Universidade Federal de Alfenas-MG

Flavia Pereira Dias Viegas

Sintese e estudo farmacoldgico de novos
candidatos a prototipos de farmacos de acao
dupla uteis ao tratamento da doenca de

Alzheimer

2013




Flavia Pereira Dias Viegas

Sintese e estudo farmacoldgico de novos candidatos a
prototipos de farmacos de acao dupla uteis ao tratamento

da doenca de Alzheimer

Dissertacdo apresentada como parte dos requisitos para obtengéo
do titulo de Mestre em Quimica pelo Programa de P4s-Graduacao
em Quimica da Universidade Federal de Alfenas.

Area de concentracg&o: Quimica Organica.

Orientadora: Profa. Dra. Méarcia Paranho Veloso

Alfenas, 2013



Viegas, Flavia Pereira Dias.

Sintese e estudo farmacolégico de novos candidatos a protétipos
de farmacos de agéo dupla Uteis ao tratamento da doenca de
Alzheimer / Flavia Pereira Dias Viegas. - 2013.

154 f. -
Orientadora: Marcia Paranho Veloso

Dissertacdo (Mestrado em Quimica) - Universidade Federal de
Alfenas, Alfenas, MG, 2013.

Bibliografia.

1. Doenca de Alzheimer. 2. Inibidores da Colinesterase. 3.
Farmacos do Sistema Nervoso Central. I. Veloso, Marcia Paranho. II.

Titulo.

CDD: 615.1




Flavia Pereira Dias Viegas

Sintese e estudo farmacoldgico de novos candidatos a
protoétipos de farmacos de acdo dupla tteis ao tratamento

da doenca de Alzheimer

A banca examinadora abaixo assinada aprova o
manuscrito apresentado como parte dos requisitos para a
obtencéo do titulo de Mestre em Quimica pelo Programa
de Pos-Graduacao em Quimica da Universidade Federal
de Alfenas. Area de concentragio: Quimica Organica.

Aprovado em 01/02/ 2013

Al ] ) ) "“‘”’4 n.:lh‘,.v;, ©
oM, AL TR BN ...

Profa. Dra. Aline Guerra Manssour Fraga
Universidade Federal do Rio de Janeiro (UFRJ)

N

~

< ~

S
f,)!:u‘\\jg,ﬂr NS = “‘Mtﬁs\*‘* e

Prof. Dr. Carlos Giovani de Oliveira Nascimento

Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG)



Dedico esta dissertacdo a minha familia,
gue com muito amor e compreensao esteve sempre ao meu lado.

Em especial, dedico ao meu esposo, que me apresentou a este mundo da ciéncia,
me ajudou a enfrentar os obstaculos e me ensinou o0s principios de uma boa conduta
cientifica... Amor, vocé sera sempre o meu referencial...

0 meu exemplo a ser seguido!

Jamais poderia deixar de dedicar aos meus filhos... Lucca e ao meu segundo(a)

filho(a) que carrego em meu ventre. Amo vocés!



Agradecimentos

Agradeco a todos que estiveram ao meu lado nessa jornada tao
exigente e dificil, em especial, aos meus queridos alunos de iniciacdo
cientifica: Matheus de Freitas Silva e Mariana Maximo Riquiel, que junto a
mim, suaram a camisa para que atingissemos nossas metas. Matheuzéo e
Mari sera impossivel me lembrar do meu mestrado e ndo me lembrar de

Vvocés... A vocés, eu deixo 0s meus sinceros votos de sucesso e felicidades!

Agradeco ao INCT-INOFAR pelo financiamento do trabalho e a Capes

pela bolsa concedida.
Agradeco a UNIFAL-MG pela oportunidade oferecida.

Agradeco aos meus professores do Programa da Pos-Graduacdo em
Quimica (PPGQ-UNIFAL-MG) que se dedicam tanto a dar aos seus alunos

uma formacéo solida e estdo sempre dispostos a contribuir.

Agradeco a Deus por me permitir trabalhar com o que eu gosto e em
um grupo de pesquisa tdo especial. Aos meus contemporaneos do LFQM,

obrigada pelas risadas e pelo delicioso ambiente de trabalho.

Por fim, agradeco a todos os colaboradores que fazem parte da

concretizacao deste trabalho.

A todos estes, deixo o meu sincero MUITO OBRIGADA!!!



“A mente que se abre a uma nova idéia
jamais voltara ao seu tamanho original.”

Albert Einstein



Resumo

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma doencga neurodegenerativa, incapacitante e sem
cura, caracterizada pela diminuicdo progressiva da memoéria e declinio severo da cognicao,
associados com a degradacdo de neurbnios colinérgicos em muitas areas do Sistema
Nervoso Central (SNC). Fisiologicamente, a evolucdo da doenca esta relacionada com a
deposicdo de placas amiloides extracelulares e de emaranhados neurofibrilares
intracelulares, com dramatica reducéo de neurotransmissores, principalmente da acetilcolina
(ACh) e da instalacdo de um complexo processo neuro-inflamatério. Diante da recente
caracterizacao do aspecto multifatorial associado a instalacdo e evolugcdo da DA, uma nova
estratégia de planejamento e busca por novos farmacos tem considerado a acdo mdultipla, e
ndo mais em um uanico alvo, como uma forma mais eficiente de tentar-se obter novas
entidades quimicas eficientes e seguras. A busca por novas entidades quimicas capazes de
interferir no avango da DA, inibindo a atividade da enzima AChE, podendo ainda atuar em
outras vias terapéuticas, levou ao planejamento de uma nova série de hibridos moleculares
com acdo dupla: anticolinesterasicos e anti-inflamatérios, desenhados por hibridagao
molecular entre as estruturas do donepezil, uma série de arilidrazonas piperidinicas semi-
sintéticas com propriedades anti-inflamatoérias e o LASSBIio-767, um alcaloide semi-sintético
inibidor seletivo de AChE. Neste novo projeto, visamos a sintese de uma série de novos
hibridos analogos ao donepezil e sua caracterizagdo como possiveis inibidores de AChE e
anti-inflamatérios. Os resultados obtidos até o momento, levaram a identificacdo das
substancias LFQM-56 e LFQM-67, como possiveis candidatos a farmacos com atividade
dupla, tendo demonstrado tanto propriedades anticolinesterasicas, como anti-inflamatdérias.
Por outro lado, a substancia LFQM-73 apresentou excelente propriedade anti-inflamatéria e
LFQM-57, LFQM-75 e LFQM-88 demonstraram alta atividade inibitéria da

acetilcolinesterase.

Palavras-chave: Doencga de Alzheimer. Inibidores da Colinesterase. Farmacos do Sistema

Nervoso Central.



Abstract

Alzheimer’s disease is a neurodegenerative disorder characterized by a
progressive lack of memory and severe loss in cognition, associated with the
degradation of cholinergic neurons in many areas of the central system nervous
(CSN). Physiologically, the evolution of the disease is related to the extracellular
deposition of amyloid plaques and intracellular neurofibrillary tangles, with severe
reduction in concentration of neurotransmitters, mainly acetylcholine (ACh) and
installation of a complex neuroinflammatory process. Recently, the onset and
progress of DA have been well characterized as a multifactorial process, associated
to abnormal metabolization of AR, hyperphosphorylation of tau protein, oxidative
stress and generation of reactive Oxygen especies, affecting neuronal and
mitochondrial function, and a complex inflammatory process of neuronal tissue.
These modern overview of DA have been decisive for changes in the design and
search for new drugs, considering that multiple directed ligands could be more
effective than molecules targeting specific and single targets. In these context, we
proposed a new series of donepezil derivatives, designed as novel dual prototype
drug candidates, acting as anti-inflammatory and acetylcholinesterase inhibitors.
These new series, with innovative structural pattern, was planned by molecular
hybridization among structural subunits from donepezil, a new series of anti-
inflammatory semi-synthetic aryl-hydrazones derived from natural (-)-cassine, and
LASSBIio-767, a semi-synthetic selective inhibitor of AChE. The results obtained up
to the moment, led us to identify LFQM-56 and LFQM-67, as possible candidates to
drugs with dual activity, showing both anticholinesterase and anti-inflammatory
properties. On the other hand, LFQM-73 showed excellent anti-inflammatory profile
and LFQM-57, LFQM-75 and LFQM-88 showed promise acetylcholinesterase

inhibitory activities.

Keywords: Alzheimer Disease. Cholinesterase Inhibitors. Central Nervous Systems
Agents.
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1 Introducéo

1.1 A doenca de Alzheimer e suas implicacdes sociais

A forma de deméncia mais comum em pessoas acima de 65 anos é a doenca
de Alzheimer (DA).! A DA foi descrita pela primeira vez como “uma doenca peculiar
dos neurbnios do cértex cerebral” em 1906, pelo médico alem&o Alois Alzheimer.
Naqguela época, a DA foi definida como uma patologia neuroldgica, ndo reconhecida,
que cursava como deméncia, destacando os sintomas de perda de memoria e
alteracbes de comportamento, evoluindo para a incapacidade de realizar as
atividades rotineiras.?3

A DA é um processo neurodegenerativo progressivo e esta relacionada com
um conjunto de fatores fisiopatoldgicos tais como a idade, o surgimento de depésitos
de placas senis (agregados da proteina p-amiloide) e de emaranhados
neurofibrilares no cérebro, perda de neurdnios colinérgicos, principalmente da
acetilcolina (ACh)* e da instalacéo de um processo neuro-inflamatério.

O paciente com DA sofre com uma série de sintomas que estéo relacionados
com a perda de neurbnios colinérgicos no sistema nervoso central (SNC), tais como
a diminuicdo progressiva da memoria e das habilidades cognitivas, desorientacéo,
falta de atencdo, comprometimento da aptidao linguistica e depresséo.>®

Estima-se que 35,6 milhdes de pessoas no mundo sofrem da DA e que no
Brasil existem cerca de 1,2 milhdo de portadores. Devido ao envelhecimento da
populacdo global, espera-se que esses humeros aumentem acentuadamente, sendo
estimado que em 2030 sejam 65,7 milhdes e, em 2050, 115,4 milhdes de portadores
da DA. Espera-se também que dois tercos dessa populacdo sejam de paises em

desenvolvimento.’
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Ao comparar os dados dos censos demograficos de 1960 a 2010, o numero
de pessoas com idade superior a 60 anos praticamente triplicou ao longo desses 50
anos e, atualmente, representa 10,8 % da populacao brasileira, totalizando 20,5
milhdes de pessoas.® No mundo, segundo o Fundo de Populacdo das NacgGes
Unidas (UNFPA, na sigla em inglés), espera-se que a populacdo de pessoas acima
de 60 anos aumente em 200 milhdes nos proximos 10 anos e, em 2050, serdo 2
bilhdes de idosos representando 20% da populagdo mundial.® A idade é o principal
fator de risco da DA, uma vez que na maioria das pessoas 0s sintomas aparecem
apos os 60 anos. A proporcéo de idosos entre os 65 e 74 anos de idade com DA é
de 5% e, quase a metade das pessoas com 85 anos ou mais sao portadoras da

doenca. 1°

1.2 Aspectos fisiopatoldgicos e formas de tratamento da DA

O envelhecimento cerebral e a perda localizada de neurdnios, principalmente
do hipocampo e do pré-encéfalo basal, estdo diretamente relacionados com a DA.!
Histopatologicamente a DA caracteriza-se pelo depdsito extraneuronal de placas
senis e depdsito intraneuronal de emaranhados neurofibrilares, acompanhada por
morte massiva de neurdnios.'? O principal componente das placas senis é o
peptideo B-amiloide (BA)'*14 e é o produzido pela acdo de endoproteases
(secretases) da membrana glicoprotéica, a partir da proteina precursora amiloide
(APP), codificada por um gene presente no cromossomo 21.1>17 Fragmentos do BA
formam agregados fibrilares ndo-covalentes que depositam-se no tecido neuronal e
estdo relacionados a neurotoxicidade da DA.1%20 As secretases sdo enzimas
responsaveis pelo processo proteolitico normal da APP, levando a formacao de
fragmentos BA e, dependendo do sitio de protedlise, sdo classificadas em a-, 3- e y-
secretases. As a-secretases sdo, provavelmente, fixadas na membrana plasmatica e

clivam a APP entre os residuos 16 e 17 da sequencia do BA, gerando fragmentos
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extracelulares soluveis conhecidos como sAPPa, que sdo normalmente fagocitados
pelas micréglias e eliminados. Portanto, a quebra da APP por a-secretases inibe a
formacao de depdsitos de BA e constitui a maior rota fisiologica de quebra da APP.1&
22 Por outro lado, quando a protedlise da APP ocorre por agéo de B e y-secretases,
entre os residuos de aminoacidos 596-597 e 637-639, respectivamente, ocorre a
liberacdo de fragmentos insoluveis de BA.?222 A APP pode ser quebrada pelas y-
secretases em quatro posi¢des diferentes, originando peptideos BA que variam de
39 a 43 residuos de aminoacidos, sendo o residuo BAai-40 formado majoritariamente.
Residuos BA1-42 € BA1-43 SA0 minoritarios, porém sao as espécies mais encontradas

em placas cerebrais?* e estdo relacionados a progresséo da DA (Figura 1).%°

Placa
amildide

Exterior celular Liberacdo de s
( B-Secretase AP, toxico %
APP\ ‘ Morte neuronal

0000000000000 e DA

Agregacdo de AP,

S SN

O\ y-Secretase Exterior celular
Membrana S

celular

Figura 1. Clivagem da APP por acdo de secretases.

Fonte: Do autor

A funcédo da proteina Tau € estabilizar os microtubulos dos axénios, estruturas
responsaveis pela formacdo e manutencdo dos contatos interneuronais. Ao se
acumular intracelularmente, devido a um processo de hiperfosforilagdo de origem

pouco esclarecida, a proteina Tau gera os emaranhados neurofibrilares. 26

Varios estudos demostraram que a DA esta relacionada com a reducédo de

neurotransmissores como dopamina, serotonina, noradrenalina, glutamato,
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substancia P e principalmente da acetilcolina (ACh). O déficit colinérgico pode ser
retardado ou amenizado pela inibicdo parcial da atividade da acetilcolinesterase
(AChE), estratégia conhecida como “Hipotese colinégica”, que inspirou os farmacos
disponiveis atualmente para o tratamento da DA, além de outros em estagios pré-
clinicos. Entretanto, estes farmacos atuam no restabelecimento da funcgéo
colinérgica, aliviando os sintomas e retardando a evolucdo da doenca, garantindo
assim, uma melhor qualidade de vida ao paciente, porém, sem oferecer a cura

efetiva. 2°

* Antagonistas de receptores M
Agonistas de receptores N \ /

acetilcolinatransferase

Receptor Muscarinico

Neurénio
(_j—:ré-sinqpfico

ywm»@

acetilcolina \

\

\
\

«— Vesicula \

Receptor
sinaptica i

nicotinico

Fenda sindptica

acetilcolinesterase - Natjcgs" Canal

_—— nicotinico

Lo e— ] N -
/ Receptor de ACh T

Inibidores de AChE pos-sinaptico

disponiveis

Figura 2. Esquema do processo sinaptico e da liberacdo de ACh, com envolvimento dos
receptores nicotinicos (N) e muscarinicos (M) e os possiveis alvos para farmacos em uso e em
avaliacdo clinica.?®

Fonte: Do autor

Atualmente existem também muitas pesquisas na busca por novos farmacos
que abordam a “Hipétese Amiloide”, que é baseada na intervengao da formacao dos
fragmentos insolUveis de B-amiloide e, assim, na formacéo e deposicdo das placas

amiloides.?®
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1.3 Inibidores de AChE e o arsenal terapéutico disponivel ao tratamento da DA

A maioria das novas entidades quimicas (NEQs) desenvolvidas para o
tratamento da DA atua inibindo a atividade da enzima AChE, responsavel pela
hidrélise de acetilcolina (ACh) em colina e acetato.?”:28

Os inibidores de acetilcolinesterase (IAChEs) séo classificados de acordo com
a estrutura e com 0 mecanismo de agao em:

e Irreversiveis: possuem ligantes que interagem de maneira reversivel
com a enzima, em uma regido proxima ao sitio catalitico;

e Pseudo-irreversiveis: incluem a classe dos carbamatos que formam um
complexo carbamoilante com um residuo de serina na triade catalitica
da AChE e possuem como protétipo a fisostigmina (4, Figura 3),
produto natural cuja estrutura basica levou ao desenvolvimento da
rivastigmina (3);

e Reversiveis: possuem ligantes que interagem de maneira reversivel
com a enzima, em uma regido proxima ao sitio catalitico, como
acontece, por exemplo, com as aminoacridinas (p.e. tacrina 1), alguns
alcaloides (p.e. galantamina 2, figura 3) e as N-benzilpiperidinas (p.e.
donepezil, 6, figura 3). 2°

NH2 H
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Figura 3. Farmacos comercializados para tratamento da DA e a fisostigmina (4), produto natural,
protétipo da rivastigmina.

