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Resumo

A doenca de Alzheimer (DA) é uma neuropatologia grave e sem cura que se
caracteriza por um disturbio progressivo da memdria e outras fungcées cognitivas,
afetando o funcionamento ocupacional e social. Estimativas apontam que esta
doenca atinge aproximadamente 37 milhdes de pessoas em todo o mundo e é
considerada a maior causa de deméncias degenerativas em individuos acima dos 60
anos. Com o aumento da expectativa média de vida da populagdo mundial, doencas
associadas a longevidade como DA e a doenca de Parkinson passaram a
representar um grande desafio, onde o desenvolvimento de acdes terapéuticas mais
eficazes e seguras consiste em um dos objetivos mais perseguidos no cenario
cientifico internacional. Dentre as alteracbes fisiopatoldégicas associadas ao
desenvolvimento da DA, a reducéo da funcao colinérgica central tem sido o principal
alvo dos farmacos disponiveis que atuam, em sua maioria, na inibicdo da
acetilcolinesterase, enzima-chave na cascata biossintética e na regulacdo da
concentracdo de acetilcolina nas fendas sinapticas. A busca por novos farmacos
anticolinesterasicos com esqueleto carboénico inovador, levou-nos ao planejamento
de um novo protdtipo de candidato a farmaco desenhado pela hibridacdo molecular
das estruturas do donepezil (2) e da rivastigmina (3), dois farmacos disponiveis para
o tratamento da DA, com a insercdo de uma subunidade acil-hidrazona visando
propriedades antinflamatérias adicionais. O planejamento sintético da série 26 foi
baseado numa abordagem convergente envolvendo o acoplamento dos
intermediarios-chave, hidrazida 29 e o aldeido piperidinico 33. Realizou-se um
estudo comparativo de diferentes condi¢cdes oxidativas para obtencdo do aldeido-
chave observando os melhores rendimentos, independente do agente oxidante, para
alcoois benzilicos, os melhores tempos reacionais e rendimentos de conversao
foram observados com a utilizagdo de NaNO./Ac,, a melhor condicao de obtencao
de aldeidos nao-conjugados foi obtida utilizando PCC/DMSO como oxidantes.

Palavras-chave: inibidores de AChE. Doenca de Alzheimer. Planejamento de

farmacos. Quimica medicinal. Hibridacao molecular.



Abstract

Alzheimer's disease (AD) is a serious and incurable neuropathology, characterized
by a progressive disturbance in memory and other cognitive functions, affecting
dramatically the social and occupational behavior. Hitting 37 millions people in the
world, AD is considered the main cause of degenerative dementia in individuals over
the age 60. With the increase of life expectancy of population worldwide, diseases
associated to longevity such as AD and Parkinson's disease perform a big challenge,
where the development of more efficient and safety therapeutic agents becomes the
main target for research groups and Pharmaceutical Industry. Among the
pathophysiological changes associated with the development of AD, the reduction of
central cholinergic function has been the main target of the available drugs, which
work mainly in the inhibition of acetylcholinesterase, a key enzyme in the biosynthetic
cascade and regulation of the concentration of acetylcholine in synaptic clefts. The
search for new anti-cholinesterase drugs, with innovative carbon skeleton and
pharmacological profile, led us to design a new drug candidate prototype by using
molecular hybridization of the structures of donepezil (2) and rivastigmine (3), two
drugs available for the AD treatment. Furthermore, we proposed the insertion of an
acyl hydrazone subunit aiming to achieve additional anti-inflammatory properties. The
synthetic route for the series 26 was based on a convergent approach involving the
coupling of the key-intermediates hydrazide 29 and the piperidine aldehyde 33.

Keywords: AChE inhibitors, Alzheimer's disease, drug design, medicinal chemistry,
molecular hybridization.
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1 INTRODUCAO

A Doenga de Alzheimer (DA) é a causa mais comum de deméncias em
idosos, afetando mais de 37 milhées de pessoas no mundo (RAFII, 2009). Trata-se
de uma patologia crbnica, de progressao lenta, que se caracteriza principalmente por
declinio da capacidade intelectual em diferentes dominios cognitivos (BELLUTI,
2005).

Estudos estatisticos mostram que a DA acomete, principalmente, pessoas
com idade superior a 60 anos. A prevaléncia desta patologia cresce
exponencialmente com o aumento da idade, dobrando a cada 5 anos apds os 65
anos (HERRERA, 2002). Devido ao aumento da expectativa média de vida, fato que
ocorre preponderantemente em paises industrializados, € provavel que a incidéncia
da DA triplique nos proximos 50 anos (HENEKA, 2007).

O aumento da populacao de idosos vem crescendo em todo mundo. No
Brasil, os estudos epidemiolégicos corroboram a relacao da incidéncia da DA com a
longevidade, o que no caso desta populacdo € um dado importante para definicao
de politicas publicas de saude, uma vez que a expectativa média de vida tem
aumentado significativamente. Com estudos populacionais e de registros de casos
sobre a prevaléncia de deméncia realizados a partir de 1980, observa-se que a DA é
a forma mais frequente de deméncia no Brasil e que a baixa escolaridade associa-se
a maior prevaléncia da doenga (NITRINI, 1999).

A estratégia terapéutica disponivel atualmente baseia-se em trés pilares:
melhorar a cogni¢do, retardar a evolugéo e tratar os sintomas e as alteragbes de
comportamento. A necessidade de novas alternativas medicamentosas, de menor
custo e maior eficacia, tem motivado a busca por novos agentes anticolinesterasicos

uteis no tratamento de doencas neurodegenerativas (www.alzheimermed.com.br).



13

2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Doenca de Alzheimer

2.1.1 Etiopatogenia da doenca de Alzheimer

A causa definitiva da DA ainda nao esta completamente elucidada, entretanto
acredita-se tratar de uma patologia de origem multifatorial (BARRIL, 2001).
Evidéncias sugerem que fatores genéticos e ambientais contribuem para a
patogénese da doenca. Dentre estes fatores relacionados ao aumento do risco da
DA inclui-se idade avancada, traumatismo craniano associado a perda de
consciéncia, histéria familiar de deméncia, sindrome de Down, fatores de risco
vasculares, depressao, genoétipo da apolipoproteina E, entre outros
(FASSEBENDER, 2001).

Pela auséncia de marcadores bioldgicos, o diagnéstico clinico da DA baseia-
se na presenca de deméncia estabelecida por julgamento clinico, excluindo outras
possiveis causas de deméncia (MORRIS, 1991). Embora exames de imagens
auxiliem no diagnéstico diferencial pela presenca de atrofia cortical frontal e parieto-
temporal, associada com aumento dos ventriculos e reduc¢do no hipocampo (SANTI,
2000), o diagnéstico definitivo s6 € estabelecido no post-mortem, por estudo
anatomo-patolégico, observando a presenca de placas senis e emaranhados
neurofibrilares (CARAMELLI, 2000).

2.1.2 Caracterizacao da doenca

No processo de envelhecimento intrinseco, além do declinio no
funcionamento das atividades fisiolégicas, dificuldades cognitivas, especialmente
dificuldades de memdria sdo bastante observadas (LIMA, 2006).

A DA caracteriza-se por alargamento global dos sulcos corticais,
particularmente das estruturas mesiais dos lobos temporais. Este comprometimento

preferencial dos hipocampos é bem caracterizado nos estudos de ressonancia
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magnética nuclear de imagem (RMN). Para avaliacdo da atrofia dos hipocampos
realiza-se a andlise quantitativa através da volumetria dos hipocampos, geralmente
utilizada para pesquisas e para analise comparativa fidedigna (Figura 1). Na maioria
dos casos existe um alargamento ventricular proporcional a reducao cértico-

subcortical (www.institutofleury.org.br).

