ionizag¢ao por
Eletrospray (CL-EM ES) do composto 61f

Compound Spectrum List Report

Analysis Info Acquisition Date  11/6/2024 1:01:13 PM
Analysis Name  D:\Data\Results\2024\06112024\LF0372_22_1_5124 — Blank_1_1_5123.d

Method az 2 bis 98 Reinheit ab 90 pickup nur MS.m Operator  Demo User

Sample Name  LF0372 Instrument compact 8255754.00000
Comment Original analysis: 'LF0372_22_1_5124.d,

Subtracted analysis: 'Blank_1_1_5123.d' (Xpose, 0.5s, 5).
Processed with: 'Datafnalysis 5.3.556,
Date: 2024-11-06T13:49:45

Acquisition Parameter

Source Type ES| lon Polarity Positive Set Nebulizer 1.8 Bar
Focus Mot active Set Dry Heater 220°C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500 V Set Dry Gas 9.0 ¥min
Scan End 1300 miz Set End Plate Offset 500V Set Divert Valve Waste
Intens, 4 BPC +All M5
xl()ﬁ_
0.6+ 1
0.4
|
0.2
2
00 e . ;
5 10 15 20Time [min]
# RT [min] Area SIN Max. m/z FUWHM [min] Area Frac. %
1 15.4 6520787 8032.2 253.1640 0.2 98.81
2 15.8 q87nz 160.8 293.1176 0.1 1.19

Cmpd 1, 15.4 min

Intens. - +M35, 15.540.3min, #9125-9459, -Peak Bkgrnd
x105
6 2+
253.1640
4
27 CatHaN2Os, [M+H]
0 . ' : r y :
200 400 600 800 1000 1200 myz
# miz 1%
1 8B.0980 0.5
2 253.0381 1.0
3 253,640 100.0
4 253.3325 5.2
5 2538650 352
6 253.8345 2.0
7 254.1664 7.0
8 254.3358 04
9 2546679 0.9
10 5053058 1.2 Exact Mass: 504,30
# z  SumFormula Adduct Meas. m/z  err [mDa]  lon Formula miz err [ppm] mSigma # mSigma
1 1+ C31H40N204  M+H 505.3059 0.2 CITH41N204  505.3061 0.5 320 1
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Figura S189. Cromatografia Liquida-Espectrometria de Massas com lonizagdo por Eletrospray
(CL-EM ES) do composto 64

Compound Spectrum List Report

Analysis Info Acquisition Date  11/26/2024 6:50:45 PM
Analysis Name  D:\Data\Results\2024\26112024\LF0408_72_1_5251 — Blank_1_1_5244.d

Method az 2 bis 98 Reinheit ab 90 pickup nur MS.m Operator  Demo User

Sample Name  LF0408 Instrument compact 8255754.00000
Comment Original analysis: 'LF0408_72_1_5251.d",

Subtracted analysis: ‘Blank_1_1_5244.d" (Xpose, 0.5s, 5),
Processed with: ‘DataAnalysis 5.3.556',
Date: 2024-11-26T20:58:29

Acquisition Parameter

Source Type ESI lon Polarity Positive Set Nebulizer 1.8 Bar
Focus Not active Set Dry Heater 220°C
Scan Begin 50 miz Set Capillary 4500 V Set Dry Gas 9.0 Vmin
Scan End 1300 miz Set End Plate Offset  -500 Set Divert Valve Waste
Intens. ] BPC +All MS|
%106 1
1.09
0.8 2

067 O =
0.4 O/\/\O o X0
0.2

\ 1

0.0 : . : . . _
5 10 15 20Time [min] Exact Mass: 363,1 8
# RT [min] Area SIN Max. mfz FWHM [min] Area Frac. %
1 15.2 518540 316.2 265.1543 0.3 2.89
2 16.5 17422932 6613.4 3641914 0.3 97.11

Cmpd 1, 15.2 min

Intens. 3 +MS, 15.240.3min, #9228-9552, -Peak Bkgrnd
x1047
1+
1.51 265.1543
1.03
0.54
0.0 - S = . v - ~ - - ¥
200 400 600 800 1000 1200 my/z
# mlz 1%
1 248.1647 134
2 2482784 15
3 265.1543 100.0
4 265.2701 2.0
5 265.3060 5.0
6 265.3383 75
7 266.1577 161
8 266.2416 : 74
9 2781769 7.2
10 302.1745 79

Cmpd 2, 16.5 min
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Figura S190. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(CLAE/DAD) do composto 75a