Fonte: Do autor
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O primeiro farmaco comercial para o tratamento da DA foi a tacrina (THA,
Cognex®, 1), aprovada em 1993. Seu mecanismo de acao esta baseado na inibicdo
tanto da AChE como da butirilcolinesterase (BuChE), efetiva em pacientes com DA
de intensidade leve a moderada. Entretanto, apds pouco tempo de comercializagéo,
teve seu uso restrito em alguns paises devido a sua toxicidade hepética e baixa
biodisponibilidade, sendo recomendada apenas para pacientes que néo respondem
ou toleram os demais medicamentos disponiveis. Apesar disso, sua estrutura tem
sido amplamente utilizada no planejamento de muitos outros anélogos ativos, com
diferentes indices de seletividade e menor toxicidade, a exemplo das huprinas, bis-
tacrinas, tacripirinas dentre outros derivados de estrutura hibrida.3-54

Atualmente, existem somente 4 farmacos aprovados e disponiveis
comercialmente para o tratamento da DA: donepezil (Aricept®, 6), rivastigmina
(Exelon®, 3), galantamina (Reminyl®, 2) e memantina (Namenda®, 5, Figura 3).

A galantamina (2) é um produto natural que atua como agonista de receptores
nicotinicos e tem sido bastante estudada como prototipo para o desenvolvimento de
novos candidatos a farmacos anticolinesterasicos.>® Seu efeito terapéutico é
consequéncia de um mecanismo de acdo duplo: inibindo a AChE e modulando o
receptor nicotinico pré-sinaptico, promovendo assim uma maior liberacdo de ACh na
fenda sinaptica.>®

A rivastigmina (3) € um inibidor reversivel de colinesterases, planejado por
modificacdo estrutural da fisostigmina (4), capaz de inibir tanto a AChE como a
BuChE. Sua utilizacdo € indicada para o tratamento dos estagios leve a moderado
da DA. Também é prescrita na terapéutica da doenca de Parkinson (DP), sendo que
seu uso oral para a DA foi aprovado 2000 e, somente em 2006, para o tratamento da
Dp_57—58

Dentre os farmacos disponiveis atualmente, a memantina (5) foi o ultimo
farmaco aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) em 2006, sendo
também o Unico que ndo atua na inibicdo da AChE. A memantina atua como
antagonista de receptores de glutamato do tipo N-metil-D-aspartato (NMDA),
evitando um influxo excessivo de célcio (Ca?*).5° Nas sinapses, ap6s o estimulo do

neurdnio pré-sinaptico, ocorre a liberagdo de glutamato, que liga-se aos receptores



18

NMDA e estimula a entrada de ions de Ca?* no citoplasma do neurdnio. O influxo de
Ca?* induz a producdo de nNOS (NO sintase neuronal) que, por sua vez, leva a
liberacdo de oxido nitrico (NO) nos neurbnios pdés-sinapticos, funcionando como
mensageiro para a pré-sinapse e reiniciando todo o processo.®® Devido ao seu
mecanismo de ac¢ao diferenciado, evitando a liberagdo excessiva de glutamato, que
em altas concentracdes torna-se excitotoxico e leva a morte neuronal, a memantina
vem sendo indicada para os casos de evolugdo moderada a severa da DA.6%63

O donepezil (6), também conhecido como E2020, surgiu no final da década
de 80 como um inibidor reversivel e ndo-competitivo da AChE,®®6466 sendo o
segundo farmaco aprovado pelo FDA (1996) e que rapidamente ganhou destaque
por ser muito menos toxico que a tacrina, sendo também 1250 vezes mais seletivo
para AChE do que para BuChE.%*%% Varios estudos computacionais e de mecanismo
de acdo apontam que a seletividade deste farmaco € decorrente das subunidades N-
benzilpiperidina e indanona, que conferem maior afinidade e especificidade para
AChE.%® Quanto aos aspectos farmacodinamicos, o donepezil atua na inibicdo da
AChE, aumentando a disponibilidade de ACh intra-sinaptica®, com poucos efeitos
colaterais, a maioria de natureza colinérgica e de carater transitério como nauseas,
vOmitos e tremores.%8®° Quanto aos aspectos farmacocinéticos o donepezil
apresenta uma absorc¢ao linear, atingindo a concentracéo plasméatica maxima em 3-5
horas apdés a administracdo, sem influéncia da alimentag&o.54% Além disso, o
donepezil demonstra boa transposicdo da barreira hematoencefélica, atingindo
concentracdo cerebral cerca de 7 vezes maior que no plasma, sendo, portanto,
considerado um inibidor de acdo central.®® O donepezil é largamente metabolizado
no figado e a sua via principal de excrecdo, juntamente com seus metabdlitos, é a
renal, o que exige cautela na administracdo em pacientes com insuficiéncia renal e
hepatica.>®6467 Estudos controlados duplo-cego, com mais de 1000 pacientes,
revelaram que o uso de donepezil resultou em significativa melhora na meméoria,
concentracdo, linguagem e raciocinio, sem sinais de toxicidade hepatica.®® Em
virtude do perfil farmacocinético e de sua menor toxicidade em relagdo aos demais
inibidores de AChE, o donepezil vem sendo utilizado como farmaco de primeira

escolha no tratamento de pacientes com DA.5%70
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1.4 As enzimas butirilcolinesterase (BUCHE) e acetilcolinesterase (AChE) como

alvos contra a DA

A BuChE, também conhecida como colinesterase sérica ou acilcolina-
acilidrolase, esta presente principalmente nas células gliais, no tecido endotelial e
nos neurénios. Juntamente com a AChE, a BUuChE é responsavel pela modulagéo
dos niveis de acetilcolina e, portanto, também & um alvo terapéutico compativel com
a hipotese colinérgica, a principal estratégia terapéutica para o tratamento da
DA.”172 Dentre os farmacos comerciais, apenas a tacrina (1) e a rivastigmina (3)
inibem concomitantemente a AChE e a BUChE. As cinéticas de hidrélise da ACh por
estas duas enzimas sdo distintas, variando de acordo com a concentracao
disponivel do substrato. Assim sendo, em condi¢cBes onde a concentracdo de ACh é
baixa, a BUChE é menos eficiente. Por outro lado, altas concentracbes de ACh
levam a inibicdo da AChE, tornando a BuChE mais eficiente no processo de
hidrolise. Este comportamento diferenciado vem sendo explorado racionalmente no
planejamento e desenvolvimento de novos inibidores seletivos, uma vez que a
inibicdo da BUChE é considerada uma via terapéutica util e eficaz na manutencéo
dos niveis colinérgicos em pacientes em que atividade da AChE esteja suprimida.’?

A alta reatividade e sua eficiéncia catalitica da AChE frente a inumeros
inibidores covalentes e ndo-covalentes parece originar-se da arquitetura singular do
sitio ativo, constituido por uma triade de aminoéacidos, Glu-327, Ser-200 e His-440
para a AChE de Torpedo californica (TCAChE, Figura 4). >’ A existéncia de dois
gargalos de profundidades distintas, que se estendem por meio caminho da enzima
e contém o sitio catalitico a 4 A de sua base foram reveladas pela analise das
estruturas de AChE por raio-x. Além do sitio catalitico, varios residuos de
aminoacidos auxiliares, como o Trp-84, que interage com um grupo quaternario da
ACh e o Trp-279 (Figura 4),’® localizado na abertura do gargalo que d& acesso ao
sitio catalitico, estdo sendo considerados como sitios de interagdo adicional no
planejamento de novos inibidores de AChE.”®7" A inibicdo direta do sitio ativo

impede a ligacdo da molécula substrato ou sua hidrolise por ocupagéo do sitio com
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uma afinidade alta (a exemplo da tacrina) ou por uma reacdo irreversivel com a
serina catalitica, mecanismo pelo qual agem os inseticidas organofosforados e
carbamatos.”®

Além da triade catalitica, varios sub-sitios funcionais periféricos foram
identificados. Um sitio anibnico periférico estd localizado proximo da superficie da
enzima, acima do acesso ao sitio catalitico, no qual o residuo de Trp-286 exerce
funcdo particular como sitio de ligacdo com a subunidade aménio quaternaria da
ACh; uma cavidade acilica de ligagédo, que na AChE humana (huAChE) é constituida
por residuos Gly-122, Trp-236, Phe-295, Phe-297 e Phe-338, é responséavel pelo
reconhecimento e interacdo com a subunidade acetila da ACh.”>788 Um sub-sitio
hidrofébico, que inclui residuos Trp-84, Tyr-130, Tyr-330 e Phe-331, que interage por
empilhamento de elétrons 1 (interagdes do tipo -1 stacking) e/ou apolares, é
responsavel pela acomodacdo da subunidade alcodlica de um intermediario
tetraédrico formado antes da liberacdo de colina no processo de hidrélise.”® A
estabilizacdo de subunidades carregadas dos substratos ou outros ligantes do sitio
ativo da enzima é mediado por interacdes do tipo cation-1r.7881 Ao final do processo
de hidrélise da ACh mediado pela AChE (Figura 5), ocorre acetilacdo do grupo OH
de um residuo de serina (Ser-200) que, posteriormente, sofre hidrélise, recompondo

a estrutura enzimatica original.”>82.83
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Figura 4. Visdo do sitio ativo da AChE e de alguns dos principais residuos de aminoéacidos que
constituem a triade catalitica e o sitio periférico aniénico.?®

Fonte: Do autor
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1.5 Influéncias do processo neuroinflamatorio na instalacédo e progresso da DA

A inflamacao € o resultado de um conjunto de reacdes complexas em tecidos
vascularizados, em resposta a acdo de agentes nocivos responsaveis por injaria ou
dano tecidual, manifestando-se por migracdo celular, ativacdo de leucécitos e
reacOes sistémicas diversas.®® Este tipo de resposta, recrutamento e migracédo de
células de defesa, pode ocorrer no SNC, caracterizando a neuroinflamacéo.8

Em nivel crénico, a inflamacéo cerebral € uma caracteristica da DA visto que
as caracteristicas inflamatérias agudas, tais como rubor, inchaco, calor e dor ndo
estdo presentes e estruturas como micrdglia, astrécitos e neurbnios sdo o0s
responsaveis pela reacdo inflamatéria. Mediadores inflamatérios como citocinas,
interleucina-18 (IL-1B), IL-6 e TNF-a , bem como leucotrienos, tromboxanos,
prostaglandinas, fatores de coagulacdo, espécies reativas de oxigénio e outros
radicais como Oxido nitrico, fatores complementares, proteases, inibidores de
protease e pentraxinas sdo produzidos pelas células ativadas pela lesao tecidual.
Uma vez que a producdo de PBA representa um estimulo crénico, o sistema
imunologico é ativado no sentido de limpar estes produtos potencialmente toxicos. A
hipétese é que a natureza intratavel das placas e emaranhados estimula uma reacao
inflamatéria crénica.8> A morte de neur6nios adjacentes pode ocorrer por acdo das
células da glia ativadas cronicamente. A morte neuronal ocorre pela liberacdo de
produtos altamente toxicos, tais como intermediarios reativos de oxigénio, oxido
nitrico, enzimas proteoliticas e fatores complementares produzidos por estas
células.8

Recentemente, inimeros estudos tém sido publicados abordando os
beneficios adicionais que poderiam ser alcancados pelo uso de farmacos anti-
inflamatorios esteroidais (AIES) e ndo-esteroidais (AINES), para o tratamento da
neuroinflamacéo ocasionada pelo estresse oxidativo associado ao depdsito de

fragmentos toxicos, a producao de substancias reativas de oxigénio (ROS), espécies
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reativas de nitrogénio (RNS) e pela formacédo de radicais livres associados a
instalacéo e progressado da DA.63.86-88

Estudos epidemioldgicos indicam que o uso continuado de AINESs foi capaz de
reduzir o risco de desenvolvimento da DA.8° Um possivel modo de acdo desta classe
de farmacos seria a inibigéo seletiva da COX-2, isoforma induzida expressa de modo
elevado no cérebro de pacientes portadores da DA,°° o que é reforcado por alguns
estudos que demonstram que o RNA mensageiro (RNAmM) da COX-2 esta presente
em niveis elevados em areas cerebrais afetadas pela DA.%® Em vérias partes do
mundo, estudos clinicos tém sido conduzidos para avaliar o efeito de alguns AINEs
como tratamento auxiliar da DA, mas os resultados continuam controversos.

A hipétese de que a inflamacdo no tecido cerebral possa contribuir para o
desenvolvimento da DA estd fundamentada em estudos envolvendo pacientes com
artrite reumatoide tratados com AINEs.®?%* A inibicdo das enzimas COX-1 e COX-2,
pelos AINEs pode diminuir significativamente a sintese de prostaglandinas,
resultando em supressao do processo inflamatorio. Porém, o uso prolongado destes

farmacos tradicionais pode levar a disturbios gastrintestinais.

1.6 FArmacos multi-funcionais no tratamento da DA

A busca de novos candidatos a farmacos para doencas neurodegenerativas
tém sido intensa, como € o caso da doenca de Alzheimer. Porém, o foco passou a
ser farmacos com ac¢do multipla, e ndo mais em um unico alvo, uma vez que aliado a
esta patologia atuam um conjunto de fatores que unidos, como por exemplo, na DA,
ocasionam o0 processo inflamatério, a reducdo de neurotransmissores,
principalmente da acetilcolina, além da exacerbacdo da producdo de radicais livres,

estresse oxidativo, deposicédo de placas senis e neurofibrilas.%
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Com isso, pesquisas recentes estdo sendo centradas em candidatos a
farmacos de acdo mudltipla °¢ capazes de atuar simultaneamente em mais de um alvo
envolvido na fisiopatologia da DA.

Quando um unico medicamento ndo € suficiente para o tratamento de uma
doenca, uma das alternativas terapéuticas € a associacdo de “medicamentos de
tratamento multiplo”, também conhecido como coquetéis. Esta abordagem consiste
na combinacdo de dois ou mais farmacos que atuam por diferentes mecanismos
terapéuticos. Outra alternativa é o uso de uma “medicagdo com varios compostos”,
onde diferentes farmacos estdo contidos na formulacdo de um Ginico medicamento.®®

Partindo desse mesmo pressuposto, novas abordagens estdo sendo
pesquisadas para um tratamento mais eficaz no caso de doencas
neurodegenerativas, como € o caso dos “ligantes direcionados a multiplos alvos”
(LDMAS)%, o que evita o risco de interagdes entre medicamentos diferentes e facilita

0 regime terapéutico dos pacientes.