Figura 1 - Imagem de RMN do encéfalo de individuo sadio (A) e com DA (B),
mostrando acentuada reducao volumétrica global do encéfalo e das estruturas mesiais dos
lobos temporais. Fonte: www.institutofleury.org.br

No envelhecimento normal ndo ha grande perda de neurbnios, na DA,
entretanto muitos neurbnios param de funcionar, perdem conexdao com outros e
morrem. Primeiramente os neurénios de partes do cérebro que controlam a memdéria
sao destruidos, incluindo o hipocampo (estrutura cerebral que ajuda a codificar a
memoéria recente). Quando a DA atinge o cortex cerebral, regido responsavel pela
linguagem e raciocinio, ocorre uma mudangca na fala e capacidade de fazer
julgamentos, podendo ainda ocorrer mudancas na personalidade. Com o
envolvimento de outras areas cerebrais o paciente pode tornar-se acamado
evoluindo lentamente a perda de lucidez (NIH Publication, 2004).

O curso clinico da doenca é avaliado pelo comprometimento progressivo da
memb©ria: inicialmente, para fatos recentes e, posteriormente, atingindo outras
fungbes cognitivas como linguagem e fungdes executivas. Ocorrem dificuldades no
aprendizado e na execugao de testes de fluéncia verbal. Com a evolugao da doenca
a memoria remota também é comprometida. Apraxia ideatérias (perda na sequéncia
de atos motores) e apraxia ideomotoras (dificuldade de realizar gestos sob
comando) e dificuldade viso-espaciais também sdo observadas (BRUCKI, 2000).
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2.1.3 Fases de desenvolvimento da DA

De acordo com o nivel de comprometimento cognitivo e o grau de
dependéncia do individuo, a doenca de Alzheimer pode ser dividida em trés fases:
leve, moderada e grave.

Na fase leve da doenga o paciente mostra queda significativa no
desempenho de tarefas instrumentais didrias, mas ainda consegue manter-se
independente e executar as tarefas basicas do dia a dia.

A fase moderada caracteriza-se por um comprometimento intelectual maior e
0 paciente necessita de ajuda para realizar atividade de rotina.

Na fase grave da DA, o paciente necessita de assisténcia integral, geralmente
encontra-se acamado, podendo apresentar dificuldades de degluticao, incontinéncia
urinaria e fecal e sinais de comprometimento neurolégicos (BOTTINO, 2002).

2.1.4 Histopatologia

Durante o progresso da DA, observa-se perda neuronal gradativa e
degeneracao sinaptica intensa, mais acentuada que no envelhecimento normal. No
exame microscoépico do cérebro, encontram-se placas senis, formadas pelo acumulo
de proteina B-amildide, e emaranhados neurofibrilares, constituidos por depdsitos
insoluveis de fragmentos de proteina tau hiperfosforilada (MESULAM, 2000).

O peptideo B-amildide € um residuo de 39 a 42 polipeptideos, resultante da
clivagem degradativa da proteina precursora de amiléide (PPA). O processo de
clivagem da PPA pode ocorrer por duas vias proteoliticas, envolvendo clivagem
pelas secretases B e y (LARNER, 2002).

A placa senil resulta do metabolismo anormal da PPA, conduzindo a formagéo
de agregados do peptideo B-amildide. No cérebro de individuos portadores da DA, o
B-amiléide deposita-se nestas placas senis e na parede dos vasos sanguineos.
Entre os efeitos neurotdxicos do B-amildide relacionam-se alteracdes do crescimento
dos neuritos, apoptose, maior vulnerabilidade a exocitoxicidade e desestabilizacdo

da homeostase do calcio intracelular (NITRINI, 2005).
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Admite-se que antes do inicio da deméncia j4 ocorra deposicao de peptideo
B-amildide e seu acumulo nas porcbes mediais dos lobos temporais,
comprometendo a neurotransmissdo colinérgica. A medida que esse processo
evolui, ocorre a formacao dos emaranhados neurofibrilares e a conversao das placas
senis em neuriticas. A formacdo de placas senis (Figura 2) e emaranhados
neurofibrilares (Figura 3) sdo o0s dois principais eventos associados a

neurodegeneracao na doenca de Alzheimer.

po

Figura 2 - Placas neuriticas por diferentes coloracdes, A e C congo,
B: Fluorescéncia onde as setas mostram o nucleo amil6ide,
D: hematoxilina e eosina, E: Prata.
Fonte: adaptado de http://www.alzheimermed.com.br

Os emaranhados neurofibrilares sdo lesbes intraneuronais, resultantes do
acumulo de proteina Tau, que é o constituinte normal dos microtubulos (parte do
citoesqueleto neuronal) e que sofre um processo de hiperfosforilacdo (Tau
hiperfosforilada) (NITRINI, 2005).

A fosforilacdo da Tau determina sua capacidade de estabilizar os
microtUbulos, essenciais para manutencdo da estrutura neuronal e o transporte
axonal de diversas substancias, incluindo os neurotransmissores. Em neurbnios
afetados, a perda destes microtubulos determina alteracdes estruturais e funcionais,
levando a morte celular e a formacao de emaranhados neurofibrilares. Os filamentos
helicoidais pareados (PHF) sdo o componente principal dessas formacgdes e
concentram a proteina Tau em estado hiperfosforilado (Figura 3).
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Figura 3 — Emaranhados neurofibrilares.
Fonte: http://www.alzheimermed.com.br

2.1.5 Inflamacao na doenca de Alzheimer

A formacao de placas B-amildides e emaranhados neurofibrilares constitui os
mecanismos-chave na patogénese da DA. Vaérias evidéncias sugerem que
processos inflamatérios seriam o terceiro fator de contribuicdo para a patogénese da
doenca, uma vez que iniciada a degeneracao, contribui para a progressdo e
cronicidade da mesma (HENEKA, 2007).

A presenga de microglias reativas no cérebro de individuos com doenca de
Alzheimer, a ativacdo da cascata complemento e numerosas proteinas associadas
ao sistema imunolégico sao sugestivas para o envolvimento de mecanismos
inflamatérios com a DA. Existem, porém, muitas controvérsias quanto ao uso de anti-
inflamatoérios nao-esteroidais para reducao do risco de ocorréncia da DA (POTYK,
2005), mesmo assim, muitos estudos epidemiolégicos sugerem que 0s anti-
inflamatoérios podem exercer uma neuroprotecdo a DA (ENGELHARDT, 2005).

2.1.6 Fatores genéticos

Varios trabalhos demonstram que a DA é uma doenca idade-dependente e

que o risco aumenta entre familiares, demonstrando a forte relacdo genética. Ja
estdo identificados quatro genes que se relacionam com a doenca de Alzheimer.
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Um gene responséavel pela producdo da PPA foi localizado no cromossomo
21, caracterizando uma DA pré-senil. Isto também explica o fato de pacientes
portadores da trissomia do 21 (sindrome de Down) desenvolverem lesdées anatomo-
patolégicas caracteristicas da DA entre 30 e 40 anos de idade
(www.alzheimermed.com).

No inicio da década de 90 descobriu-se uma associagao entre 0 cromossomo
19, que determina a producao da apolipoproteina E (ApoE) e a DA. A ApoE ja havia
sido encontrada nas placas senis e emaranhados neurofibrilares e relaciona-se com
DA familiar de inicio tardio. Hoje se sabe que o alelo épsilon 4 da apolipoproteina E
(ApoE €4) é o fator de risco genético para o desenvolvimento da DA de apari¢ao
tardia (FARRER, 2002).