SHIMADZEL

. Labsolutions  ANnalysis Report

<Sample Information>

Sample Name CAACIMAC 2

Sample ID CAACIMAC. 2

Data Filename CAACIMAC 2 led

Mathod Filename : isocratico CHICM-acido T0%.lcm
Batch Fllename

Vial # c 141 Sample Type : Unknown
Imjection Volumea 10 ul
Date Acquired 09022026 141910 Acquired by cHPLC
Date Processed  : 09/02/2026 14:29:12 Processed by - HPLC
=Chromatogram=>
m&L
400 POA Multi 1 254nm 4nm

0,737

300

200- ||

1,670

T T T T T T
0,0 z25 5.0 7.5

=Peak Table>
PDA Chl 254nm

mim
| N /
FPeak# Retl. Time Area Area¥h ’

1| 0737 2157150 9@ 241 N N
2 1243 31936 1.454
3 1470 BEOR 0.305

Tola 7195764] 100000 "o o Yo

@
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Figura S191. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(CLAE/DAD) do composto 75b

SHIMADZEL

_ Labsolutions Analysis Report

=Sample Information=>

Sample Mama L ClIMMePIP
Data Filename s ClMbMePIPlcd
Method Fllename : MeOH-H20 20-80% lcm
Vial & t1-1 Sample Typea : Unknown
Injection Volumea @10 Ul
Date Acquired SAEM0M2025 16:17:23 Acquired by : HPLC
Date Processed 151002025 16:33:44 Processed by :
=Chromatogram>
maALl
PDA WIEE JBGnm. 4nimy
[l
150-] (
]
I
[
|I
100 |
|
| I
] I
HiH |
| w
= rg ‘53
. , BN
0o S 25 50 15
min
=Peak Table>
3BEnm
Peak# Rel. Time Araa Heaight Marne Araah
1 7.240 ETEE 457 0257
2 FEED] 5380 528 240
3 7.914 35548 2356 1,682
4 8,204 15514 2005 T
5 B.507 2154715 174053 95,885
& 5,075 0246 2812 1,346
Tt FIATARA EEEEET 100,000
Peak: 5
RT: &507
mALl
) l't? —
8o | |} N
o1 | ’ /
[} 11 /
son+) | A N
4o 4
W\ oo N0 NN N
200 4 \-. 18 —
101 4 \l__xjiiuﬂilﬁﬁd o —ﬂ\\
2041 300
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Figura S192. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia com detector de arranjo de diodos
(CLAE/DAD) do composto 75d

SHIMADZEL

2 LabSolutions A“ﬁlYSlS Report

<Sample Information=>

Sample Mame CAAIMBC.3

Sampla IO CAAIMIC.3

Diata Filenamea CAAIMAC. 3 bed

klathod Filenama : isocratico CH3CM-acido 70%.lcm

Baich Filename
Vial # 211 Sampla Type : Urkniznwn
Injection Volume 10 ul
Date Acguired 020272026 14:38:21 Acquired by :HPLC
Date Processed 0210272026 14:54:24 Procassed by : HFLC
<Chromatogram>
mALl
E FDA Multl 1 254nm, 4nmi
aoe| |7
300+ ’
20| |
1 |
wo| |
| =
1 II "lj
i LN | -
T T
0,0 25 L0
<Peak Table>
PDACH1 254nm
Poak#] Rel. Time Area Area’
1 0,761 1931788 95,871
2 1,280 83180 4,129
Tatal 20145978 100,000
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7.3. GRAFICOS “BOILED-EGG” E DE RADAR
Figura S193. Graficos “boiled-egg” para os compostos Sla-f

LogP

5la
Slb

51d © Slc
51f @ © &le
o

20 40 GO B0 100 120 140 160 180 TPSA
Figura S194. Graficos “boiled-egg” para os compostos S1h-x
51jo [+]
+]
51mo
51ro 51t ..
°51S::rl:l glk o 51h
s1lo 51u
(=]
51in
TPSA

BHE
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AGI
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PGP-
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Figura S195. Graficos “boiled-egg” para os compostos S4a-d

LogP

LogP

54dg
54e
5420 9 0 54b
TPSA
Figura S196. Graficos “boiled-egg” para os compostos 61a-f, 64 e 75a-d
Eéf
64961e0 0753 73d
61a@ ©
61b
TPSA

o

BHE
AGI

PGP+
PGP-

BHE
AGI
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PGP-
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Figura S196. Grafico de radar das propriedades fisico-quimicas (logP, TPSA, flexibilidade,
polaridade, tamanho, saturagdo/insaturacdo) e druglikeness para a maioria dos compostos
sintetizados.
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