A estratégia de sintese dos LDMAs estd baseada na hibridizacdo de
subunidades farmacoforicas de duas ou mais moléculas, e ambas deverdo manter a
sua capacidade de interagir com seus respectivos alvos simultaneamente, e, desta
forma, procurar impedir o avanco da doenca pelo bloqueio de multiplos processos
fisiopatoldgicos.%®

Exemplos recentes da literatura demonstram resultados promissores com
novas entidades quimicas capazes de atuarem como inibidores de AChE,
antioxidantes, quelantes de metais, anti-amiloides, neuroprotetores e inibidores de [3-

secretase.%7:98
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1 Justificativa

A necessidade de novas alternativas terapéuticas, de menor custo e maior
eficacia, tem motivado a busca por novos agentes anticolinesterasicos uteis no
tratamento de doencas neurodegenerativas como a DA, Doenca de Parkinson,
Miastenia gravis, dentre outras. Assim sendo, projetos que visem a descoberta e o
desenvolvimento de novos farmacos em Instituicdes Nacionais deverdo conduzir a
uma importante contribuicdo ao setor farmacéutico nacional, além da geracédo de
conhecimento e de formacdo de recursos humanos. Diante da necessidade de
novas alternativas terapéuticas para o tratamento da DA, especialmente que atuem
por mecanismos de acdo diferentes dos farmacos disponiveis, mais acessiveis e
seguros, a obtencédo de candidatos a farmacos de acéo dupla ou simbiética, capazes
de atuarem tanto na melhora do déficit colinérgico como na neuro-inflamacéo
caracteristicos da doenca passam a ser uma abordagem nova e que pode

representar inovacao radical na descoberta de novos farmacos.

O conteudo descrito nesta dissertacdo visa atender a necessidade de
estudos de novas alternativas terapéuticas, a descoberta de novos candidatos a
farmacos e o possivel desenvolvimento de novos medicamentos Uteis no tratamento

de doencas inflamatérias do SNC e neurodegenerativas como a DA.

Em um trabalho anterior de nosso grupo de pesquisa, uma nova série de
compostos  N-benzil-piperidinil-arilidrazénicos foi preparada e analisada
preliminarmente quanto as propriedades inibitérias de AChE, destacando-se como
moléculas bastante promissoras. Como conseqiéncia destes resultados iniciais, 0
atual projeto foi proposto como uma continuacao deste, visando a re-sintese de toda
a série, bem como sua avaliacao anti-inflamatéria, do mecanismo e seletividade na
inibicdo de AChE, e de suas propriedades anti-neuro-inflamatorias e colinérgicas,

além da avaliagéo das propriedades fisico-quimicas in silico e farmacocinéticas.
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3 Objetivos

3.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho foi continuar os estudos farmacoldgicos sobre
uma série de novos hibridos N-benzil-piperidinil-arilidrazénicos, descobertos em
nosso grupo de pesquisa. O desenvolvimento experimental compreende a re-sintese
de toda a série-alvo, sua total caracterizacdo e sua avaliacdo farmacoldgica,
buscando identificar substancias-lideres candidatas a farmacos duplos, capazes de

atuar como inibidores de AChE e anti-inflamatérios na doenca de Alzheimer.

3.2 Objetivos especificos:

3.2.1 Quimica:

3.2.1.1. Re-sintese da série de derivados N-benzil-piperidinil-arilidrazénicos.
3.2.1.2. Determinacado dos rendimentos globais.

3.2.1.3. Caracterizacdo espectroscopica completa da série, incluindo espectros de
RMN de 'H e 13C e de massas de alta resolucéo;
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3.2.2. Avaliacdo da atividade anticolinesterasica:

3.2.2.1. Avaliacdo da atividade inibitoria da acetilcolinesterase in vitro e

determinacao das curvas dose-resposta, ICso e Ki das substancias mais ativas;

3.2.2.2. Avaliacdo da seletividade AChE x BuChE, bem como do mecanismo de

acado anticolinesterasico;

3.2.3. Avaliacéo da atividade anti-inflamatoria:

3.2.3.1. Avaliacdo da atividade anti-inflamatéria em modelos periféricos, incluindo

ensaio de Von Frey, formalina e edema de pata de camundongo;

3.2.3.2. Determinacéo da IDso das substancias anti-inflamatorias mais promissoras;

3.2.3.3. Avaliagéo de efeitos locomotores: teste de campo aberto.

3.2.4 Avaliacéao das propriedades fisico-quimicas in silico e farmacocinéticas.
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4 Planejamento Molecular e analise retrossintética

A série-alvo foi planejada através de hibridagdo molecular da subunidade N-
benzil-piperidinica do donepezil, uma subunidade hidroxi ou Oacetil-piperidinica
presente em LASSBIio-767. Além disso, consideramos a inser¢cdo de uma unidade
espacadora N-acilidrazona, por ser um biéforo importante na modulacdo de
atividade anti-inflamatoria, por analogia a uma série de alcaldides semissintéticos

anti-inflamatérios descoberto por nosso grupo de pesquisa (Figura 6).
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Figura 6. Planejamento molecular da nova série de candidatos a prot6tipos de farmacos de agéo
dupla para o tratamento da DA.

Fonte: Do autor

A andlise retrossintética apresentada na Figura 7 indica que 0os compostos-
alvo derivados acilidrazénicos (8) poderiam ser obtidos por reacdo de adicdo acido-
catalizada entre uma série de benzaldeidos funcionalizados (9) e a hidrazida (10).

Esta, por sua vez poderia ser preparada por hidrazindlise do éster metilico (11),
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derivado direto da aminacao redutiva entre a 3-hidroxipiperidina (12) e do éster (13)

obtido da esterificacdo do 4-carboxibenzaldeido

partida.
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Figura 7. Analise retrossintética dos compostos- alvo.

Fonte: Do autor

A partir da andlise retrossintética, foi planejada uma rota sintética divergente
para os compostos-alvo 8 (LFQM-54-57, 65-67, 72, 75, 76 e 88, Figura 8), partindo

do acido 4-formil-benzéico (ou 4-carboxibenzaldeido) (15), comercial. Numa etapa

inicial, uma reacéo de esterificacdo do acido (15) em diclorometano na presenca de

cloreto de tionila (SOCI2) e de dimetilfomamida (DMF) originaria o cloreto de acido

(14) que, ao ser reagido com metanol, poderia ser transformado no éster (13). Na

segunda etapa sintética, uma reagdo de aminacao redutiva entre (12) e (13), na

presenca de NaBH3CN/ZnCl./MeOH poderia fornecer o éster N-benzilpiperidinico

(11), que submetido a reagdo com monoidrato de hidrazina originaria a hidrazida

(10), intermediario-chave na rota sintética proposta. A hidrazida (10), ao reagir com

uma série de benzaldeidos substituidos (9) deveria gerar a série de N-acilidrazonas-
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alvo, com diferentes substituintes no anel aromatico da subunidade N-acilidrazonil-
benzilica. Para a obtencdo das acilidrazonas acetiladas (LFQM-58, LFQM-68,
LFQM-73, LFQM-84 e LFQM-87, Figura 8), uma etapa adicional com uma reacédo de
acetilacdo com anidrido acético e 4-(N,N-dimetilamino)piridina (4-DMAP) e

completaria a sequéncia sintética desejada.

12
HO

CHO
1. SOCly,
CH,Cl, DMF N NH,NH,.H,0, N
reflux _EtOH, reflux,
2. MeOH ZﬂClz
NaBH5CN,
MeOH NHNH,
" 15

° HO.
9 R N
EtOH, cat. HCI,
S ———

ACZO CHCl;
DMAP

refl ux

LFQM-58 - R= NO,

LFQM-68 - R= Br

LFQM-73 - R= NH
N LFQM-84 - R=ClI

LFQM-87 - R= OAc

8

LFQM-54 - R=H LFQM-67 -

LFQM-55 - R= Br LFQM-72 - R NH "
LFQM-56 - R=ClI LFQM-75 - R= piperidinil N FH~
LFQM-57 - R= NO, LFQM-76 - R= imidazol N
LFQM-65 - R= OMe LFQM-88 - R= SMe

LFQM-66 - R= pirrolidinil °

R

Figura 8. Rota sintética proposta para os compostos-alvo.

Fonte: Do autor
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5 Resultados e discussao

O 4-carboxibenzaldeido (15), eleito como material de partida para a sintese
das moléculas-alvo, foi convertido no cloreto de acila (14) por reagdo com SOCIz,
catalisada por DMF, seguida de uma etapa de metandlise (Esquema 1).°° O produto
bruto da reacdo foi purificado em coluna cromatografica, fornecendo o éster 4-

formilbenzoato de metila (13) em 87% de rendimento.

o H o) H o) H
1) SOCly, CH,CH, 2) '\t"aeo'*
DMF, refluxo 87%
— —
0 OH o) cl o OCHs
15 14 13

Esquema 1. Reacgédo de conversao do 4-carboxibenzaldeido (13) em cloreto de acila (14), seguida de

metandlise para a obtencéo do éster 4-formilbenzoato de metila (12).

O espectro de infravermelho (1V) do éster (13) (Espectro 1) ndo apresenta a
banda de vs OH, entre 3300 e 2500 cm*, caracteristica do 4-carboxibenzaldeido, o
que indica que ocorreu a conversdo do material de partida. E possivel observar
duas bandas caracteristicas vs de C-H de aldeidos em 2835 e em 2735 cm; bandas
de vs de C-H de metila em 2997 e 2954 cm™; em 1724 e 1707 cm™ aparecem duas
bandas sobrepostas de vs C=0 referente as carbonilas das func¢des éster e aldeido,
respectivamente. Em 1280 e 1111 cm? podem ser observadas as bandas

caracteristicas do vs C-O da fungéo éster.
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Espectro 1. Espectro no IV (KBr) do 4-formilbenzoato de metila (13).

O éster (13) mostrou-se, aparentemente, pouco estavel a temperatura
ambiente, apresentando sinais de degradacdo quando observado em placa
cromatografica, pelo surgimento de outra substancia ndo identificada, porém sem
alteracdes no aspecto visual do produto puro. A analise por espectrometria de RMN
de 'H e 13C e de massas de alta resolucéo, confirmou a instabilidade observada. No
espectro de RMN de 'H (Espectro 2), aparece um singleto em & 3,88, que foi
atribuido a um grupo metila do produto de decomposi¢éo, assim como alguns sinais
na regido de aromaticos (& 120,0-140,0 ppm) do espectro de RMN de 3C (Espectro
3), de menor intensidade que os atribuidos ao éster (13). As evidéncias de
contaminacdo por degradacdo foram corroboradas pelo espectro de massas
(Espectro 4), que apresentou grande numero de sinais relativos, provavelmente a

fragmentacdes do éster (13) e de seu produto de degradacao.
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No espectro de RMN de 'H (Espectro 2), foram observados os sinais
referentes a estrutura do éster (13), porém, com outros sinais indicativos da
presenca de impureza como, por exemplo, em & 5,55; & 1,26 e & 7,58, o que foi
atribuido a um produto estruturalmente analogo de degradacdo. O sinal em & 4,87
se refere a presenca de agua no MeOH 1% e, em & 3,30 é o sinal referente ao

solvente utilizado no experimento.

PYMS1S
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aaaaaa

55
130

o
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a87
=383
I

2,6 300

T -
1.5 110 1035 10,0 9.5 a0 85 a0 5 70 65 &0 55 50 4.5 4.0 35 3.0 .5 2.0 L5 1.0 as 0.0

Espectro 2. Espectro de RMN 'H (200 MHz, MeOD) do 4-formilbenzoato de metila (13).

No espectro de RMN de 3C (Espectro 3), foram observados o sinal em d
191,6 referente ao C carbonilico do grupamento aldeidico e o sinal em & 166,4 do C
carbonilico da funcdo éster. O sinal referente ao C metilico da metoxila pode ser
observado em & 51,7, assim como os sinais de CH aromaticos na regidao de & 120-
140,0. Assim como no espectro de RMN de !H, existem sinais que ndo
correspondem ao produto de interesse, sendo assim, pode-se atribui-los ao produto

de degradacéo.
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Espectro 3. Espectro de RMN de 3C (50 MHz, MeOD) do 4-formilbenzoato de metila (13).
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Tabela 1. Dados de RMN de 'H e 3C do 4-formilbenzoato de metila (13).

Posicao S H (ppm) m J (H2) & 13C (ppm)
1 -- -- 139,0
2 7,97 d 10,00 128,4
3 8,16 d 8,00 129,2
4 - - 134,6
5 8,16 d 8,00 128,7
6 7,97 d 10,00 128,5
7 10,06 S - 191,6
8 - - 166,4
9 3,93 S - 51,7

No espectro de massas de alta resolucao (Espectro 4), pode-se observar o
pico referente ao [dimero (13)-1]* com m/z = 327.2270, o que confirma a obtencéo

do éster desejado, porém impuro conforme discutido anteriormente.



36

“.Ta’é 170 0708 IS, 07 e 530
156 5 "
g
o e
o o
(di 1 MM = 164,16 g/mol
imero —
g 2 ceoffs
3 5 327 2270
05 = 3
| I
FoaRE-"]
J | 521,200 -
1 Tig4igi
o L_J.I_I. LIJ,LIJI. ll ;l A ldllii " u...lnl. —— I.I L LA " ‘&:ﬂ‘t § .
200 400 00 800 1000 iz

Espectro 4. Espectro de massas de alta resolucdo do 4-formilbenzoato de metila (13).

Numa etapa subsequente, o éster (13) foi convertido na N-benzilpiperidina
(11), com rendimento de 86%, por reacdo de aminacao redutiva entre a 3-
hidroxipiperidina comercial (12) e o formil-éster (13) (Esquema 2).

HO
(@] (0]
-
MeOH,
HO NaBH3CN, ZnCl
86%
+ —_—

N Nz, t.a.
H O

(@] H
12 13 11

(@]
~

Esquema 2. Reagédo de aminacao redutiva entre a 3-hidroxipiperidina (12) e o formil-éster 13.
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A técnica de aminacdo redutiva utilizada consistiu na preparacdo de uma
solucdo metandlica do éster (13) com a amina (12). Em outro baldo, foram agitados
NaBH3CN e ZnClz anidro em MeOH. As duas solugfes foram mantidas sob agitagédo
em atmosfera de N2. Apos 1h, as duas solucfes foram transferidas para um Unico
baldo reacional, mantendo-se as condi¢cdes de temperatura, agitacdo e atmosfera,

até conversdo completa do éster de partida.tt

O produto 4-((3-hidroxipiperid-1-ila)metil)lbenzoato de metila (11), foi
purificado em coluna cromatografica e caracterizado por IV, RMN de 'H, 13C e

espectrometria de massas.

Ao analisar o espectro de IV (Espectro 5) é possivel comprovar a conversao
do éster (13) no produto (11) através da presenca da banda de vs O-H em 3346 cm™
e da auséncia da banda de vs C-H em 2735 cm caracteristica de aldeido.
Observam-se as bandas em 2933 e 2791 cm caracteristicas de vs C-H de metila e
metileno; a banda vs C=0 em 1716 cm™ e duas bandas de vs C-O em 1282 (larga) e
1111 cm? caracteristica de ésteres. Em 1282 cm™ estd uma banda alargada

provavelmente pela sobreposi¢do das bandas de vs C-O e vs C-N.
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Espectro 5. Espectro no IV (KBr) do 4-((3-hidroxipiperid-1-ila)metil) benzoato de metila (11).

A estrutura do produto desejado foi confirmada no espectro de RMN de 'H
(Espectro 6), pela presengca do singleto em & 3,55, relativo aos hidrogénios
metilénicos H-7, além dos sinais referentes a subunidade piperidinica em & 1,00-
4,00, do grupo metila de éster em & 3,87 e do conjunto de dupletos relativos aos
grupos metinicos aromaticos em & 7,44 e 7,92. No espectro de RMN de 13C também
foi possivel atribuir todos os sinais relativos aos carbonos da estrutura da N-

benzilpiperidina (11) (Espectro 7, Tabela 2).
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Tabela 2. Dados de RMN*H e 3C do 4[(3-hidroxipiperididin-1-il)metillbenzoato de metila (11).

Posicao S H (ppm) m J (H2) & 13C (ppm)
1 -- -- -- 144.8
2 7,94 d 8,00 130,6
3 7,42 d 8,00 130,6
4 -- -- -- 130,6
5 7,42 d 8,00 130,6
6 7,94 d 8,00 130,6
7 3,55 S -- 63,5
8 -- -- -- 168,3
9 3,87 S -- 52,7
2 2,00 m -- 61,9
3 3,64 m -- 67,6
4 1,54 m -- 33,9
5 1,84 m -- 24,2
6 2,84 m - 54,5

No espectro de massas (Espectro 8), foi identificado o pico-ion- molecular
[M+1]* do composto em m/z = 250.1454. Também foi possivel identificar os seguintes
picos: [M + Na]* em m/z = 272.1267; [M - OH]" em m/z = 232.1340 e [dimero + Na]*
em m/z = 521.2626.
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Espectro 8. Espectro de massas de alta resolucdo do 4[(3-hidroxipiperididin-1-il)metillbenzoato de

metila.