Em uma grande proporcdo de pacientes com DA de aparicdo precoce,
(pessoas afetadas entre os 30 e 60 anos) incluidos em estudos genéticos, também
se verificou mutagdes nos genes presenilina 1 (PS7) e presenilina 2 (PS2), assim
como no gene da proteina precursora B-amildide, localizados respectivamente nos
cromossomos 14,1 e 21. Somente cerca de 5% dos pacientes com a DA séao
pessoas abaixo de 60 anos, dentre os quais menos da metade se deve a mutagcdes
autossdémicas nos genes APP, PS1 e PS2 (SELKOE, 2001).

Mutacdes do gene PST (de funcdo desconhecida) no cromossomo 14 estao
associadas a casos agressivos de DA familiar de inicio precoce, entre 30 e 60 anos.
A mutagédo no gene homdlogo do cromossomo 1, PS2, determina a ocorréncia da

DA esporadica em varias familias européias (www.alzheimermed.com).

2.1.7 Diagnostico

Embora o diagnéstico definitivo s6 possa ser feito histopatologicamente, o
diagnéstico clinico associado a testes neuropsicolégicos tem alto grau de preciséo.
Os critérios especificos para diagnosticos incluem evidéncias de perdas em duas ou
mais areas cognitivas como memdria e afasia, apraxia, agnosia ou disturbio de uma

funcéo executiva (www.alzheimermed.com.br).
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Exames morfoldégicos de imagem como tomografia computadorizada ou
ressonancia magnética auxiliam no diagnédstico diferencial pela presencga de atrofia
cortical frontal e parietal temporal associada ao aumento dos ventriculos e reducao
do hipocampo. Exame do liquor para determinacdo da proteina amiléide e da
proteina Tau também séo bastante sugestivos (SANTI, 2000).

Além disso, a presenca do alelo ApoEe4 torna muito provavel que a deméncia

seja produzida pela DA.

2.1.8 Tratamento

Na ultima década vem ganhando forca dentre os pesquisadores envolvidos no
entendimento da evolugdo e de alternativas terapéuticas para a DA, a teoria da
“hipdtese da cascata amiléide” que atribui a uma desregulacdo do metabolismo da
proteina precursora B-amiléide (APP) no sistema nervoso central (SNC), a formacao
das placas neuriticas ou senis que sao depdsitos extra neuronais anormais. Dados
experimentais indicam que estes depdsitos sejam neurotdxicos e que seu acumulo
pode ser responsavel por processos patolégicos que aparecem como emaranhados
neurofibrilares de fragmentos da proteina Tau. Esta anomalia desencadeia um
processo inflamatério no SNC, podendo levar a morte neuronal (FUENTES, 2005 e
NIH Publication, 2004). Outros autores atribuem a formagdo dos emaranhados
neurofibrilares e a consequentemente morte neuronal a um processo anormal de
fosforizag&o da proteina Tau.

O estudo da fisiopatologia da Tau aponta para uma nova possibilidade de alvo
terapéutico na DA e desordens cerebrais, por 2 mecanismos: visando prevenir a
hiperfosforilacdo de moléculas de Tau e prevenir sua agregacao. Alguns autores
sugerem que a hiperfosforilacdo € um evento precoce no desenvolvimento de
patologia neurofibrilar, € que o blogueio neste ponto pode interromper a cascata
patogénica (CASTRO, 2002).

Outros estudos demonstram que a DA esta relacionada com uma reducéo
nas taxas de acetilcolina (ACh) e outros neurotransmissores como noradrenalina,

dopamina, serotonina, glutamato e substdncia P. Outra forma de intervencao
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terapéutica baseia-se na “Hipétese colinérgica” que prevé que a neurotransmissao
colinérgica pode ser realcada pela acdo de farmacos ao nivel pré-sinaptico
(precursores de colina, liberagdo de acetilcolina e antagonistas dos receptores
muscarinicos pré-sinapticos) e pés-sinaptico (agonistas muscarinicos e nicotinicos).
A maioria dos medicamentos disponiveis atualmente para o tratamento da DA agem
no processo sinaptico por inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), como forma de
aumentar o tempo de vida médio da ACh na fenda sinaptica (FRANCIS, 1999 e
BARRIL, 2002).

2.1.9 Farmacos aprovados para o tratamento da DA

Atualmente existem somente 5 farmacos aprovados e disponiveis
comercialmente para o tratamento da DA: tacrina (THA, Cognex®, 1), donepezil
(Aricept®, 2), rivastigmina (Excelon®, 3), galantamina (Reminyl®, 4) e memantina
(Namenda®, 5) ( Flgura4

H,CO. |
i HSC\N o\"/N\CH3
HyCO b (|3H3 4
3

OH

i NH2

H;C 5

Figura 4. Farmacos comerciais para tratamento da DA e fisostigmina (6)

Dentre os farmacos acima, a memantina (5) é a alternativa terapéutica mais
recente aprovada pelo FDA e atua como antagonista de receptores de NMDA (N-
metil-D-aspartato) bloqueando a transmissdo de glutamato (O’NEIL, 2005). Os
demais atuam como inibidor da acetilcolinesterase (IAChE) produzindo melhoras
moderadas dos sintomas e estabilizando a funcdo cognitiva de pacientes que

possuem a DA de grau leve a moderado. Embora estes farmacos nao constituam
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uma forma de cura para esta enfermidade, oferecem ganhos substanciais na
qualidade de vida do paciente e retardamento na evolugcdo da doenca, mas é preciso
ter consciéncia das limitagdes de sua eficacia. Ensaios clinicos demonstram que, em
geral, os pacientes apresentam uma estabilizacdo ou melhoria predominantemente
cognitiva que dura entre 6 e 12 meses. Passado esse periodo, ocorre uma frequente
piora sintomatolégica, com progresso similar ao de pacientes nao-tratados
(RODRIGUEZ, 2005).

2.2 Acetilcolinesterase

A principal fungdo da AChE é a hidrélise da ACh. Esta reagado ocorre por
ataque nucleofilico ao carbono carbonilico, acilando uma subunidade de serina da
enzima e liberando colina. Esta enzima acilada passa por rapida hidrélise formando
acido aceético e restaurando a enzima (BARRIL, 2002).

Estudos da estrutura tridimensional da AChE isolados de Torpedo California
mostraram que mondémero da enzima é uma proteina af com 537 residuos de
aminodcidos, que contém 12 fitas B misturadas a 14 fitas a (BARRIL, 2002).

O sitio ativo € quase centrossimétrico a cada subunidade, localizando-se na
base de uma garganta estreita a 20 A de profundidade (GOODMANN, 2006). Este
sitio ativo apresenta uma triade catalitica (Ser200-His440-Glu327) semelhante a
serina protease, mas com substituicio do &cido aspartico por um glutamato
(GluB27). Apresenta ainda outros residuos de aminoacidos como Trp84, interagindo
com o grupo quaternario da ACh e o Trp279 no sitio aniénico periférico, localizado
na abertura do gargalo, que pode atuar como um sitio de ligacéo inicial acelerando a
hidrélise da ACh (BARRIL, 2002) (Figura 5).

Estes residuos de triptofano (84 e 279) estao sendo considerados como sitios

de interacdo no planejamento de novos inibidores de AChE (CASTRO, 2001).
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Glu 327

His 440
Figura 5 — Sitio ativo da AChE com destaque para os aminoacidos da triade
catalitica. Fonte: VIEGAS JR, 2004.

2.2.1 Mecanismo de acao dos Inibidores de Acetilcolinesterase (IAChE)

A enzima acetilcolinesterase possui trés dominios distintos que sédo os locais
mais apropriados de interacao para ligantes inibidores: a bolsa acilica, o sub-sitio
colina do centro ativo e os sitios aniénico e periférico que constituem a base para as
diferengas de especificidade entre aceticolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase
(BuChE) (GOODMANN, 2006). Atualmente 3 tipos de inibidores de
acetilcolinesterase sdo empregados no tratamento da DA:

¢ Inibidores reversiveis classicos — consistem em ligantes que interagem
com a enzima préximo ao sitio catalitico, como N-benzilpiperidina (donepezil) e

alguns alcaldides (galantamina).

¢ Inibidores irreversiveis — como os inseticidas organofosforados

¢ Inibidores pseudo-irreversiveis - neste grupo incluem os carbamatos que
formam uma ligacdo carbamoila com residuos de serina na triade catalitica da
AChE. O prototipo deste grupo é a fisostigmina (6) (Figura 4) cuja estrutura basica
levou ao desenvolvimento da rivastigmina (BARRIL, 2002).
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2.2.2 Acao dos inibidores de acetilcolinesterase

Os efeitos farmacolégicos dos IAChE devem-se primariamente a prevencao
da hidrélise da ACh pela AChE, ocorrendo assim acumulo do neurotransmissor,
potencializando a resposta a ACh, que é liberada por impulsos colinérgicos
espontaneamente nas terminagdes nervosas.

A funcdo carbamato, presente na estrutura da fisostigmina (6) e da
rivastigmina (3) (Figura 4), aliado ao emprego de diversas técnicas de planejamento
racional de farmacos, como bioisosterismo, hibridacdo molecular, estudos de QSAR
e docking vem inspirando o desenho molecular de novos inibidores de
acetilcolinesterase (IAChEs). Carbamatos de diversos padrées moleculares como o
derivado hexahidrocromeno [4,3-b] pirrélico 7 (BOLOGNESI, 2001), os alquil-
carbamatos 8-15 (CHEN, 1996), os furobenzofuranos 16-18 (LUO, 2005) e as
metanobenzodioxepinas 19-21 (LUO, 2005) os analogos da rivastigmina
conformacionalmente restritos 22-24 (BOLOGNESI, 2004) e o fenilcarbamato 25
(MUSTAZZA, 2002), vém sendo sintetizados e avaliados farmacologicamente na
busca por agentes com um melhor perfil de atividade, maior seletividade,
biodisponibilidade e baixa toxicidade (Figura 6).
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Figura 6. Carbamatos com atividade anticolinesterasica



24

2.2.3 Donepezil (2)

O donepezil foi a segunda droga aprovada pelo FDA para tratamento da DA
leve & moderada, conhecido comercialmente como Aricept®. Promove uma inibicdo
reversivel e ndo-competitiva da acetilcolinesterase. Por sua maior seletividade para
acetilcolinesterase, sendo 1252 vezes mais seletivo para AChE do que para
BuChE, apresenta poucas acoes periféricas. A presenca das subunidades N-
benzilpiperidinica e indandnica na sua estrutura lhe confere longa meia-vida
plasmatica, em torno de 70 horas, o que permite uma Unica administracdo diaria.
Por todas estas caracteristicas, aliada a boa tolerabilidade e a eficacia terapéutica,
o donepezil € farmaco de primeira linha para o tratamento da DA leve a moderada
(www.unb.br, 2008).

2.2.4 Rivastigmina (3)

Foi planejada a partir da fisostigmina (6) que € relativamente instavel em pH
fisioldgico. E bastante seletiva para regides do cértex e hipocampo, que sdo as
regides mais afetadas pela degeneracao cerebral, devido a sua acgéao inibitéria sobre
AChE e BuChE (MUSTAZZA, 2002).

A rivastigmina (3) representa uma nova geracao de IAChEs, aprovado pelo
FDA em 2000, apresentando um grupamento carbamato na sua estrutura, o que a
faz um substrato capaz de reagir covalentemente e lentamente com o sitio ativo da
enzima (BOLOGNESI, 2004).

E um inibidor lentamente reversivel e ndo-competitivo da AChE, indicada para
tratamento oral de pacientes com DA média a moderadamente severa, normalmente
prescrita na dosagem de 6 — 12 mg/dia, sendo uma opcao terapéutica segura para
0s paciente apenas por um curto periodo de tempo (6 meses). A rivastigmina é
rapidamente metabolizada, principalmente pelas colinesterases que hidrolisam o
carbamato a NAP 226-90 ((S)-3-[1-(Dimetilamino)etilfenol) (26) (Figura 7) o qual
pode sofrer uma N desmetilacdo além de conjugacao sulfato (SPENCER, 1998).
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rivastigmina (3) (S)-3-[1-dimetilamino]-etilfenol

Figura 7 — Formacéao do (S)-3-[1-(dimetilamino)etilfenol) (26) por metabolizacao de (3)

2.3 Estratégias para o planejamento de novos farmacos

A quimica medicinal estuda as razdes moleculares da acao dos farmacos, a
relacdo entre estrutura quimica e a atividade farmacolégica, incluindo o
planejamento e o desenho de novas substancias que possuam propriedades
farmaco terapéuticas uteis (BARREIRO, 2001).

Dentre as diversas técnicas disponiveis para desenho molecular destacam-
se a abordagem fisiologica, que baseia-se no mecanismo de ag¢do farmacolégico
pretendido, e é fundamentada no conhecimento do processo fisiopatoldgico
envolvido e no melhor alvo terapéutico (BARREIRO, 2008).

O conhecimento do sitio de interacdo permite o desenho de
inibidores/ativadores enzimaticos ou agonistas/antagonistas de receptores por
processos de complementaridade molecular planejada (BARREIRO, 2008).

Dentre as estratégias apresentadas pela quimica medicinal para o
planejamento, desenho e modificacdo molecular na descoberta de novos
candidatos a farmacos ou compostos-protétipo, destaca-se a simplificacao
molecular, bioisosterismo, hibridacdo molecular e restricdo conformacional
(BARREIRO, 2008).

2.3.1 Hibridacao molecular

Hibridacdo molecular € uma estratégia de modificacao estrutural que consiste

na conjugacao de caracteristica estruturais definidas (subunidades farmacoféricas)
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de dois compostos bioativos distintos, gerando uma nova estrutura molecular unida
por grupamentos espacadores (spacers) ou grupos de unido (/inkers) (BARREIRO,
2008).

Para o novo composto obtido, com as subunidades ja descritas, tem-se uma
previsdo da atividade e do metabolismo e possivelmente uma diminuicdo dos efeitos
téxicos, ganhando-se em racionalidade. A hibridacdo molecular favorece a obtencao
de novos compostos com perfil de seletividade modificado e também melhor eficacia
e afinidade em relagéo a seus protétipos (VIEGAS, 2007).

A hibridacdo molecular ainda permite obter atividade dual ou dupla,
conjugando a atividade das moléculas protdtipas em uma Unica molécula,
representando uma inovagao terapéutica atraente para o tratamento de
determinadas fisiopatologias de origem multifatorial (BARREIRO, 2008).

Esta estratégia de modificagdo molecular € atil no planejamento de novos
ligantes otimizados, podendo explorar a modulagdo de efeitos secundarios
indesejaveis. Também se aplica na busca por protétipos para o tratamento de
fisiopatologias que apresentam poucos farmacos disponiveis no mercado, ou para
farmacos que apresentam alta toxicidade ou outras restricdes farmacocinéticas e
farmacodinamicas (VIEGAS, 2007).