Uma vez obtida, a N-benzilpiperidina (11) foi, entdo, convertida na hidrazida (10),
intermediario-chave na rota sintética proposta para a série-alvo, via reacéo de hidrazinolise,

com monoidrato de hidrazina (NH2NH..H20) em etanol e sob refluxo. 12

HO
HO
T o ()

NH,NH,.H20 N
refluxo, ~100%

Y

1 0 HN
NG SNH,
Esquema 3. Obtencéo da hidrazida (10), a partir da reacao do éster (11) com monoidrato de

hidrazina.
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Foram feitos os espectros IV, de RMN *H e RMN 13C, porém, os espectros de
RMN !H e de RMN *3C foram pouco conclusivos visto que os Hs da funcéo hidrazida
nao apareceram. Mas, a estrutura foi confirmada pelo IV (Espectro 9) e pela

espectrometria de massas de alta resolucao (Espectro 12).

Ao comparar o espectro de IV da hidrazida (10) com o do éster precursor (11),
nota-se o deslocamento da banda vsC=0 de 1716 para 1651 cm™ e ndo ha a banda
intensa em 1111 cm™ referente ao vs C-O caracteristica de ésteres. No espectro
abaixo € possivel verificar também uma banda de & fora do plano de N-H em 1600

cm, o que confirma a obtencgéo da hidrazida (10).

g
1

eV
\f | Vv f \
i ! J

—
e

LY R ——
04174 ==
202409 ~— =
856 58— =

8

EETEIETEE PETEE FEEEE EETEE FE T PN TS NN RN

-~
o

8

3

8
131548 —
"‘\_

1352 10w s
1278 81w -

]

8

£

“NH,

b
o

=}

2 L O 0 R LR G R SR IRUNL 5 L N LY LR S SN N O P LS B SR W LA SN 5 2 FLUE IS BN LS N P PO T TR AL O LSS O

3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 40
Hidrazida em

Espectro 9. Espectro no IV (KBr) da 4[(3-hidroxipiperididin-1-il)metillbenzoilidrazida (10).
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Tabela 3: Dados de RMN*H e 3C da 4[(3-hidroxipiperididin-1-il)metillbenzoilidrazida (10).

Posicao S H (ppm) M J (H2) & 13C (ppm)
1 -- -- -- 133,4
2 7,75 d 8,00 128,3
3 7,42 d 8,00 130,8
4 - - - 142,8
5 7,42 d 8,00 130,6
6 7,75 d 8,00 128,3
7 3,59 s - 61,9
8 - - - 169,5
9 - - - -
10 -- -- -- --
2 2,86, 2,68 m -- 63,6
3 3,66 -- -- 67,8
4 1,90 m -- 33,8
5 1,70 m -- 24,0
6’ 2,00 m -- 545

Foi possivel confirmar a obtencdo da hidrazida 10 por espectrometria de
massas, cujo espectro (Espectro 12) apresenta pico referente ao ion molecular
[M+1]* em m/z = 250.1556. Também é possivel verificar a presengca dos picos
referentes ao [M+Na]* em m/z = 272.1373; [M-OH]* em m/z = 232.1446;
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[dimero+Na]* em m/z = 521.2843 e o sinal do fragmento relativo a perda do anel
piperidinico em [M-100]* em m/z = 149.0713.

8 TS T E T Rl
':T:;“ 2001658
20 [M+1]* (j/-:w
M
15
3
H‘l-l_‘
MM =145,13 =
(K.
05 [dimero+Ma]*
[M-+Mal* N7 w158
M-OHJ* | 2721373
M-100]+ !
[uoo?l]s 2:a4q HsaIn
1 : 4512800
| " [ | 3581985 L 03020

o 105 200 A0 400 BO0 L] mz

Espectro 12. Espectro de massas de alta resolugcéo de 4[(3-hidroxipiperididin-1-
illmetillbenzoilidrazida (10).

Numa etapa final, a hidrazida (10) foi submetida ao acoplamento com uma
série de benzaldeidos funcionalizados comerciais (9), em etanol, sob catalise de
HCI'%3, para gerar as respectivas 3-hidroxi-(N-benzil)-piperidinilacilidrazonas-alvo em

rendimentos de 15-96 % (Esquema 4, Tabela 4).
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EtOH, 2 gts. HCI

ta. H
N\ =
N

H

N o]

S ’ R
2 8a: R=Br
10 8b:R=H 8g: R = SCH;

o 8c:R=Cl 8h: R = imidazol
8d:R=F 8i: R = pirrolidinil
8e: R = OCHs3 8j: R = piperidinil
8f: R = NO, 8k: R = NH,

Esquema 4. Esquema da reacéo de acoplamento entre a hidrazida (10) e aldeidos funcionalizados.

Tabela 4. Dados experimentais da preparacdo da série de acilidrazonas-alvo 8a-l (LFQM54-57,
LFQM-65-67, LFQM-72, LFQM-75, LFQM-76 e LFQM-88).

o

H
N\/
N
[e]
R

Substancia R Rendimento Intervalo de Fuséo
(%) (°C)
8b (LFQM-54) H 32 194-200
8a (LFQM-55) Br 52 198-203
8c (LFQM-56) cl 62 210-215
8f (LFQM-57) NO2 95 210-214




8e (LFQM-65) OCHs 96 193-195
8i (LFQM-66) Pirrolidinil 94 172-180
8d (LFQM-67) F 68 225-232
8k (LFQM-72) NH2 15 125-132
8j (LFQM-75) Piperidinil 31 178-186
8h (LFQM-76) Imidazolil 29 152-decomposicao
8g (LFQM-88) SCHs 59 195-205

Visando avaliar a contribuicdo farmacoférica do grupo hidroxila em C-3 da
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subunidade piperidinica da série de 3-hidroxi-(N-benzil)-piperidinil- acilidrazonas 8 e,

ainda, avaliar a influéncia do grupo acetila presente na estrutura de LASSBIio-767,

substéancia inibidora de AChE utilizada como protétipo na génese da série-alvo deste

projeto, algumas hidroxi-acilidrazonas da série 8 foram convertidas nos respectivos

derivados acetilados, por reacdo com AC20/4-DMAP em CHCIs'%* (Esquema 5,

Tabela 5).
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T e

AC,0, 4-DMAP,

—_—
CHClj, refluxo
H H =
N\N/ \NA©\
o
8 o R
R 7a: R =NO,

7b: R=Br
7c: R=NH,
7e:R=CI
7f: R = OAc

Esquema 5. Preparacgédo da série de acilidrazonas acetiladas 7 (a-f), por reacéo de acetilacdo com
Ac20, 4-DMAP e CH2Cl>.

Tabela 5. Dados experimentais da preparacéo da série de acilidrazonas-acetiladas-alvo 7a-f (LFQM-
58, LFQM-68, LFQM-73, LFQM-84 e LFQM-87).

he
O \[j
N
N~
\N
[e]
R

Substancia R Rendimento (%) Faixa de Fuséao (°C)
7a (LFQM-58) NO2 84 160-163
7b (LFQM-68) Br 60 140-150
7c (LFQM-73) NH2 42 220-228
7e (LFQM-84) cl 24 100-102
7f (LFQM-87) OAc 37 145-150
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As andlises por ressonancia magnética nuclear (RMN) ainda estdo sendo
realizados em instituicdes colaboradoras externas (UFRRJ e UFMG) e, nem todos
0S espectros estédo disponiveis. Por outro lado, todas as substancias das séries 7 e 8
foram caracterizadas por infravermelho e espectrometria de massas de alta
resolugéo.

Em todas as etapas da rota sintética foi realizado um estudo com o objetivo
de otimizar as rea¢des, procurando aumentar os rendimentos e facilitar o isolamento
das substancias-alvo em relacdo ao trabalho anterior (Rocha, M. D. Sintese e
avaliagcdo farmacologica de novos hibridos moleculares 3-O-piperidinil-N-
benzilacilhidrazénicos, planejados como candidatos a farmacos simbiéticos:
anticolinesterasicos e anti-inflamatérios. 2010. 117f. Dissertacdo (Mestrado em
Quimica). UNIFAL-MG, Alfenas, 2010.) Porém, ap0s a repeticdo de cada reacao
varias vezes, percebeu-se que 0s rendimentos anteriores ndo se mostraram
adequadamente reprodutiveis, principalmente em relacao as etapas de acoplamento
entre a hidrazida-chave e diferentes aldeidos e nas rea¢fes de acetilacdo. Portanto,
€ possivel observar variacdes entre os rendimentos do trabalho anterior e o atual,
que apesar de menores em alguns casos, foram reprodutiveis apds varios

experimentos e em diferentes momentos da execugéo deste trabalho.
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5.1 Caracterizacdo estrutural das N-benzilpiperidinilacilidrazonas das séries-

alvo 7 e 8.

5.1.1 N-benzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-ila)ymetil)benzoidrazida: 8b (LFQM-
54)

O espectro no IV (Espectro 13) da substancia LFQM-54 apresenta bandas de
v O-H em 3410 cm™, v N-H em 3172 cm™?, v C-H sp? em 3034 cm, vs C-H sp® em
2827 cm?, vas C-H sp® em 2941 cm™, v C=0 em 1645 cm? e, dentre outras,
apresenta também a banda referente ao v C=N em 1604 cm™.
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Espectro 13. Espectro no IV (KBr) da substancia LFQM-54.
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A estrutura da LFQM-54 foi confirmada no espectro de RMN *H (Espectro 14),
pela presenca do singleto em & 8,42 relativo ao hidrogénio 10’, além dos sinais

referentes aos hidrogénios aromaticos e piperidinicos.
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Espectro 14. Espectro de RMN H (200 MHz, MeOD) da substancia LFQM-54.

No espectro de RMNC (Espectro 15), pode-se observar os sinais em &
164,6 referente ao C=0, 6 145,6 referente ao C-10 hidrazénico e em & 56,4 referente
ao C-7 mais caracteristicos da estrutura da LFQM-54 além dos sinais referentes ao

carbonos aromaéticos e piperidinicos.
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Espectro 15. Espectro de RMN 3C (50 MHz, MeOD) da substancia LFQM-54.



Tabela 6. Dados de RMN*H e 3C da substancia 8b (LFQM-54).

Posicao S H (ppm) M J (H2) & 13C (ppm)
2 2,96 -- -- 59,5
3 3,17 -- -- 70,0
4 1,73 -- -- 28,8
5 1,26 -- -- 18,6
6 2,04 -- -- 52,9
7 3,24 56,4
1’ - - - 133,3
2 7,99 - - 127,4
3 7,36 -- -- 130,4
4 - -- -- 139,3
5 7,36 - - 130,5
(X 7,99 - - 127,4
7’ - - -- 164,6
10’ 8,42 S -- 145,6
17 -- -- -- 133,9
2” 7,77 - - 128,4
3” 7,66 -- -- 128,1
4” 7,66 -- -- 131,3
5” 7,66 -- -- 128,1

6" 777 - - 128,4
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No espectro de massas de alta resolucdo (Espectro 16) esta apresentado o
pico referente ao ion molecular [M+1]* em m/z = 338,1965. Também €& possivel
verificar os picos referentes ao [M+Na+1]* em m/z = 360,1652 e ao [dimero+Na]* em
m/z = 697,3453.
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Espectro 16. Espectro de massas de alta resolucdo da substancia LFQM-54.
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5.1.2 N- (4-bromobenzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-ila)metil)benzoidrazida: 8a
(LFQM-55)

Ao se comparar o0 espectro no IV da hidrazida (Espectro 17) com o0 espectro
de IV da substancia LFQM-55 (Espectro 17), nota-se o aparecimento de uma banda
em 3232 cm* referente ao vsN-H e o deslocamento de 1651 para 1641cm™ da
banda de vsC=0 que pode estar relacionado com o aclopamento da hidrazida com o

aldeido.
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Espectro 17. Espectro no IV (KBr) da substancias LFQM-55.



58

No espectro de massas de alta resolugéo (Espectro 18) estao apresentados
0s picos referentes ao ion molecular [M+1]" em m/z = 416,0967 e ao [dimero+Na]*
em m/z = 855,1603.
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Espectro 18. Espectro de massas de alta resolucdo da substancia LFQM-55.
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5.1.3 N- (4-clorobenzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-ila)metil)benzoidrazida: 8c
(LFQM-56)

O espectro no IV (Espectro 19) da substancia LFQM-56 apresenta bandas de
v O-H em 3408 cm?, v N-H em 3232 cm?, vs C-H sp® em 2854 cm™, vas C-H sp3 em
2927 cm®, v C=0 em 1658 cm?, v C=N em 1558 cm, v C-O em 1089 cm e dentre

outras, apresenta a banda referente ao v C-Cl em 756 cm-2.
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Espectro 19. Espectro no IV (KBr) da substancia LFQM-56.
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No espectro de RMN de 'H (Espectro 20), estdo presentes, entre outros, o
singleto referente aos H-7 em 6 3,37 e, em & 8,45 esta o singleto referente ao H-10’,

sinal que comprova a formacéao do produto desejado.
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Espectro 20. Espectro de RMN H (200 MHz, DMSO-d6) da substancia LFQM-56.

No espectro de RMN de *3C (Espectro 21), estdo presentes, entre outros, 0s
sinais referente ao C-7 em 6 61,0 e, o sinal referente ao C-10’ em 6 146,3 ppm.
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Espectro 21. Espectro de RMN 3C (200 MHz, DMSO-d6) da substancia LFQM-56.
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Tabela 7. Dados de RMN!H e 13C da substancia LFQM-56.

Posicéo

2

10
"
o
3
47
5

6,!

5 'H (ppm)

2,74 -2,79

158-1,72
1,39-1,44
1,76 -1,87

3,37

7,52

7,75

(&

6,00

8,00

8,00

6,00

8,00

8,00

8,00

8,00

8 1°C (ppm)
62,0
66,3
335
233
53,0
61,0
135,0
127,6
131,0
134,5
131,0
127,6
163,3
146,3
132,0
127.,6
130,9
133,4
130,9

127,6

62
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No espectro de massas de alta resolucéo (Espectro 22) esta presente o pico
referente ao ion molecular [M+1]* em m/z = 372,1473. Também é possivel verificar
os picos referentes ao [M+Na]* em m/z = 394,1292, ao [dimero+ 1]* em m/z =
743,2888 e ao [dimero + Na]* em m/z = 765,2701.
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Espectro 22. Espectro de massas de alta resolucdo da substancia LFQM-56.
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5.1.4 N- (4-nitrobenzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-ila)metil)benzoidrazida: 8f
(LFQM-57).

O espectro no IV (Espectro 23) da substancia LFQM-57 apresenta bandas de
v O-H em 3311 cm, v N-H em 3232 cm?, vas C-H sp® em 2941 cm, v C=0 em 1655
cm?, v C=N em 1546 cm?, v C-O em 1053 cm™ e dentre outras, apresenta as

bandas referente ao v N=0O em 1516 e 1346 cm™.
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Espectro 23. Espectro no IV (KBr) da substancia LFQM-57.
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No espectro de massas de alta resolucdo (Espectro 24) estdo presentes os
picos referentes ao ion molecular [M+1]* em m/z = 383,1716 e ao [dimero + Na]* em
m/z = 787,3127.
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Espectro 24. Espectro de massas de alta resolucdo da substancia LFQM-57.
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5.1.5 N- (4-metoxibenzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-ila)metil)benzoidrazida:
8e (LFQM-65).