2.3.2 Bioisosterismo

Estratégia de modificagdo molecular de um composto protétipo pela
substituicdo de atomos ou grupo de atomos por outros estruturalmente
semelhantes, ou seja, que apresentam volume molecular, forma, distribuicao
eletrénica e propriedades fisico-quimica similares, permitindo obter propriedades
bioldgicas semelhantes (BARREIRO, 2008)

Esta estratégia é amplamente utilizada pela Industria Farmacéutica na
descoberta de novos analogos de inovacdes terapéuticas comercialmente viaveis
(me-too) (LIMA, 2004).

Dentre as inumeras razbées para a utilizagcdo do bioisosterismo no

planejamento de novos farmacos, inclui-se o ganho em seletividade para
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determinado receptor ou enzima, reduzindo efeitos adversos, necessidade de
melhora da atividade farmacolégica, melhora das propriedades farmacocinéticas
em relacao ao protétipo (LIMA, 2004).

A substituicao bioisotérica deve observar cuidadosamente 4 parametros:

e Tamanho volume e distribuicao eletrénica dos atomos, polaridade e angulo
de ligagéo.

e Grau de solubilidade aquosa e lipidica

e Reatividade quimica dos grupos funcionais

e Fatores conformacionais incluindo formacgéao de ligacées de hidrogénio inter
e intramoleculares (LIMA, 2004).

2.3.3 Sintese de farmacos

A sintese de farmacos compreende o estudo planejado de uma sequéncia de
reacdes organicas altamente seletivas, aplicadas sobre o material de partida. A
metodologia utilizada para esta sintese deve viabilizar o acesso, com menor custo e
maior rendimento para se chegar ao produto, farmaco terapeuticamente ativo, com
alto grau de pureza e que possa ser utilizado com seguranga posoldgica como
medicamento (BARREIRO, 1991).

A aplicacdo da sintese na busca por novos protétipos de farmacos
representa uma grande parcela dos medicamentos disponiveis para aplicacdo
clinica e movimentam uma grande cifra no mercado mundial. Os farmacos de
origem sintética representavam em 2000 aproximadamente de 390 bilhdes de
dolares, estudos anteriores mostram que até 1991 cerca de 75% dos farmacos
utilizados eram de origem sintética (MENEGATTI, 2001).
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral:

O objetivo geral do presente trabalho € a sintese de uma nova familia de
candidatos protétipos a farmacos inibidores de acetilcolinesterase 27, com
esqueleto carbbnico inédito, planejados por hibridacdo molecular a partir das
estruturas de dois farmacos comerciais, o donepezil (2) e a rivastigmina (3). A
insercdo de uma subunidade acil-hidraz6nica espacadora visa a modulacdo de
propriedades antinflamatorias ausentes nos compostos-protétipos originais (Figura

8).
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Figura 8. Planejamento do novos inibidores de AChE (27) por hibridagao molecular
entre o donepezil (2) e a rivastigmina (3).

3.2 Objetivo especifico:

O objetivo especifico deste projeto compreende um estudo sistematico da
rota sintética proposta (Figura 9), focando na etapa de obtencédo do aldeido-chave
33 a partir do alcool 32.
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Figura 9. Abordagem sintética para a série 27 a partir do acido 3-hidroxibenzéico (28) e do 4-
piperidinometanol (32)
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4 METODOLOGIA

A parte experimental deste trabalho foi realizada no Laboratério de
Fitoquimica e Quimica Medicinal — LFQM, da Unifal-MG. Os espectros de
Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H e '3C foram obtidos em espectrometro
Varian INOVA-500, a 500 e 125 MHz de frequéncia, respectivamente, utilizando
CDCI3 como solvente. Os deslocamentos quimicos (6) sdo dados em partes por
milhdo (ppm) a partir do padrao interno, tetrametilsilano (TMS). Os espectros no
infravermelho foram realizados num espectrdmetro com transformada de Fourrier em
um aparelho da marca Shimadzu — IR Prestige-21, utilizando pastilhas de brometo
de potassio como suporte. As reagdes foram rotineiramente monitoradas por
cromatografia em camada delgada (CCD) em silica gel Sorbent Technologies 200
Mum e reveladas com UV, vapor de iodo ou nebulizagdo com reagente
iodocloroplatinato. As purificagcbes por cromatografia em coluna foram realizadas
utilizando silica gel Merck 230 — 400 mesh. As solugcdes organicas foram secas com
solugédo saturada de cloreto de sodio e sulfato de magnésio anidro e os solventes
organicos foram removidos sobre pressao reduzida em evaporador rotatério marca
Heidolph Laborato-4000. Os solventes e reagentes utilizados na parte experimental

foram de grau P.A.

4.1 Obtencao do 3-hidroxibenzoato de metila (29) (SOLLANDRE, 1993).
o)

HO CH,
o

29

Em um baldo de 2 bocas de 50 mL adicionou-se 0,500 g do acido 3-
hidroxibenzéico (3,62 mmol) juntamente com 7 mL de metanol (0,169 mmol) e 4
gotas de H.SO4 como catalisador. O sistema foi mantido em refluxo controlando a
temperatura entre 65 — 70°. A reacdo manteve-se por 12 h quando CCD (eluente:

Hexano/AcOEt 7:3) indicou a inexisténcia de material de partida. Removeu-se o
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solvente no rota evaporador. O produto foi extraido com acetato de etila e &gua em
funil de separacdo. Lavou-se o produto com solugdo saturada de NaCl que foi
posteriormente seco com MgSQy, filirou-se e removeu-se o solvente a pressao
reduzida obtendo 0,560 g de 29 (96%). O produto apresentou-se como um sélido

branco.

4.2 Obtencao da 3-hidroxibenzohidrazida (30) (DUARTE, 2007).
0

HO _NH,
NH

30

Em um baldo de 25 mL adicionou-se 0,300 g do éster 3-hidroxibenzoato de
metila (1,97 mmol) em aproximadamente 2,0 mL de etanol. Adicionou-se 4,9 mL
de monohidrato de hidrazina 98% (99 mmol). Manteve-se a reacao a reacao sobre
agitacao a temperatura ambiente por cerca de 20 h, acompanhando por CCD
(eluente CHCIs/MeOH/NH,OH 7:3:0,2). Em seguida o balao foi colocado em banho
de gelo e adicionou-se HCI concentrado para neutralizar a reagéo. A extracéo foi
feita em funil de separacao, utilizando acetato de etila. A fase organica foi tratada
com solucao saturada de NaCl, posteriormente com MgSQO, seguida de filtragdo e
remocéao do solvente para fornecer 0,161 g de 30 (68%) como um sélido branco.

4.3 Obtencao do 1-benzilpiperidinometanol (33) (TOUCHETTE, 2006).

OH

33
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Em um becker com 0,264 mL de benzaldeido (2,607 mmol) adicionou-se
0,300 g de 4-piperidinometanol (2,607 mmol), homogeneizou com bastao de vidro
por aproximadamente 25 min, acompanhando por CCD ( Eluente:
AcOEt/MeOH/AcOH 1:1:2gts). Observou-se a formacao de um precipitado sélido
transparente. O produto foi dissolvido com 7,800 mL de etanol (0,134 mmol) e
transferido para um baldo de 50 mL. Adicionou-se 0,052 g de borohidreto de sodio
(1,360 mmol) e manteve-se a reagao sobre agitacdo até que todo borohidreto fosse
consumido (cerca de 20 min). A reacao foi finalizada com acido acético glacial,
seguido da adicdao de 1,5 mL de agua destilada. O solvente foi removido no rota
evaporador. O produto foi ressuspendido com CHCI; e lavado com solug¢do saturada
de NaCl, seco com MgSO;, e filtrado. A remocéao do solvente forneceu 0,335 g do

alcool 33 (63%) como 6leo amarelado.

4.4 Procedimento geral para oxidacao com PCC (COREY, 1979).

Em um baldo de 25 mL suspende-se 0,340 g (1,560 mmol) de PCC (cloro
cromato de piridinio) em aproximadamente 2,125 mL de DMSO (29,918 mmol).
Solubilizou 0,210 g (1,040 mmol) do 1-benzil-piperidinometanol em 0,200 mL de
DMSO (2,816 mmol) e adicionou-se lentamente ao baldo reacional. Manteve-se a
reacao sobre agitacdo a temperatura ambiente por cerca de 2 h, acompanhando
por CCD (eluente: CHCIs/MeOH 6:4). Ao final adicionou-se agua destilada e
elevou-se o pH a 9,0 com NaOH 20%. Extraiu-se com CHCI; e a fase organica foi
lavada com solucdo saturada de NaCl, seguida de MgSO, e filtracdo. A

evaporacao do solvente forneceu um rendimento bruto de 98%.

Tabela 1 — Oxidacdo com PCC / DMSO

Alcool Rendimento Produto

1-benzilpiperidinometanol 98 % 1-benzilpiperidinometanol +
1-benzilpiperidinometanal
4-metoxibenzilico 51 % Acido 4-metoxibenzéico +
4-metoxibenzaldeido
Cicloexanol 66 % Ciclohexanol + acido cicloexandico

Isoamilico 41 % Alcool isoamilico + 3-metilbutanal
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4.5 Procedimento geral para oxidacao com NaNO,/Ac.O (BABASAHEB , 2000).

Em um baldo de 25 mL dissolveu-se 0,100 g do alcool (0,73 mmol) em 0,027
ml de Ac.O (0,29 mmol) e adicionou-se 0,152 g de NaNO: (2,20 mmol). A reacéo foi
mantida sobre agitacédo e t.a., sendo acompanhada CCD, em cerca de 10 minutos
quando todo material de partida foi consumido. Ao final o produto foi extraido com
éter etilico e concentrado a pressao reduzida.

Para substratos sélidos como 4-cloro-fenilmetanol e alcool piperonilico
utilizou-se excesso do solvente Ac,O (aproximadamente 5,30 mmol de Ac.0O) e
estas reagdes levaram em torno de 5 horas para finalizac¢ao.

Tabela 2 — Oxidacdo com NaNO,/Ac,O

Alcool Rendimento Produto
1-benzilpiperidinometanol 95 % Acido 1-benzilpiperidina-4-carboxilico
4-clorofenilmetanol 71 % Acido 4-clorobenzéico
4-metoxibenzilico 87 % Acido 4-metoxibenzéico
Benzilico 92 % Acido benzéico
Piperonilico 77 % Acido piperonilico

4.6 Procedimento geral para oxidacao com CrO3/DMSO (LOU, 1992).

Em um baldo de 25 mL solubilizou-se 0,10 g do alcool 4-cloro-fenilmetanol
(0,70 mmol) em 0,14 mL de DMSO (1,97 mmol). Verteu sobre o balédo reacional 0,14
g de CrOs (1,40 mmol) previamente solubilizado em 1,40 mL de DMSO (19,70
mmol). Manteve-se a reagao sobre agitacao por cerca de 30 min a 30°C seguida de
4 h a temperatura ambiente, acompanhando por CCD (eluente: AcOEt/Hex 7:3).
Adicionou agua gelada extraindo o produto com éter etilico e concentrando a

pressao reduzida.
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Tabela 3 - Oxidacao com CrOz/DMSO

Alcool Rendimento Produto
4-clorofenilmetanol 68 % 4-clorofenilmetanol + 4-clorofenilmetanal
4-metoxibenzilico 87 % Acido 4-metoxibenzoico
Benzilico 92 % Benzaldeido

4.7 Procedimento geral para oxidacao com CrO3; (LOU, 2002b).

Em um baldao de 25 mL adicionou-se 0,105 g de CrO;3 (1,052 mmol) sobre
0,100 g de 4-cloro-fenilmetanol (0,701 mmol). Manteve-se sobre agitagédo e t.a. por
cerca de 3 - 8 h, acompanhando por CCD (eluente: AcOEt/Hex 7:3). O produto foi
extraido com CH.Cly, filtrado por celite e extraido o solvente em rota evaporador.

Os substratos solidos como 4-cloro-fenilmetanol e alcool piperonilico foram
previamente solubilizados em aproximadamente 0,5 mL de CHxCl».

Tabela 4 - Oxidagcao com CrO3

Alcool Rendimento Produto
4-clorofenilmetanol 61 % Acido 4-clorobenzéico
4-metoxibenzilico 90 % Acido 4-metoxibenzoéico +

4-metoxibenzaldeido

Benzilico 16 % Acido benzéico
Piperonilico 21 % Acido piperonilico
Cicloexanol 2% Acido cicloexanéico
Isoamilico 10 % Acido 3-metilbutanéico

4.8 Procedimento geral para oxidacao com MnO, (LOU, 2002).

Em um baldo de 25 mL adicionou-se 0,1g de 4-metodxi-benzilico e 1 g de
MnO. e usando CHxCl, como solvente. Manteve-se a reagdo sobre agitacdo a
temperatura de ambiente por cerca de 48 h, acompanhando por CCD (eluente:



AcOEt/Hex 7:3). O residuo foi lavado com

solvente.

Tabela 5 - Oxidacao com MnQO,
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CHJCl,, filtrado e evaporou-se o

Alcool Rendimento Produto
4-metoxibenzilico 78 % Acido 4-metoxibenzéico +
4-metoxibenzaldeido
Piperonilico 74 % piperonal
Cicloexanol 37 % Cicloexanol + cicloexanona
Isoamilico 50 % Acido 3-metilbutanéico + 3-metilbutanal
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

O planejamento sintético (Figura 9) baseou-se numa abordagem
convergente envolvendo o acoplamento dos intermediarios-chave 30 e 34. A acil-
hidrazida 30 foi obtida em duas etapas consecutivas, a partir do acido 3-hidroxi-
benzo6ico comercial (28) e o intermediario piperidinico 34 foi preparado partindo-se
do 4-piperidinometanol (32) que sofreu reacdo de aminagdo redutiva com
benzaldeido (31). Uma vez obtidos os intermediarios-chave, o acoplamento entre o
aldeido 34 e a hidrazida 30 devera fornecer a acil-hidrazona 35 que podera ser
convertida numa série de carbamatos 27, por reagdo com isocianatos

adequadamente escolhidos.

(o] o] (o]

HO. HO. HO.
OH MeOH, H,S0, OCH; NHzNHzH:0 NHNH,
_—_— —_—
refluxo
30

28 29

Figura 9. Abordagem sintética para a série 27 a partir do acido 3-hidréxi-benzéico (28) e do
4-piperidinometanol (32)
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A partir da abordagem mostrada na Figura 9, a rota sintética proposta utilizou
0 acido 3-hidréxi-benzbéico (28) como material de partida, que na presenca de
metanol em meio acido, sofreu uma reacdo de esterificagcdo sendo convertido ao
éster correspondente, 3-hidroxi-benzoato de metila (29), com um rendimento de 96%
(Esquema 1).

HO CH,

HO 0O
OH H.SO./MeOH

—_—

65°C,2h
28 29

Esquema 1 — Reacao para obtengéo do éster 29 a partir de 28

A estrutura do éster 29 foi confirmada por espectrometria no infravermelho,
pela observacdo de bandas caracteristicas de estiramento de OH (3354 cm™), de
C=0 de éster conjugado (1696 cm™) e C-O (1233 cm™). Também foi observada
uma banda de estiramento C(sp?)-H do anel aromatico em 3076 cm™ e deformagéo
angular fora do plano em 750 cm™, caracteristica de C-H aromatico. O grupamento
metila da fungéo éster apresentou uma banda de estiramento de C(sp®)-H em 2957
cm™ (Espectro 1, SILVERSTEIN, 1994).
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Espectro 1 - Espectro no Infravermelho do composto 29 (KBr)

O éster 29 também foi caracterizado por Ressonéncia Magnética Nuclear

(RMN) de 'H e C.