O espectro no IV (Espectro 25) da substancia LFQM-65 apresenta bandas de
v O-H em 3425 cm, v N-H em 3209 cm™, v C-H sp? em 3039 cm™, vs C-H sp® em
2827 cm?, vas C-H sp® em 2931 cm, v C=0 em 1643 cm, v C=N em 1604 cm™, v
C-O em 1056 cm e dentre outras, apresenta as bandas referente ao § C-H sp® da
metila em 1421 e 1371 cm2.
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Espectro 25. Espectro no IV (KBr) da substancia LFQM-65.
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A estrutura da LFQM-65 foi confirmada no espectro de RMN'H (Espectro
26), pelos singletos em & 8,36 relativo ao hidrogénio 10’ e & 3,87 relativo a metila 8”7,

além dos sinais referentes ao hidrogénios aromaticos e piperidinicos.

m;ﬁg Sfﬂeomﬁﬁ SOOMHZ ¢ - 3 ap EEE [
. MH. - a - =283 |
SDLM'EFIE??:AEG[?E v I | 4e N k8000
OPERADOR DO NMR - MAURICIO L
7500
8" .
7000
| l
+6500
| rE0D0
=5500
5000
4500
L4000
= 3500
N . L
| T 3 3000
\ l
o oy r2s00
0 o 35 - o |
. : 7 2000
1 |35 I 1500
'y X | .
1000
' 3 2 4,58 r
500
| o i p Ly, ] r
..... - JL. - — ACAVEEF BUL LS — Lo
2 IaR 5 ® a8 500
T T T T T T T .
&5 80 25 70 65 60 S5 50 45 40 35 30 25 20 L5 1.0 05 00 05
f1 (ppm)

Espectro 26. Espectro de RMN H (500 MHz, MeOD) da substancia LFQM-65.

No espectro de RMN*3C (Espectro 27), pode-se observar o sinal em & 164,9
referente ao carbono carbonilico, o sinal em © 54,5 referente ao carbono da metila
8", em O 149,6 observa-se o sinal referente ao C-10’ além dos sinais referentes ao

carbonos aromaéticos.



Normalzed Intensity

TEJLFQN-E5 DEPT.esp
B n n = -
0.8 1 1
T ]
g £1 8 L
N g_ o 3 & @ 8.
T = o @5 m
= & | g El,lo
b | - | bl |
— L sl
3 wo——‘ - AT " o
2" 8",
¥, 5;:-"
] 18
N~
3 b
a5 100 b3
-y A
ch
< E
Bl &
X =
= w375
26
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
220 200 120 160 140 120 100 50 &0 a0 20 0 20

Chemical Shift {ppm)

Espectro 27. Espectro de RMN 13C dept Q (100 MHz, MeOD) da substancia LFQM-65.
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Tabela 8. Dados de RMN!H e 13C da substancia LFQM-65.

Posicéo

2

"
»
.
"
5

6,

10
.
o
3"
"
5

6”

8 'H (ppm)
3,07
4,10

1,50 — 2,0

1,50 — 2,00

1,50 - 2,00

8,00

7,62

7,62

8,00

10,00

5,00

5,00

10,00

10,00

10,00

10,00

10,00

5 13C (ppm)

54,6

53,0
60,9
129,2
129,2
130,4
129,2
130,4
129,2

165,0

149,6
126,6
130,4
113,9
162,0
113,9

130,4
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3,87

54,5
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No espectro de massas de alta resolucdo (Espectro 28) foi identificado o

pico referente ao ion molecular [M+1]* em m/z = 368,1967. Também é possivel

verificar a presenca do pico referente a perda da subunidade piperidinica [M-100]*
em m/z = 267,1130 e do pico referente ao [M+Na]* em m/z = 390,1779.
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Espectro 28. Espectro de massas de alta resolucdo da substancia LFQM-65.
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5.1.6 N- (4-(pirrolidin-1-ila)benzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-

ila)ymetil)benzoidrazida: 8i (LFQM-66).

O espectro no IV (Espectro 29) da substancia LFQM-66 apresenta bandas de
v O-H em 3427 cm?, vas C-H sp® em 2922 cm?, vs C-H sp® em 2850 cm'1, v C=0 em

1651 cm e entre outras a banda referente ao v C=N em 1593 cm-.
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Espectro 29. Espectro no IV (KBr) da substancia LFQM-66.
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No espectro de massas de alta resolucdo (Espectro 30) estédo identificados
0s picos referentes ao ion molecular [M+1]* em m/z = 407,2442, ao [M+Na]* em m/z
=429,2276 e ao [dimero + Na]* em m/z = 813,4803.

Imens WS, 53min 317

1071 [M+ 1] s072442

O

N

] R
3 a

E LFQM-66
21 MM= 406,24 g/mol
1_ M+ MNal* BO4 2554
1 2041245 29,2978 _
E [dimero + 1]
] | 74778 | B13.4803
. i - i l L 1y
10 4o slo &0 5] alo m

Espectro 30. Espectro de massas de alta resolucdo da substancia LFQM-66.
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5.1.7 N- (4-fluorbenzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-ila)metil)benzoidrazida: 8d
(LFQM-67).

O espectro no IV (Espectro 31) da substancia LFQM-67 apresenta bandas de
v O-H em 3408 cm, v N-H em 3213 cm, v C-H sp? em 3043 cm, vas C-H sp3 em
2941 cm?, v C=0 em 1649 cm™ e dentre outras apresenta a banda referentes ao v
C=N em 1604 cm™.
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Espectro 31. Espectro no IV (KBr) da substancia LFQM-67.

No espectro de RMN de 'H (Espectro 32) observa-se entre outros sinais, o
singleto referente ao H-10’ em & 8,60 e o singleto referente ao H-7 em & 3,39 ppm.
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Espectro 32. Espectro de RMN 'H (200 MHz, DMSO-d6) da substancia LFQM-67.

No espectro de RMN de 3C (Espectro 33) observa-se entre outros sinais, 0
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sinal referente ao C-10" em & 143,8, o sinal referente ao C-7 em 6 59,5 e o sinal

referente a carbonila C-7' em 3 162,4 ppm.
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Tabela 9. Dados de RMN!H e 13C da substancia LFQM-67.

Posicao S H (ppm) m J (H2) & 13C (ppm)
2 3,04 m -- 62,2
3 3,84 m -- 72,0
4 1,77-1,91 m -- 33,2
5 1,77-1,91 m -- 21,4
6 1,77-1,91 m -- 52,9
7 3,39 S -- 59,5
1’ - - - 131,3
2 8,02 d 8,00 123,3
3 7,77 m -- 128,2
4 - - -- 138,7
5 7,77 m -- 128,2
6’ 8,02 d 8,00 123,4
I -- -- -- 162,4
10’ 8,60 S -- 143,8
17 -- -- -- 129,5
2” 7,77 m -- 130,5
3” 7,33 d 8,00 115,21
4” -- -- -- 165,0
5” 7,33 d 8,00 1151

6” 17,77 m -- 130,5
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No espectro de massas de alta resolucdo (Espectro 34) esta apresentado o

pico referente ao ion molecular [M+1]* em m/z = 356,1769.
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Espectro 34. Espectro de massas de alta resolucdo da substancia LFQM-67.
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5.1.8 N- (4-aminobenzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-ila)metil)benzoidrazida: 8k
(LFQM-72)

O espectro no IV (Espectro 31) da substancia LFQM-72 apresenta a duas
bandas caracteristicas de aminas primarias v N-H em 3348 cm e 3228 cm™, vs C-H
sp® em 2852 cm™, vas C-H sp® em 2922 cm?, v C=0 em 1651 cm™, v C=N em 1597

cmle entre outras, v C-O em 1056 cm-1.
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Espectro 31. Espectro no IV (KBr) da substancia LFQM-72.
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A estrutura da LFQM-72 foi confirmada no espectro de RMN *H (Espectro
32), pelos singleto em & 8,17 e em & 3.62 relativos aos hidrogénios 10’ e 7,
respectivamente, além dos sinais referentes ao hidrogénios aromaticos e

piperidinicos.
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Espectro 32. Espectro de RMN H (200 MHz, MeOD) da substancia LFQM-72.

No espectro de RMN*3C (Espectro 33), pode-se observar o sinal em & 164,9
referente ao carbono carbonilico, em & 60,4 esta o sinal referente ao C-7 e, entre
outros, € possivel observar em & 141,4 referente ao C-10.
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Espectro 33. Espectro de RMN 3C (50 MHz, MeOD) da substancia LFQM-72.
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Tabela 10. Dados de RMN*H e 13C da substancia LFQM-72.

Posicéo

2

10
.
o
3"
"
5
6"

7”

8 'H (ppm)
2,67 — 2,68
3,25
1,26 — 2,13
1,26 — 2,13
1,26 — 2,13

3,62

7,86

7,48

7,48

7,86

8 1°C (ppm)
61,9
66,1
32,1
22,3
52,9
60,4
132,0
129,1
129,4
140,0
129,4
129,1

164,9

141,4
122,4
129,4
114,0
151,0
114,0

129,4
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No espectro de massas de alta resolucdo (Espectro 35) estdo presentes os
picos referentes ao ion molecular [M+1]* em m/z = 353,1971, ao pico [M+Na]* em
m/z = 375,1751, ao [dimero + 2 Na]* em m/z = 727,3665 e ao [dimero + Na + 1]* em
m/z = 705,3840.
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Espectro 35. Espectro de massas de alta resolucdo da substancia LFQM-72.
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5.1.9 N- ((4-piperidi-1-ila)benzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-
ila)ymetil)benzoidrazida: 8h (LFQM-75)

O espectro no IV (Espectro 36) da substancia LFQM-75 apresenta bandas de
v O-H em 3446 cm™, vs C-H sp® em 2852 cm, vas C-H sp® em 2924 cm, v C=0 em
1651 cm*, v C=N em 1604 cm e, dentre outras, apresenta a banda referente ao &

C-H sp® dos carbonos metilénicos em 1460 cm™.

i
b
;

%
1l
g ——
"y
z
5
tr:’_,
=
7

=)
on

L=}

(=]
124 50— =——
=

o
on

m
=]

2852 72—

—d
=

=]
o

24 00—

=]
=

a
o
IIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII|IIII|IIIIIIIII|II

OH

55 LI L L L L L L L L L L L L Y O O B
3800 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 80O 800 401

1icm

Espectro 36. Espectro no IV (KBr) da substancia LFQM-75.
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No espectro de RMN de 'H (Espectro 37) é possivel observar entre outros

sinais, o singleto em & 3,58 referente ao H-7 e o singleto referente ao H-10’.
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Espectro 37. Espectro de RMN H (200 MHz, DMSO-d6) da substancia LFQM-75.

No espectro de RMN de 13C (Espectro 38) é possivel observar entre outros
sinais, o sinal em 6 61,0 referente ao C-7, o sinal referente ao C-10" em 6 145,1 e o0

sinal do carbono carbonilico em 6 163,1 ppm.
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Espectro 38. Espectro de RMN 13C (50 MHz, DMSO-d6) da substancia LFQM-75.
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Tabela 11. Dados de RMN?H e 13C da substancia LFQM-75.

Posicao S H (ppm) m J (H2) & 13C (ppm)
2 3,22 -- -- 64,0
3 2,90 - - 69.4
4 1,76 -- -- 31,9
5 1,17 -- -- 215
6 1,90 - - 545
7 3,58 S -- 61,0
1’ - - - 131,1
2 7,97 d 10,00 124,1
3 7,57 d 8,00 128,5
4 - - -- 139,2
5 7,57 d 8,00 128,5
6’ 7,97 d 10,00 124,1
I -- -- -- 163,1
10’ 8,44 S -- 145,1
17 -- -- -- 123,8
2” 7,83 d 8,00 1311
3” 6,91 d 8,00 115,00
4” - - - 154,2
5” 6,91 d 8,00 115,0
6” 7,83 d 8,00 131,1

2’ 2,13 -- -- 50,3

3 1,55 S -- 25,3
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4 1,55 S - 25,3
5” 1,55 S - 25,3
6’ 2,13 - - 50,3

No espectro de massas de alta resolucéo (Espectro 39) estdo presentes os
picos referentes ao ion molecular [M+1]* em m/z = 421,2596, ao pico [M+Na]* em

m/z = 443,2388, ao [dimero + 1]* em m/z = 841,5092 e ao [dimero + Na]* em m/z =
853,4907.
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Espectro 39. Espectro de massas de alta resolu¢ao da substancia LFQM-75.
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5.1.10. N- ((1-H-imidazol-4-ila)metileno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-
ila)metil)benzoidrazida: 8h (LFQM-76)

O espectro no IV (Espectro 40) da substancia LFQM-76 apresenta bandas de
v O-H em 3431 cm, vs C-H sp® em 2899 cm, vas C-H sp® em 2933 cm, v C=0 em

1647 cm e, entre outras, apresenta v C=N em 1610 cm™.
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Espectro 40. Espectro no IV (KBr) da substancia LFQM-76.

No espectro de massas de alta resolugéo (Espectro 41) estao apresentados
os picos referentes ao ion molecular [M+1]* em m/z = 328,1765 e ao pico [M+Na]*
em m/z = 350,1590.
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Espectro 41. Espectro de massas de alta resolucao da substancia LFQM-76.
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5.1.11 N- (4-(metiltio)benzilideno)-4-((3-hidréxipiperidin-1-

ila)ymetil)benzohidrazida: 8g (LFQM-88)

O espectro no IV (Espectro 42) da substancia LFQM-88 apresenta bandas de

v O-H em 3406 cm, v N-H em 3250 cm?, vas C-H sp® em 2939 cm?, v C-S em 2694
cml, v C=0 em 1643 cm™?, v C=N em 1608 cm?, v C-O em 1056 cm™ e dentre

outras, apresenta as banda referente ao § C-H sp® da metila em 1400 e 1371 cm™.
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Espectro 42. Espectro no |V (KBr) da substancia LFQM-88.

A estrutura da LFQM-88 foi confirmada no espectro de RMNH (Espectro

43), pelos singletos em & 8,31 relativo ao hidrogénio 10, em & 3,26 relativo ao
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hidrogénio H-7 e, em d 2,48 referente a metila 8" caracteristica da estrutura

desejada.
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" fomon #7371 150
rla0
130
4 gt
HO . |
2 \50- 110
1 é [
. =100
- 80
v 80
-\\ : L
- |
/ S.-"—i' 50
50
7 | 8" 40
3,5,3.5 ‘ 30
2,456 I
20
-y |
g 2.6 |
10" M ¥ | | " A 10
L Y VoM 1 riw
| I N | W M M s m——— S o e e | S S Y
- — K
B 28R t ¥ 3 R 28 2 0
55 9.0 8.5 8.0 75 7.0 .5 &0 55 5.0 45 40 2.5 30 25 20 1.5 1.0 05 oo

kil [pp'r.:‘,

Espectro 43. Espectro de RMN 'H (200 MHz, MeOD) da substancia LFQM-88.

No espectro de RMN!3C (Espectro 44), pode-se observar o sinal em & 165,0

referente ao carbono carbonilico, em & 143,0 esta o sinal referente ao C-10’ e, entre

outros, em 0 59,8 esta o sinal referente ao C-7.
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Espectro 44. Espectro de RMN 3C (50 MHz, MeOD) da substancia LFQM-88.
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Tabela 12. Dados de RMN*H e 13C da substancia LFQM-88.

Posicao S H (ppm) M J (H2) & 13C (ppm)
2 2,01 m -- 59,9
3 2,8 m -- 69,5
4 1,72 m -- 30,5
5 1,65 m - 24,6
6 - - - 53,0
7 3,26 S -- 59,8
1’ - - - 130,9
2 7,98 d 12,00 128,0
3 7,65 m - 130,3
4 -- -- -- 137,3
5 7,65 m -- 130,3
6’ 7,98 d 12,00 128,0
7 - - - 165,0
10’ 8,31 S -- 143,0
17 -- -- -- 128,0
2” 7,25 d 6,00 130,3
3” 7,65 m -- 125,3
4” -- -- -- 143,0
5” 7,65 m -- 125,3
6” 7,25 d 6,00 130,3

8” 2,48 S -- 14,5
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No espectro de massas de alta resolucdo (Espectro 45) estdo presentes os
picos referentes ao ion molecular [M+1]* em m/z = 354,1756, ao [dimero + 1]* em
m/z = 767,3388 e ao [dimero + Na]* em m/z = 789,3199.
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Espectro 45. Espectro de massas de alta resolucdo da substancia LFQM-88.
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5.2 Caracterizacao estrutural das N-benzilpiperidinilacilidrazonas o-acetiladas.

5.2.1 N-(4-nitrobenzilideno)-4-[(3-O-acetilpiperidin-1-il)metil)benzoidrazida: 7a
(LFQM-58)

O espectro no IV (Espectro 46) da substancia LFQM-58 ndo apresenta a
banda de v O-H o que confirma a conversdo do grupo —OH em —Oacetilado. E
possivel verificar a presenca das seguintes bandas: v N-H em 3425 cm, v C-H sp?
em 3035 cm?, vas C-H sp® em 2941 cm?, vs C-H sp® em 2802 cm, v C=0 de éster
em 1735 cm, v C=0 em 1670 cm, e dentre outras, apresenta as bandas referente
aov N=0O em 1543 e 1387 cm™.
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Espectro 46. Espectro no IV (KBr) da substancia LFQM-58.

No espectro de massas de alta resolucdo (Espectro 47) estdo presentes 0s
picos referentes ao ion molecular [M+1]* em m/z = 425,1813 e ao [M+ Na]* em m/z =
447,1607.
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Espectro 47. Espectro de massas de alta resolucdo da substancia LFQM-58.

5.2.2 N-(4-bromobenzilideno)-4-[(3-O-acetilpiperidin-1-il)metil)benzoidrazida: 7b
(LFQM-68)

No espectro no IV (Espectro 48) da substancia LFQM-68 é possivel verificar a
presenca das seguintes bandas: v N-H em 3232 cm, v C-H sp? em 3053 cm™, v,s C-
H sp® em 2943 cm', vs C-H sp® em 2798 cm. E possivel confirmar a obtenc&o do

produto desejado pela presenca de duas bandas distintas de carbonila: v C=0 em
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1734 cm e em 1649 cm, e dentre outras, apresenta as bandas referente aov C-O
em 1204 e 1244 cm™,
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Espectro 48. Espectro no IV (KBr) da substancia LFQM-68.

No espectro de massas de alta resolugcéo (Espectro 49) estdo presentes 0s
picos referentes ao ion molecular [M+2]* em m/z = 460,1058, ao [M+ Na +1]* em m/z
= 482,0868 e ao [dimero + 1]* em m/z = 917,2051.
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Espectro 49. Espectro de massas de alta resolucao da substancia LFQM-68.
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5.2.3 N-(4-aminobenzilideno)-4-[(3-O-acetilpiperidin-1-il)metil)benzoidrazida: 7c
(LFQM-73)

No espectro no IV (Espectro 50) da substancia LFQM-73 é possivel verificar a
presenca das seguintes bandas: v N-H de amina primaria em 3446 e 3350 cm, v N-
H de amina secundaria em 3217 cm, v C-H sp? em 3032 cm?, vas C-H sp® em 2943
cm?, vs C-H sp® em 2802 cm™. E possivel confirmar a obtenc¢&o do produto desejado
pela presenca de duas bandas distintas de carbonila: v C=0 em 1722 cm™? e em
1649 cm™, e dentre outras, apresenta as bandas referente ao v C=0 em 1264 e
1248 cm™.
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Espectro 50. Espectro no IV (KBr) da substancia LFQM-73.
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A estrutura da LFQM-73 foi confirmada no espectro de RMN'H (Espectro
51), pelos singletos em & 8,20 relativo ao hidrogénio 10’ e em & 2,04 referante a

metila 10, além dos sinais referentes aos hidrogénios aromaticos e piperidinicos.
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Espectro 51. Espectro de RMN de H (500 MHz, MeOD) da substancia LFQM-73.

No espectro de RMN3C dept Q (Espectro 52), pode-se observar o sinal em &
170,9 referente ao carbono carbonilico C-9 do grupamento acetila, sinal em & 165,8
referente ao carbono carbonilico C-7’, o sinal em & 62,0 referente ao carbono C-7 e,

entre outros, apresenta o sinal em & 19,7 referente ao carbono da metila C-10.



Normalized |ntersity

=
[
1

a
[=1]

[=]
n

=
s

\
L =] = e
= (%]

1 1 1

[=]

il El O : .
LFQi T2 deptesp \"r \]\/j E
— O - ]N -

——Gle2

[— 1708 @
—151.10 *
| _~G63E ra
F— 0285 @

2003
- 2214

1
g
¥
I

37 B

Bl ————
WopE——]

W
bl e =

2.8

Z

1 = oe——F

It

T T T T T T T T T T T T
220 200 180 180 140 120 100 20 &0 40 20 o
Chemical Shift {(ppm)

Espectro 52. Espectro de RMN dept Q (100 MHz, MeOD) da substancia LFQM-73.

102



103

Tabela 13. Dados de RMN*H e 13C dept Q da substancia LFQM-73.

Posicao S H (ppm) m J (H2) & 13C (ppm)
2 2,84; 2,67 m -- 56,4
3 4,83 m - 69,4
4 1,91; 1,82 m -- 29,0
5 1,49; 1,31 m -- 22,1
6 2,30 m -- 52,9
7 3,67 S -- 62,0
9 -- -- -- 170,9
10 2,04 S -- 19,7
& - - - 123,0
2 7,90 d 5,00 127,3
3 7,51 d 10,00 129,2
4 -- -- -- 141,5
5 7,51 d 10,00 129,2
6’ 7,90 d 5,00 127,3
I -- -- -- 165,8
10° 8,20 S -- 150,5
1” -- -- -- 1141
2” 7,60 d 5,00 129,2
3”7 6,72 d 5,00 113,4
4” - - - 151,1
5” 6,72 d 5,00 113,4

6” 7,6 d 5,00 129,2
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No espectro de massas de alta resolucéo (Espectro 53) estdo apresentados
0s picos referentes ao ion molecular [M+1]* em m/z = 395,2077 e ao pico referente a
perda do grupamento piperidinilacetila (m/z =143) [M+ 143 + Na]* em m/z =
274,2746.

€10°] [M+1] 2052077 ST

4 TO

| = :‘\\/
o .

MM = 39420 gl

0.6
[M-143+NaJ*

4212230
1880071 2742748 3631087 | 6412654
L

100 200 00 40 500 a00 iz

0.0

Espectro 53. Espectro de massas de alta resolucdo da substancia LFQM-73.



105

5.2.4 N-(4-clorobenzilideno)-4-[(3-O-acetilpiperidin-1-il)metil)benzoidrazida: 7e
(LFQM-84)

No espectro no IV (Espectro 54) da substancia LFQM-84 é possivel verificar a
presenca das seguintes bandas: v N-H em 3226 cm™, v C-H sp? em 3047 cm™, v C-
H sp® em 2949 cm. E possivel confirmar a obtencdo do produto desejado pela
presenca de duas bandas distintas de carbonila: v C=0 em 1735 cm™ e em 1653 cm"

!, e dentre outras, apresenta as bandas referente ao v C=0 em 1284 e 1246 cm™.
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No espectro de RMN de 'H (Espectro 55) da substancia LFQM-84
observam-se entre outros sinais, o singleto referente a metila da subunidade acetato

em ¢ 1,22 e o singleto referente ao H-10'em & 8,73 ppm.
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Espectro 55. Espectro de RMN H (200 MHz, DMSO-d6) da substancia LFQM-84.

No espectro de RMN de 3C da substancia LFQM-84 (Espectro 56)
observam-se entre outros sinais, o sinal referente a metila da subunidade acetato
em & 22,5, o sinal em referente ao C-10° em & 143,4, os sinais referentes aos

carbonos carbonilicos C-77 em 6 162,3 e C-9 em 6 172,4 ppm.
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Tabela 14. Dados de RMN*H e 13C da substancia LFQM-84.

Posicao S H (ppm) m J (H2) & 13C (ppm)
2 2,19 m -- 56,4
3 3,84 m -- 67,7
4 1,90 -1,98 -- -- 29,7
5 1,90- 1,98 -- -- 16,4
6 1,90-1,98 -- -- 54,8
7 3,35 S -- 60,8
9 - - - 172,4
10 1,22 S -- 225
1’ - - - 132,0
2 7,91 d 8,00 127,5
3 7,57 m -- 131,0
& - - - 139,0
5 7,57 m -- 131,0
6’ 7,91 d 8,00 127,5
7 -- -- -- 162,3
10’ 8,73 s - 143,4
17 - -- -- 132,0
2” 7,91 d 8,00 133,7
3”7 7,69 d 8,00 128,6
4” -- -- -- 136,6
5” 7,69 d 8,00 128,6

6” 7,91 d 8,00 133,7
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No espectro de massas de alta resolucédo (Espectro 57) estdo apresentados
0s picos referentes ao ion molecular [M+1]* em m/z = 414,1575, ao [M+ Na]* em m/z
= 436,1361 e ao [dimero + Na]* em m/z = 849,2846.

Inbens. +NES, 5.3min #3715

2108 [M+1} 414155 Y-:\
)
I
Ve
08 \N“
a

08 LFCiM-84
MM= 413,15 a/mol

o2 A T
:‘Elllm.l lssocos2 [dimero + Ma]~
T 434 EE1E
LI N o
" E7 0 P = E 7 W % 00 me

Espectro 57. Espectro de massas de alta resolucdo da substancia LFQM-84.



110

5.2.5 N-(4-O-acetilbenzilideno)-4-[(3-O-acetilpiperidin-1-il)metil)benzoidrazida:
7f (LFQM-87)

No espectro no IV (Espectro 58) da substancia LFQM-87 € possivel verificar a
auséncia da banda de v O-H e a presenca das seguintes bandas: v N-H em 3248
m™, v C-H sp2 em 3070 cm™, vas C-H sp® em 2947 cm'?, vs C-H sp® em 2798 cm™ E
possivel confirmar a obtencdo do produto desejado pela presenca de trés bandas
distintas de carbonila: v C=0 em 1762, 1732 e, em 1656 cm™, e dentre outras,
apresenta as bandas referente aov C=0 em 1282, 1251, 1222 e 1197 cm2.
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Espectro 58. Espectro no IV (KBr) da substancia LFQM-87.
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No espectro de massas de alta resolucédo (Espectro 59) estdo apresentados
0s picos referentes ao ion molecular [M+1]* em m/z = 438,2023, ao [M+ Na]* em m/z
= 460,1814, ao [dimero + 1]* em m/z = 875,3948 e ao [dimero + Na]* em m/z =
897,3774.

riend +h, HArmen =
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Espectro 59. Espectro de massas de alta resolucdo da substancia LFQM-87.
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6 Avaliacdo Farmacoldgica

6.1 Ensaios de atividade inibitdoria de acetilcolinesterase

Todas as 16 N-benzilpiperidinil-acilidrazonas sintetizadas como derivados
hibridos do donepezil foram avaliadas quanto a capacidade inibitoria in vitro de
AChE, pelo método de Ellman modificado.05106

Inicialmente foi realizada uma triagem, na concentragdgo 100 uyM das
substancias-teste (Tabela 11), que levaram a sele¢cdo dos compostos com inibicdo
superior a 50% para determinacdo das curvas dose-resposta e, permitiram a
determinacao dos valores de ICso € a constante de inibicdo (Ki) (Tabela 16).

Para tanto foi utilizada AChE comercial, purificada de Electrophorus Electricus
e as substancias-teste foram avaliadas na concentragdo de 100 pM. Nesta
concentracdo, as substancias com maior capacidade inibitéria foram LFQM-57,
LFQM-75, LFQM-76 e LFQM-88, que inibiram a atividade enzimatica em 91,67%,
81,78%, 81,12% e 81,27%, respectivamente. Sendo que outras 8 substancias que
inibiram acima de 60% da atividade inibitéria também foram selecionadas para a
determinacdo de ICso e Ki.Outro dado interessante foi que todos os derivados
acetilados na subunidade piperidinica foram muito pouco ativos, indicando que o

grupo -OH livre é essencial para a atividade anticolinesterasica.

A determinacao da curva dose-resposta revelou as substancias mais potentes
da série frente a inibicdo da AChE, sendo LFQM-57 a mais potente (ICso= 2,71 uM),
seguida de LFQM-67 (ICso= 8,65 uM), LFQM-88 (ICso= 10,39 uM), LFQM-75 (ICs0=
10,89 uM), LFQM-55 (ICso= 11,89 uM), LFQM-65 (ICso= 13,19 pM) e LFQM-66
(ICs0= 14,73 pM). A determinacéo dos valores da Ki para as moléculas mais ativas
confirmou LFQM-57, LFQM-88 e LFQM-75 como as de maior afinidade pela AChE.



Tabela 15. Efeito das acilidrazonas-alvo sobre a AChE a 100 pM, valores de ICso € Ki.

'
N

X
| '
F N\N/
(0]
Ry
Codigo R1 R> % de ICs0 (MM) Ki (uM)
inibicdo

LFQM-54 OH H 65, 305 30,01 -
LFQM-55 OH Br 76, 203 11,89 -
LFQM-56 OH Cl 74,827 25,39 -
LFQM-57 OH NO2 91, 675 2,71 2,4
LFQM-65 OH OCH3 76, 891 13,19 11,5
LFQM-66 OH Pirrolidinil 75, 176 14,73 -
LFQM-67 OH F 78, 804 8,65 13,4
LFQM-72 OH NH2 67, 622 21,46 -
LFQM-75 OH Piperidinil 81, 789 10,89 9,7
LFQM-76 OH Imidazol 81, 123 21,71 21,4
LFQM-88 OH SCHs 81, 279 10,39 8,4
LFQM-58 OAc NO:2 60, 681 33,56 -
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LFQM-68 OAc Br 29, 563 2100
LFQM-73 OAc NH:2 25,732 2100
LFQM-84 OAc Cl 26,414 2100
LFQM-87 OAc Ac 32, 757 2100

As substancias LFQM-56, LFQM-57, LFQM-65, LFQM-67, LFQM-75, LFQM-
76 e LFQM-88 foram selecionadas para o estudo de seletividade AChE x BuChE e
estudo de mecanismo de acdo como mostram as Figuras 9 e 10 abaixo:

Dose de 100 pM
100
B Acetilcolinesterase
B Butirilcolinesterase
T 75
2
=
3
o 50
=
=
-
i .
£
-
0
© & R
be) he <& ,‘0 ; A £
& & & S 0‘5’ Qo‘-"\ Qo?b
& N X X N &

Figura 9. Estudo preliminar da seletividade AChE x BUChE.
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O ensaio da seletividade AChE x BuChE mostrou que, de forma geral, as
substancias testadas sdo seletivas para a AChE com excecdo da LFQM-67 e da
LFQM-76 que ndo se mostraram seletivas. Destaque para as substancias LFQM-57
e LFQM-88 qgue mostraram as maiores seletividades para AChE, seguidas da
LFQM-75, LFQM-56 e LFQM-65.

LFQM-56 LFQM-57 LFQM-65

0-5- 10— 20 M 0-2-5-10pM 0-5-10-20 pM

YVelocidade
Mo om o om B
Bos B om B
Mos & o= &

(=]
(=]
(=]

9 10 20 30 400 500 S0 0 10 20 0 400 S &M 0 10 I M 40 I oM

BTCH] BTCh] [ATCH] 0
LFQM-67 LFOM-T5 LFQM-T6 LFQM-88
g ] g ] 100 g ]
0-5-10-20 uM 0-5-10-20 M 0-5-10-20 M 0-3-10-20 M
o @ @ &0 @
B oa ‘@ "& ‘@
E 40 40 40 40
2
X X ] X

(=]

——
0 W B0 M0 40 S0 G0 0 10 B0 M0 40 S0 &M 0 0 D0 30 40 W0 A
[ATCH] [ATCH] [ATCH]

Figura 10: Graficos de velocidade de inibicdo X concentracdo da AChE para as
substéncias LFQM-56, LFQM-57, LFQM-65, LFQM-67, LFQM-75, LFQM-76 e LFQM-88.