Pelo espectro de RMN de 'H (espectros 2 e 3) confirmou-se a conversio do

acido 28 no éster correspondente 29 pelo surgimento de um singleto com & 3,86

referente ao grupo metila do éster. Os sinais na regido de & 7,24 — 7,53 ppm séo

coerentes com o padrao 1,3 dissubstituido do anel fenila. O multipleto em & 7,54 foi

atribuido ao H-6 e o multipleto em & 7,52 atribuido ao H-2. Ao H-5 atribuiu-se o

sinal observado no & 7,24. O duplo duplo dupleto observado em & 7.01 com

constante de acoplamento orto (J = 8,25 Hz) meta (J = 3,5 Hz e 3,0 Hz) foi atribuido

a H-4.
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No espectro de RMN de '3C (Espectro 4) foram observados 8 sinais de
carbono, sendo que a formacéao do éster fica evidenciada pela identificacdo do sinal
em & 52,3, referente a metila do éster. Este e os demais valores foram atribuidos

conforme a Tabela 6 abaixo.
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Espectro 4 — Espectro de RMN de C do composto 29 (CDCl; 125 MHz)

Tabela 6 - Valores de & (ppm) de C e atribuicao dos C da estrutura do éster 29

(04 Atribuicao S (ppm)
1 C 131,3
2 CH 116,4
3 C 156,0
4 CH 120,3
5 CH 129,7
6 CH 121,9
7 C 167,4
8 CHs 52,3
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Finalizando a primeira via da rota sintética convergente proposta, o éster 29
foi submetido a reacdo com NHoNH>H,O, para gerar o intermediario acil-hidrazida
30, com um rendimento de 68%.

HO HO
OCH; NH3;NH,.H,0O, EtOH NHNH,

’

18h, t.a.
29 30

Esquema 2 — Reacao para obtencgao da acil-hidrazida 30 a partir do éster 29

Analisando o espectro no IV (Espectro 5) observou-se que provavelmente
encontram-se sobrepostas entre 3000-3500 cm' as bandas referentes aos
estiramentos de O-H e N-H. Em 600-765 cm™ observou-se a deformacdo angular
fora do plano referente =C-H do anel aromatico e em 1633 cm™ apareceu uma
banda referente ao estiramento de C=0. Em 1248 observou-se um estiramento
referente O-CO e 3m 1276 estiramento de C-N.
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A conversdo do éster 29 a hidrazida 30 foi confirmada pela analise dos

espectros de RMN de 'H (espectros 6 e 7) e '*C (espectro 8).

No espectro 6 observou-se o desaparecimento do sinal relativo ao grupo
metoxila do éster em & 3,86. Os demais sinais foram coerentes com a estrutura da
hidrazida 30, sendo o multipleto em & 7,23 atribuido ao H-4 e o multipleto

observado em & 6,89 atribuido a H-2 e H-6.

Intensity

5
Chemical Shift (ppm)

Espectro 6 — Espectro de RMN de 'H do composto 30 (DMSO 500 MHz)
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Espectro 7 — Ampliagéo do espectro de RMN 'H, composto 30
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Para o espectro de RMN de *C foram observado os 7 sinais de carbono
referentes a hidrazida 30, cujas atribuigcdes estao na Tabela 7

Intensity

170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10
Chemical Shift (ppm)

Espectro 8 — RMN de "*C do composto 30 (DMSO, 125 MHz)

Tabela 7 - Valores de & (ppm) de C e atribuicao dos C na estrutura da hidrazida 29

(0 Atribuicao S (bpm)
1 C 134,7
2 CH 114,0
3 C 157,2
4 CH 117,3
5 CH 129,2
6 CH 117,9
7 C 166,0
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Para a outra via sintética o 4-piperidinometanol (32) foi submetido a reacéao
de aminacao redutiva com benzaldeido (31) na presenca de boro-hidreto de sédio

(NaBH,) fornecendo o intermediario 1-benzil-4-piperidinometanol (33) com um

rendimento de 63%.
OH
2 NaBH,
EtOH
+ H —_—
t.a.
30 min N
N
H 31
32

Esquema 3 - Reacéao para obtencao do alcool 33 a partir de 32

33

No espectro de RMN de 'H (espectros 9 e 10) foi observado em & 7,26 —
7,31 um multipleto caracteristico de anel aromatico monossubstituido. O singleto
em 0 3,49 foi atribuido ao H-7, caracteristico da ligacdo ao metileno benzilico. Em &
1,49 observou-se um multipleto referente ao H-3 e H-5 axial. Em & 1,96 observou-
se um multipleto que foi atribuido a H-14. O multipleto observado em & 2,6 foi

atribuido ao H-4.
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Espectro 9 — Espectro de RMN de "H do composto 33 (CDCl; 500 MHz)
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No espectro de "*C (Espectro 11) foram identificados os 13 sinais referentes

aos carbonos do alcool benzilico 33 cujas atribuicoes estao detalhadas na Tabela
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Tabela 8. Valores de & (ppm) de C e atribuicdo dos C na estrutura do alcool 33

(0 Atribuicao S (ppm)
2 CH> 53,7
3 CHy 29,0
4 CH 38,8
5 CHy 29,0
6 CHy 58,7
7 CH. 63,7
8 C 138,5
9 CH 129,4
10 CH 128,3
11 CH 127,1
12 CH 128,3
13 CH 129,4
14 CH> 68,7

Na etapa seguinte, o alcool piperidinico 33 seria oxidado ao aldeido
piperidinico 34, intermediario-chave na rota sintética proposta. A principio, optou-se
pela utilizacdo do PCC (cloro cromato de piridinio) em CH»Cl, como agente oxidante
por ser um método rapido e eficiente na conversao de alcodis primarios a aldeido
(COREY, 1975).

Entretanto, estudos anteriores em nosso laboratério demonstraram que a
melhor condicao para esta reacao, neste tipo de substrato, € a utilizacdo de DMSO
(dimetilsulféxido) como solvente.

A reacao foi conduzida, portanto, em DMSO por aproximadamente 2 horas a
temperatura ambiente e o produto obtido foi analisado por RMN.

No espectro de RMN de 'H (espectro 12) ndo foi observado o sinal referente &
H-C=0 em torno do & 9,5 indicando que aldeido desejado 34, ndo foi obtido.
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Intensity
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Espectro 12 — Espectro de RMN de "H do composto 34 (CDCl; 500 MHz)

Observando o espectro de RMN de '3C (espectro 13) verificou-se que todos
0s sinais estavam bastante parecidos com o alcool de partida, ndo sendo observado
o sinal na regidao de 200 ppm referente ao carbono carbonilico de aldeido. Além
disso, observou-se um sinal em & 67,7 ppm, caracteristico de carbono carbindlico,

referente ao CH; ligado a hidroxila do alcool de partida.

5
2
53.33
28.65

4
©

o
®

o
~
~
@
128.10
63.36

Intensity
o o o
ES o o
[}
>
129.26
126.94
77.25
77.00
76.74
38.47

o
w
—67.72

\126.90
40.82

o
o
18.33

o

o

200 180 160 140 120 100 80 60 40 20 0
Chemical Shift (ppm)

Espectro 13 — Espectro de RMN de "*C do composto 34 (CDCl; 125 MHz)



48

Diante deste resultado, decidimos pela elaboragdo de um estudo
sistematico de condi¢des reacionais para oxidacao, utilizando como substratos-
modelo diferentes alcodis, diversos reagentes oxidantes e variadas condicdes
reacionais, conforme Tabela 4.