O perfil dos graficos obtidos indica que as substancias atuam através de um
mecanismo de inibicdo ndo-competitivo. Neste tipo de mecanismo, a velocidade é
diminuida em funcdo da queda da concentracdo da enzima ativa causada pela agédo
do inibidor.
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Um inibidor ndo-competitivo ndo apresenta, necessariamente, semelhanca
estrutural com o substrato e, pode se ligar tanto ao complexo enzima - substrato
qguanto na enzima livre. O inibidor ndo-competitivo se liga em um sitio de ligacao

diferente do sitio de ligacédo do substrato. 106

6.2 Avaliacédo da atividade anti-inflamatoria

Visando a avaliagdo preliminar de possiveis propriedades anti-inflamatérias,
todas as substancias da série-alvo foram submetidas a uma a uma triagem atraves
do teste de pressdo na pata de camundongos (von Frey eletrénico). Apds este
estudo inicial, as substancias que se mostraram ativas foram submetidas ao ensaio
de hiperalgesia induzida por formalina, ensaio que permite uma avaliagdo mais
completa dos efeitos antinociceptivos decorrente da interferéncia sobre mediadores
inflamatorios. As substancias mais ativas no ensaio de formalina foram ensaiadas
adicionalmente, no teste de edema de pata induzido por carragenina, com a
determinacao da IDso.

Apbés a selecdo das substancias mais promissoras como IAChEs, com perfil
duplo e com melhor efeito anti-inflamatorio, realizou-se avaliagdo em campo aberto

visando avaliar possiveis efeitos sobre a locomocao dos animais.

Para todos os experimentos foram utilizados camundongos Swiss machos

(30-40q) provenientes do biotério da Universidade Federal de Alfenas.
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6.2.1 Teste de pressao na pata de camundongos (von Frey eletronico)

Muitos estimulos sdo capazes de causar uma resposta nociceptiva em
animais e, o ensaio de von Frey utiliza do estimulo mecéanico para obter seu
resultado. Aplica-se um estimulo na pata do animal e assim que uma resposta é
obtida (retirada da pata) o estimulo € cessado. Neste modelo experimental, a
hipernocicepcdo € induzida pela injecdo intraplantar de carragenina e a tenséo

medida pelo transdutor € registrada quando o animal retira a pata.
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Figura 11. Efeito anti-inflamatorio das substancias-alvo (LFQM-55, LFQM-56, LFQM-57, LFQM-58,
LFQM-65, LFQM-66, LFQM-67 e LFQM-68) (100 pmol/Kg) no ensaio de von Frey,

utilizando a indometacina (100 umol/Kg) como padrdo positivo.
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Figura 12. Efeito anti-inflamatério das substancias-alvo (LFQM-72, LFQM-73, LFQM-75, LFQM-84,
LFQM-87, LFQM-88 e LFQM-76) (100 umol/kg) no ensaio de von Frey, utilizando a

indometacina (100 umol/Kg) como padréo positivo.
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Figura 13. Grafico de area sobre a curva do efeito anti-inflamatério de todas as substancias-alvo (100
MM) no ensaio de Von Frey, utilizando a indometacina (100 uM) como padréo.

### p < 0.001 quando comparado com 0 grupo controle sem carragenina.
*p < 0.05; **p <0.01; ***p < 0.001 quando comparado ao grupo controle com carragenina.

Os resultados obtidos no ensaio de Von Frey eletrbnico, as substancias
LFQM-56, LFQM-65, LFQM-66, LFQM-67, LFQM-68, LFQM-73, LFQM-75, LFQM-
76 e LFQM-84 revelaram uma significativa atividade anti-inflamatdria, sendo
capazes de diminuir a intensidade de hipernocicepg¢éo induzida dos camundongos.
Essas substancias foram selecionadas para o ensaio de hiperalgesia induzida por

formalina.

6.2.2 Ensaio de hiperalgesia induzida por formalina

As propriedades analgésicas associadas ao efeito anti-inflamatério foram
analisadas através do ensaio de hiperalgesia induzida por formalina em pata de
camundongos. Neste ensaio, 0s animais recebem a administracédo intraplantar de

uma solucdo de formalina e exibem comportamento nociceptivo espontaneo
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reconhecido e quantificado pela observacdo da quantidade de lambidas na pata
lesada. Este ensaio é caracterizado por duas fases distintas de avaliacdo. A primeira
fase, chamada neurogénica ou fase inicial compreende os primeiros 5 minutos e,
esta associada a excitacdo de nociceptores periféricos, antes de iniciada a resposta
inflamatdria. Numa segunda fase, durante 10-15 minutos, é avaliada a resposta de
sensibilizacdo central dos animais a sensacao dolorosa, mediada por citocinas e
qguimiocinas oriundas do processo inflamatorio tecidual, sendo, portanto, a fase que

melhor representa a avaliacdo anti-inflamatdria de substancias de interesse.107:108

Os resultados do ensaio de formalina, na dose unica de 100 umol/kg por
substancia-teste, indicaram que as substancias LFQM-56, LFQM-65, LFQM-67,
LFQM-75, LFQM-76 e LFQM-84 apresentaram na primeira fase, atividade
antinociceptiva significativa comparada ao veiculo.

Na fase inflamatéria (segunda fase), as substancias LFQM-56, LFQM-65,
LFQM-67, LFQM-73 e LFQM-76 apresentaram atividade anti-inflamatoria
significativa, comparada ao veiculo (Figura 14).

Primeira fase Segunda fase

100+

=

a

o
]

Tempo de lambida (s)

Tempo de lambida(s)

Figura 14. Efeito das substancias-teste LFQM-56, LFQM-65, LFQM-67, LFQM-73, LFQM-75, LFQM-
76, LFQM-84 (100 uymol/kg), indometacina (100 umol/kg) e morfina (39 ymol/kg) sobre as

fases neurogénica e inflamatdria do teste de formalina.
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Baseado nos resultados anticolinesterasicos e anti-inflamatorios obtidos, fez-
se o0 cruzamento dos dados e pode-se concluir, de forma preliminar, que as
substancias LFQM-56 , LFQM-65 e LFQM-67 sdo potentes candidatas a prototipos
de farmacos de acdo dupla e , a substancia LFQM-73 é uma potente candidata a
prototipo de farmaco anti-inflamatério. Dessa forma, essas 4 substancias foram
selecionadas para ensaios mais aprofundados de avaliagcdo anti-inflamatoria. As
substancias LFQM-57 e LFQM-88 que ndo demonstraram atividade anti-inflamatéria
significativa, exibiram importantes atividades inibitorias de AChE e com alta
seletividade. Portanto, estas substancias estdo sendo estudadas adicionalmente
como possiveis candidatas a prototipos de farmacos anticolinesterasicos.

6.2.3Teste de edema de pata induzido por carragenina

A administracdo intraplantar de carragenina em uma das patas em
camundongos provoca uma reac¢do inflamatéria reprodutivel por ser padréo irritante
continuo para andlise de inflamacédo e de farmacos anti-inflamatérios. O processo
inflamatoério induzido por carragenina se instala imediatamente apos sua
administracdo, resultante da acdo combinada da liberagcdo de prostaglandinas,
bradicinina, histamina, taquicininas e espécies reativas de oxigénio. Nesta condicéo,
os neutrdfilos facilmente migram para os locais de inflamacdo e a resposta
inflamatoria € quantificada pelo aumento no tamanho da pata (edema) dos animais
gue €& modulado por inibidores de moléculas especificas dentro da cascata
inflamatéria.1%8

Os resultados obtidos neste ensaio, com medidas do volume da pata,

evidenciaram que as substancias-teste foram capazes de reduzir significativamente
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0 edema induzido por carragenina. De forma geral, as substancias atuaram de modo

comparavel ao observado no grupo tratado com indometacina (Figura 14).

751

YVolume do edema (pl)

Figura 14: Efeito das acilidrazonas LFQM-56, LFQM-65, LFQM-67 e LFQM-73 (100
pmol/kg), no ensaio de edema de pata de camundongo induzido por
carragenina.

A IDso foi estimada neste mesmo experimento utilizando diferentes doses das
substancias testes e do farmaco padréo (1, 3, 10, 30 e 100 umol/Kg) (Figura 16). 109
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Figura 16. Estimativa da IDso das acilidrazonas LFQM-56, LFQM-65, LFQM-67 e LFQM-73

(100umol/kg), no ensaio de edema de pata de camundongo induzido por carragenina.

Os resultados obtidos neste ensaio, com medidas do volume da pata
evidenciaram que as substancias-teste foram capazes de inibir 50% do edema em
concentragdes que variam de 4.20 (LFQM-73) a 68.3 uM (LFQM-65).
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6.2.4 Avaliagdo da atividade locomotora no Campo Aberto

Neste modelo farmacoldgico foi avaliado o efeito das substancias-teste na
fungéo motora e no comportamento dos animais submetidos a um ambiente restrito,

dividido em areas especificas a serem exploradas pelo animal (Figura 17).

Figura 17. Arena circular de acrilico utilizada no ensaio de campo aberto.
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Figura 18. Efeito das substancias LFQM-56, LFQM-65, LFQM-67 e LFQM-73 no ensaio de campo
aberto na dose de 100 pymol/Kg.

Os resultados obtidos neste ensaio, foram conclusivos de que as substancias

nao afetaram a capacidade locomotora dos animais.
Os ensaios anti-inflamatérios mostraram a substancia LFQM-73 como a mais

potente anti-inflamatoéria da série e permitiram eleger as substancias LFQM-56 e

LFQM-67 como as melhores com atividade dupla.
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7 Ensaio de citotoxicidade (viabilidade celular) em macréfagos humanos

A viabilidade celular foi avaliada pelo teste de MTT que é um teste usado para
avaliar a viabilidade celular, de execucao rapida e objetiva, baseado em uma reacao
colorimétrica. O sal MTT (brometo de 3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazélio)
entra na mitocondria da célula vidvel e é clivado pela enzima succinato
desidrogenase, produzindo cristais formazan, de coloracdo azul escuro. A
guantidade de cristais formada € diretamente proporcional ao nimero de células
viaveis. Assim, quanto mais escura a coloracdo ao final da reacdo, maior € a

viabilidade celular.

Tabela. Efeito da citotoxicidade em macréfagos

Substéncia CC50 (ug/mL) CC50 (umol/L) CC90 (ug/mL) CC90 (umol/L)
LFQM56 73,41304 197,4209 166,8186 448,6054
LFQM57 180,0668 470,8697 388,8351 1016,7930
LFQV67 181,68 511,1898 371,9387 1046,5174
LFQM73 281 712,3536 568,0264 1439,9845
LFQM75 250,9349 596,6865 507,2137 1206,0800
LFQM88 95,999 250,3179 190,7846 497,4720

O resultado indicou que as substancias mais ativas sdo pouco citotoxicas e, a
substancia LFQM-56 é a mais citotoxica com uma CC50 (concentracdo citotoxica
para 50% das ceélulas) de 197,4209 umol/L. Porém, vale ressaltar que a IC50 da
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LFQM-56 para a inibicdo da AChE é de 25,90 pM ou seja, aproximadamente 8

vezes menor que a dose citotoxica.
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8 Estimativas in silico de par@metros quimicos, fisico-quimicos e ADME

Alguns parametros ADME e dados quimicos e fisico-quimicos foram
previstos in silico, para as moléculas mais ativas da série, utilizando o Programa
QikProp v. 3.5, desenvolvido pela Empresa Schrodinger.

QikProp é um software rapido, preciso e facil de usar para a predicdo das
propriedades de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME). Este
software foi projetado pelo professor William L. Jorgensen e atualmente € distribuido
pela empresa Schrodinger. QikProp prediz descritores fisicamente importantes e
propriedades farmaceuticamente relevantes de moléculas organicas, quer
individualmente ou em lotes.

O Qikprop requer estruturas 3D que sdo comparadas a um banco de 1712
farmacos conhecidos. Além de prever as propriedades moleculares, QikProp
apresenta faixas comparativas de uma propriedade em particular com a respectiva
propriedade de 95% dos farmacos conhecidos. QikProp também aponta 30 tipos de
grupos funcionais reativos que podem causar falsos positivos em ensaios de triagem
de alto rendimento (HTS).
Ao realizar uma avaliacdo, QikProp analisa rapidamente os tipos de atomos e as
cargas, os angulos, o volume da molécula e a area superficial. QikProp usa entéo
esta informacdo, juntamente com os descritores fisicos calculados utilizando
Mecanica Estatistica de Monte Carlo nas equac¢des de regressao. O resultado € uma
previsao precisa das propriedades farmacologicamente relevantes de uma molécula.

Os dados mais relevantes sdo apresentados na tabela 2 e indicam que as
substancias-lider estdo perfeitamente dentro dos parametros de referéncia, que o
programa gera, segundo o fabricante, a partir de 95% dos farmacos disponiveis
aprovados. Além de parametros ADME, sédo apresentados ainda valores de volume
molecular, previsdo de sitios de metabolizacdo, solubilidade em agua (log S) e da
qualidade de absorcdo humana. Considerando este estudo, em comparagcdo com 0s
dados experimentais obtidos, percebe-se uma convergéncia entre, por exemplo, as

substancias que tiveram atividade dupla e os parametros previstos para atividade no
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sistema nervoso central; resultado semelhante foi observado para, aquelas cuja
previsdo indicou fraca ou auséncia de atividade no SNC e que, de fato,
demonstraram um melhor perfil anti-inflamatério. A excecdo de LFQM-57, as
substancias com melhor perfil anti-inflamatério in vivo, sem significativas atividades
anticolinesterasicas in vitro, também apresentaram dados computacionais coerentes,
uma vez que foi prevista uma baixa ou auséncia de atividade no SNC.

Os valores de clog P, capacidade de ligacdo a albumina sérica, absorcao
humana foram adequados quanto aos valores de referéncia e em comparagcdo com
o donepezil, e sao preditivos importantes para antecipar parametros de
biodisponibilidade. O Unico dado preocupante parece ser relativo a um possivel
bloqueio de canais de herg K*, o que seria um indicativo de toxicidade cardiaca,
merecendo, portanto, confirmacéo experimental.

De forma geral, podemos inferir que as substancias apresentam perfil de
biodisponibilidade e toxicidade adequados, uma vez que além das substancias-alvo
atenderem aos valores de referéncia, apresentam também dados coerentes aos

obtidos para o donepezil, farmaco de referéncia.
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Tabela 16. Estimativas in silico de parametros quimicos, fisico-quimicos e ADME das substancias-

lider da série-alvo e do donepezil.

humana

LFQM-56 LFQM-57 LFQM-67 LFQM-73 LFQM-75 LFQM-88 donepezil
Perfil d VR*
erfil de . . .
atividade** AD IAChE AD Al IAChE IAChE IAChE
Descritor/
paramtetro
ADME
Massa
371,866 384,434 355,411 394,472 420,553 383,507 379,498 130-725
molecular
Desalq.
Desalq. amina; H- o
Metabélitos |Desalg. amina; amina; ROH Desalq. benzilico>R aD:fi?\laq'. RC()j: Desalq. :-:oe:ﬁ'l;g_
primariosou ROH 22->RCOR; amina; ROH OH; NH tipo 20> ,RCOR' amina; ROH desidro,e;ma
grupos 2°>RCOR; H- H-benzilico  29>RCOR;  anilina oo © 20>RCORH- L nga ¢ .
funcionais  benzilico —“>ROH; lig. H-benzilico >NOH ou bengilicca% benzilico C=0:Desal
reativos —->ROH simples het- - ROH NCOR; éster —->ROH e d
B - . amina e éter;
het dtomo esteric.acessi
vel
Volume
1210,396 1245,471 1182,380 1315,137 1429,326 1284,767 1266,695 500-2000
molecular
Log P oct/H.0 3,330 1,785 3,076 2,559 3,939 3,451 4,368 -2,0-6,5
tog : (;‘;'”b' -4,636 3,559 4,272 4,543 5,730 -4,846 4,477 6,505
2!
Log K ﬂSA 0,350 0,017 0,280 0,314 0,726 0,403 0,569 -1,5-1,5
(albumina)
Log BB
(cérebro/sangu -0,641 -2,152 -0,685 -1,784 -0,914 -0,810 0,189 -3,0-1,2
e)
Atividade SNC . B ‘ B /- /- .
(de --a ++) —
Bloqueio canais
HERG K+ )
-7,055 -7,004 -7,023 -7,214 -7,157 -7,139 -6,608 < -5 (ruim)
(log 1Cs0)
o =
% absorgdo 86 59 84 68 89 87 100 <25% baixa
oral humana
Qualidade
absorgdo oral alta média alta Média alta alta alta >80% alta
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*VR = intervalo ou valor recomendado para 95% dos farmacos conhecidos (fonte: QikProp 3.2 Manual User —
Schrédinger Software)

**definido apds avaliacdo farmacoldgica in vitro e in vivo da série-alvo

aAD= atividade dupla: inibitéria de AChE e anti-inflamatéria

BJAChE = atividade inibitéria de AChE

Al = atividade anti-inflamatdria
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9 Parte Experimental

9.1 Quimica

9.1.1 Generalidades

Para cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas folhas
cromatograficas de silica gel, W/UV254, na espessura de 0,2 y, em suporte de
aluminio. A visualizacdo das substancias foi feita camara escura com lampada de
UV A= 254 ou 365 nm, em camara de vapor de iodo sublimado. A remocédo de
solventes foi feita em evaporadores rotatérios da marca lka®-Werke, modelo HB4
basic e Heidolph, modelo Laborata 4000, além de sistema de alto-vacuo, quando
necessario. Os solventes utilizados foram de grau P.A, tratados adicionalmente
segundo a literatura,*'® quando necessario e 0s reagentes comerciais utilizados das
marcas Acros, Sigma-Aldrich e Merck. As purificagbes em coluna aberta, quando
necessarias, foram realizadas em colunas de vidro de diferentes didmetros e
comprimentos, utilizando como fase estacionaria gel de sillica da marca Acros,
granulometria 70-230 mesh e sistemas eluentes de diferentes constituicbes e
gradientes de concentracéao.