Tabela 4 — Condigdes reacionais para oxidagao de alcoodis primarios.

Alcool Oxidante Solvente Tempo Rendimento Produto
4-metdxi-benzilico MnO; CHCl3 48 h 78 % ac + ald
Piperonilico MnO: CHCI; 48 h 74 % ald
Ciclohexanol MnO; CHCl3 48 h 37 % alc + cet
Isoamilico MnO; CHCl3 48 h 50 % ac + ald
4-clorofenilmetanol NaNO: AC20 5h 71 % ac
4-metoxibenzilico NaNO- AC20 10 min 87 % ac
Benzilico NaNO- AC0 10 min 92 % ac
Piperonilico NaNO; AC0 5h 77 % ac
1-benzilpiperidinometanol NaNO; AC20 30 min 95 % ac
4-clorofenilmetanol CrOs DMSO 4 h 68 % alc + ald
4-metoxibenzilico CrOs DMSO 4 h 17 % ac
Benzilico CrOs DMSO 4 h 49 % ald
4-clorofenilmetanol CrOs o 8h 61 % ac
4-metoxibenzilico CrOs3 o 8h 90 % ac + ald
Benzilico CrOs3 o 8h 16 % ac
Piperonilico CrOs _ 8h 21 % ac
Ciclohexanol CrOs3 o 8h 2% ac
Isoamilico CrOs3 o 8h 10 % ac
4-metoxibenzilico PCC DMSO 4 h 51 % ac + ald
Ciclohexanol PCC DMSO 4h 66 % cet + ac
Isoamilico PCC DMSO 4 h 41 % alc + ald
1-benzilpiperidinometanol PCC DMSO 4h 98 % alc + ald

Legenda: ac = 4cido, ald = aldeido, alc = alcool, cet = cetona

Todas as reacOes descritas acima foram acompanhadas por CCD, até a
observacédo de auséncia de material de partida. Apds analise por espectrometria no
IV, observou-se que, na maioria dos casos, quando houve formacao do aldeido
correspondente, a conversdo nédo foi completa, permanecendo ainda uma

quantidade de alcool apreciavel.
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Em outros casos, como NaNO,/AC.O, que aparentemente havia sido a
melhor condicdo oxidativa, a analise por IV revelou a formacao do acido carboxilico
correspondente, nao sendo possivel o isolamento do aldeido intermediario. Diante
destes resultados, a premissa inicial de utilizacado preferencial de metodologias de
facil execucgao, rapidas e de preferéncia via agentes oxidantes pouco téxicos nao se
mostrou eficiente, exigindo uma revisdo da estratégia adotada e a consideracao de
utilizar-se métodos classicos como oxidacdo de Swern, TPAP (perrutenato de
tetrapropilaménio, TEMPO, DMP (periodinano de Dess-Martin), apesar de mais

onerosos.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A execucgao da rota sintética proposta para a preparagao dos compostos-alvo
27 levou a obtencéao da hidrazida-chave 30, em duas etapas e um rendimento global
de 65%.

Paralelamente, a preparacdo do aldeido-chave 34 exigiu um estudo
sistematico para otimizacdo das condigdes reacionais oxidativas. A utilizacdo de
diferentes agentes oxidantes, em condi¢cdes reacionais diversas, na presenca ou
ndo de solvente, variando-se quantidades, temperatura e tempo reacional nao
permitiu a obtencao do aldeido desejado com rendimentos satisfatérios.

Melhores rendimentos, independente do agente oxidante, foram obtidos com
alcoois benzilicos, uma vez que aldeidos com sistemas conjugados extendidos
apresentam oxidacao facilitada.

Os melhores tempos reacionais e rendimentos de conversdao foram
observados utilizando NaNO,/Ac,0O, embora tenha ocorrido a conversao preferencial
ao acido carboxilico, mesmo em sistemas nao-conjugados.

A melhor condicdo de obtencdo de aldeidos nao-conjugados observou-se
utiizando PCC/DMSO, onde tivemos tempos reacionais razoaveis apesar da dificil
reprodutibilidade e conversao incompleta, com presenca majoritaria do alcool de
partida.

Estes resultados exigiram que a abordagem experimental fosse alterada,
levando-nos a considerar a necessidade de utilizacdo de métodos classicos, apesar
de mais dispendiosos, que incluem a oxidacao de Swern (cloreto de oxalila / DMSO /
EtsN), o uso de DMP (Dess-Martin periodinano) ou mesmo perrutenato de
tetrapropilaménio (TPAP). Estes reagentes estdo sendo adquiridos e deverao ser
uma alternativa viavel a obtencao do aldeido-chave 34 e a conclusdo da sintese

proposta.
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Uma vez contornado este obstaculo, em duas etapas reacionais o aldeido 34
devera ser acoplado a hidrazida 30 e a acil-hidrazona correspondente podera ser
convertida nos respectivos carbamatos por reagdo com isocianatos

convenientemente funcionalizados.
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ANEXO 1 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidacao do alcool 4-

metoxibenzilico utilizando PCC/DMSO
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ANEXO 2 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidacao do alcool
cicloexanol utilizando PCC/DMSO
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ANEXO 3 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidacao do alcool
isoamilico utilizando PCC/DMSO
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ANEXO 4 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidagéo do alcool 1-
benzilpiperidino metanol utilizando PCC/DMSO
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ANEXO 5 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidagao do alcool 4-
metoxibenzilico utilizando MnO,

SNV T s Mo
IR L I A A
) L
R 1 |
[

: I S

61



ANEXO 6 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidacao do alcool
piperonilico utilizando MnO,
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ANEXO 7 - Espectro no IV do produto da reagao de oxidacao do alcool
cicloexanol utilizando MnO»
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ANEXO 8 - Espectro no IV do produto da reagao de oxidagao do alcool

isoamilico utilizando MnO»
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ANEXO 9 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidacao do alcool 4-
clorofenilmetanol utilizando CrOs/DMSO
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ANEXO 10 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidacao do alcool 4-
metoxibenzilico utilizando CrO3/DMSO
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ANEXO 11 - Espectro no IV do produto da reagédo de oxidacao do alcool
benzilico utilizando CrO3z/DMSO
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ANEXO 12 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidacao do alcool 4-
clorofenilmetanol utilizando CrO3
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ANEXO 13 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidacao do alcool 4-
metoxibenzilico utilizando CrO3
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ANEXO 14 - Espectro no IV do produto da reagédo de oxidacao do alcool
benzilico utilizando CrO3
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ANEXO 15 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidagéao do alcool
piperonilico utilizando CrO3
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ANEXO 16 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidagéao do alcool
cicloexanol utilizando CrOs
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ANEXO 17 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidagéao do alcool
isoamilico utilizando CrO3
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ANEXO 18 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidacao do alcool 4-
clorofenilmetanol utilizando NaNO./Ac.O
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ANEXO 19 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidacao do alcool 4-

metoxibenzilico utilizando NaNO,/Ac,O
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ANEXO 20 - Espectro no IV do produto da reagéao de oxidacao do alcool

benzilico utilizando NaNO./Ac,0O
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ANEXO 21 - Espectro no IV do produto da reacao de oxidagéao do alcool
piperonilico utilizando NaNO,/Ac,O
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ANEXO 22 - Espectro no IV do produto da reagéao de oxidacao do alcool

1-benzilpiperidinometanol utilizando NaNO./Ac,O
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