Os espectros na regiao do infravermelho (V) foram registrados em aparelho
da marca Shimadzu modelo Prestig-21, acoplado a um microcomputador munido
com o software IR solution, do LABIQ (Laboratério Interdisciplinar de Quimica) da
Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL). As analises foram feitas em pastilhas de

brometo de potassio (KBr) e as absor¢des expressas em nimeros de ondas (cm?).
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As faixas de fusao foram medidas em triplicata, em equipamento Marte (PFM
II), com amostras trituradas e empacotadas em tubos capilares.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de 'H e de '3C foram
registrados no espectrometro BRUKER AVANCE DPX 200 MHz do Departamento
de Quimica da Universidade Federal de Minas gerais (UFMG). Como referéncia
interna foi utilizado o pico do tetrametilsilano (TMS) presente no cloroférmio
deuterado (&H e 6C 0,00 ppm), ou pico do metanol (dH 3,31 ppm e &C 49,00 ppm).
Os deslocamentos quimicos (0) sdo expressos em partes milhdo (ppm) e as
constantes de acoplamento (J), em Hertz (Hz).

Outros espectros de RMN de 'H e de **C foram obtidos em espectrometro
MAGNET SYSTEM 500 MHZ/54 mm ULTRASHIELD PLUS, LONG HOLD TIME -
Bruker operado em 500 MHz (*H) e em 100 MHz dept g (*3C) na Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro (UFRRJ). Os Solventes deuterados utilizados foram
CDClz, MeOH-d4 e DMSO-ds.

9.1.2 Reacéo de esterificagdo do 4-carboxibenzaldeido com SOCI2

Em um baldo de fundo redondo de 2 bocas, foram adicionados 6,78 mmols do
4-carboxibenzaldeido (15), 10 mL de CH2Clz, 27,26 mmols (2 mL) de cloreto de
tionila, recentemente destilado, e quatro gotas de DMF. A solucéo foi agitada, sob
refluxo, com monitoramento por CCD (eluente: hexano/acetato de etila: 8:2) por 40
minutos. Apés este tempo, o solvente foi cuidadosamente removido sob pressao
reduzida. Em seguida, 8 mL de metanol foram adicionados ao produto bruto da
reacdo e a solucdo resultante foi agitada, a temperatura ambiente por 1 hora.®® O

excesso de MeOH foi removido por destilagéo e o residuo foi purificado em coluna,
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resultando no 4-formilbenzoato de metila (13), como um sélido cristalino branco, em

87 % de rendimento.

9.1.3 Reagao de aminagao redutiva entre o 4-formilbenzoato de metila (13) e 3-
hidroxipiperidina (12)

Em um balédo de fundo redondo monotubulado foram misturados 4,65 mmols
do éster (13), 9,30 mmols da 3-hidroxipiperidina (12) e 5 mL de metanol, mantendo a
solucéo resultante sob agitacdo por 1 h, a temperatura ambiente, sob atmosfera de
N2. Em outro baldo, foram misturados 2,33 mmols de ZnCl2 anidro, 4,65 mmols de
NaBHsCN e 3 mL de metanol anidro, mantendo sob agitacdo por 1h, em atmosfera
de N2. Passado este tempo, as duas solugdes foram misturadas em um unico baléo,
mantendo-se a atmosfera de N2, por mais 24h, com acompanhamento por CCD.
Apéds consumo do material de partida, o solvente foi removido, seguido da adicdo de
solucdo aquosa de NaOH a 20% até pH ~ 12. A fase aquosa foi extraida com CH2Cl2
(4 X 10 mL) e a fase organica combinada foi subsequentemente lavada com 20 mL
de solucédo aquosa saturada de NaCl, seca com MgSOy, filtrada e concentrada sob
vacuo'®l, resultando no éster N-benzilpiperidinico (11), em 86% de rendimento,

como um so6lido amarelado.

9.1.4 Reacao de hidrazindlise entre o 4[(3-hidroxipiperididin-1-il)metillbenzoato

de metila (11) e monoidrato de hidrazina

Em um baldo de 1 boca foram misturados 2,55 mmols do 4[(3-
hidroxipiperididin-1-il)metilloenzoato de metila (11), 3 mL de etanol e 3,8 mL (76,38
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mmol) de monoidrato de hidrazina a 98%. A solugcao resultante foi refluxada por 3
horas, sob acompanhamento por CCD.1%? Ao final da reacéo, o solvente foi removido
a pressao reduzida e o excesso de hidrazina foi retirado em linha de alto vacuo,

resultando na hidrazida (10), com rendimento quantitativo.

9.1.5 Procedimento geral para obtencao das N-acilidrazonas-alvo

Em um baldo de fundo redondo monotubulado foram adicionados 1 eq. molar
da hidrazida (10), 1,2 eq. do aldeido de interesse, 5 mL de etanol anidro e 2 gotas
de HCI concentrado. A solucdo resultante foi agitada a temperatura ambiente e
acompanhada por CCD. Ao final da reacdo, o solvente foi removido sob presséo
reduzida,'®® fornecendo as respectivas N-acilidrazonas, que foram purificadas em

coluna.

9.1.6 Procedimento geral para obtencao das O-acetil-piperidinil-N-acilidrazonas

Em um baldo de 2 bocas, foram misturados 1 eq. molar da N-acilidrazona,
0,05 eq. de 4-DMAP, 10 eq. de anidrido acético e 5 mL de CHCIls. A solucdo
resultante foi agitada, sob refluxo e monitoramento por CCD. ApGs conversao
completa, o solvente foi removido sob presséo reduzida e o produto acetilado bruto

foi purificado em coluna.%4
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9.1.7 Reacéo de reducédo com metal em solucao para obtencdo da LFQM-72

Em um baldo de 2 bocas, adicionou-se 0,99 mmols da nitroacilidrazona
(LFQM-57), 0,59 mmols de NH4Cl, 5,53 mmols de Fe° e 6 mL de EtOH/H20 2:1. O
meio reacional foi mantido sob refluxo por 3 horas e, posteriormente, foi filtrado em
Celite®. O filtrado foi concentrado sob presséo reduzida!!! e o produto resultante foi
purificado em coluna, fornecendo a aminofenil- acilidrazona (LFQM-72), como um

sélido amarelo, em 14% de rendimento.

9.1.8 Reacéo de reducdo com metal em solucéo para obtencdo da LFQM-73

Em um baldo de 2 bocas foram misturados 0,80 mmols da nitro-acilidrazona
acetilada (LFQM-58), 0,48 mmols de NH4Cl, 4,50 mmols de Fe° e 6 mL de
EtOH/H20 2:1. O meio reacional mantido sob refluxo por 3 horas, seguido de
filtracdo em Celite®. O filtrado foi concentrado sob pressdo reduzida'!! e o produto
resultante foi purificado em coluna, fornecendo a aminofenil-acilidrazona acetilada

(LFQM-73) como um solido amarelo, em 42% de rendimento.

9.2 Avaliacédo farmacoldgica

A avaliagcdo farmacologica dos compostos-alvo foi realizada em laboratorios
colaboradores ao LFQM. Os ensaios in vitro, para avaliacdo da atividade

anticolinesterasica, foram realizados pelo grupo do prof. Dr. Newton G. Castro, no
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Departamento de Farmacologia Basica e Clinica do Instituto de Ciéncias Biomédicas

da Universidade Federal do Rio de Janeiro- UFRJ.

A avaliacdo do perfil anti-inflamatorio foi realizada sob supervisdo do Prof. Dr.
Alexandre Giusti-Paiva, no Laboratério de Fisiologia da Universidade Federal de
Alfenas — UNIFAL-MG. Estes ensaios envolveram protocolos de identificacao,

quantificacdo e caracterizacdo da atividade anti-inflamatéria em camundongos.

9.2.1 Avaliagao da atividade anticolinesterasica

Cada substancia foi avaliada quanto a inibicio da atividade da
acetilcolinesterase, utilizando o método de Ellman.%> O ensaio foi modificado em
relacdo ao anteriormente descrito,'% usando-se a acetilcolinesterase purificada da
Electrophorus electricus (tipo V-S, Sigma). A enzima foi dissolvida em solucao-
tampédo de fosfato de sddio (0,1 M, pH 7,4) a 50 U/mL e mantida congelada. A
reacdo de hidrélise da acetiltiocolina (0,5 mM, Sigma, EUA) foi acompanhada por 5
min em espectrofotbmetro de microplacas SpectraMax 250 (Molecular Devices,
EUA) a A= 412 nm, em volume de 0,2 mL (pH 7,4), a temperatura ambiente (22-25
°C). A velocidade maxima de reacao foi obtida por regressao linear de 10 pontos
consecutivos com o programa SoftMax Pro (Molecular Devices). Imediatamente
antes de cada ensaio, a atividade da enzima foi avaliada, ajustando-se a
concentracdo da solucédo de trabalho de modo a ter uma velocidade de reacédo no
grupo controle (sem inibidor) entre 0,1 e 0,2 unidades de densidade Optica por
minuto. Os ensaios foram realizados em triplicata, sempre com um grupo controle
(sem inibidor), e os valores de velocidade de reacdo na presenca das amostras

foram expressos como porcentagem da média do grupo controle.

As substancias-teste foram dissolvidas em DMSO anidro (P.A., Vetec, Brasil)

a 0,1 M ou 0,2 M e inicialmente testadas em concentragéo fixa de 0,1 mM, para
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triagem. Foi verificado que na concentragdo final de DMSO no ensaio (0,1% ou
0,05% v/v) ndo houve variacéo significativa na atividade da acetilcolinesterase.

As substancias que inibiram mais que 50% a atividade enzimatica na triagem
foram ensaiadas em seis concentragées sucessivas para obtengcédo da curva dose-
resposta. As estimativas de ICso foram obtidas por regressao nao-linear, utilizando o
programa Prisma (GraphPad), segundo a expressao: V (%) = 100.(1+ c.Clso-1)-1,
onde c € a concentracdo da amostra e V € a velocidade de reacdo (média das
triplicatas). Todos os experimentos foram repetidos pelo menos uma vez, e 0sS

valores relatados sdo médias das repeticoes.

9.2.2 Avaliacéao da atividade anti-inflamatoria

Para a avaliacdo anti-inflamatéria foram utilizados camundongos Swiss
machos (30—40 g), provenientes do Biotério Central da UNIFAL-MG. Os animais
foram tratados com ragdo comercial e agua “ad libitum”, durante todo o periodo de
experimento, garantida sua adaptacéo por 7 dias em sala climatizada a 23 + 2° C,
em caixas de polipropileno adequadas a sua manutencdo. Foram privados de
comida durante cerca de 8 horas antes de cada experimento e ao término, 0s
animais foram sacrificados com halotano. Para os experimentos, os animais foram

subdivididos e mantidos separadamente em grupos de 8-10 individuos.
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9.2.2.1 Teste de pressao na pata de camundongos (von Frey eletrénico)

Neste modelo experimental, a hipernocicepcdo € induzida pela injecao
intraplantar de carragenina e a tensdo medida pelo transdutor € registrada quando o
animal retira a pata.

A tensdo aplicada na pata foi repetida até que se conseguissem duas medidas
similares. Os camundongos foram colocados em uma caixa de acrilico (12x10x17
cm) por 30 minutos antes do teste para que eles fossem ambientados. Durante esse
periodo de adaptacao, as patas dos animais foram tocadas 2-3 vezes com a ponta
do transdutor e, apds esse periodo, a leitura basal foi realizada.

Apdés uma hora dos tratamentos, 0s animais receberam uma injecéo
intraplantar de carragenina 100 pg/pata e registrou-se a sensibilidade nociceptiva de
cada animal, depois de 30 min., 1h de trés horas da aplicacdo da carragenina.'12113

9.2.2.2 Ensaio de hiperalgesia induzida por formalina

Apbés 1 hora do tratamento dos animais com as substancias-teste e do
controle, e 30 minutos apds o tratamento com morfina (via intraperitonial), aplicou-se
por via intraplantar, 20 pL de solugcdo de formaldeido a 5% na pata traseira direita
dos animais. Imediatamente, observou-se o tempo que 0s animais levaram
lambendo a pata que recebeu a solucdo de formalina, durante 5 minutos apos a
aplicacdo e por mais 10 minutos, apés 20 minutos da aplicagcdo do estimulo

nociceptivo.108
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9.2.2.3.Teste de edema de pata induzido por carragenina e ID50.

Apoés 1 hora do tratamento das moléculas testes e controle, o edema de pata
foi induzido pela injecéo de carragenina (400 pg/pata) como agente inflamatério no
volume de 20 pL, que foi aplicada na regido plantar da pata posterior direita dos
animais. Apos trés horas da administracdo da carragenina, a pata na qual a
inflamacéo foi induzida foi imersa até a regido tibio-tarsica na cuba do pletismografo
e o edema foi calculado pela diferenca entre o volume final (ap0s carragenina) e o
volume inicial (sem carragenina).’®® A IDso foi estimada no mesmo experimento
utilizando diferentes doses das substancias testes e do farmaco padrao (1, 3, 10, 30
e 100 umol/Kg). 199

9.2.2.4 Avaliacao da atividade locomotora no campo aberto

Apébs 1 hora do tratamento oral com as substancias-teste na dose de 100 uM,
cada camundongo foi colocado individualmente em uma arena circular de acrilico
dividido em quadrantes, dos quais 8 junto as paredes do aparato foram
considerados periferia e os 4 demais, os centrais. Cada camundongo foi colocado no
centro da arena e filmado por 5 minutos para posterior andlise. Foi registrado o
namero de cruzamentos com as quatro patas no centro, na periferia, o numero total
de entradas e o numero de “rearings” (exploragao vertical). ApOs o experimento com

cada animal, o aparato foi limpo com etanol a 10%.1%8



142

9.2.2.5 Anélise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados utilizando um software GraphPad
versdo 3.0 e expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Para
comparacao de trés ou mais médias foi utilizado a analise de variancia (ANOVA)
seguida pelo poés-teste de Newman-Keuls. Os resultados com p < 0.05 foram
considerados estatisticamente significativos. Para o calculo da IDso foi realizada

regressao nao linear.

9.2.2.6 Avaliacéao da citotoxicidade em macréfagos humanos

Para a avaliagdo da citotoxicidade dos derivados foi utilizado o ensaio de
brometo de 3-(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT) A suspensao celular de
mondcitos normais na concentracao de 2,4x106 celulas/mL foi distribuida em uma
placa de 96 pocos, 90uL por poco, e incubadas a 37 °C em incubadora a 5% de
COg2, juntamente com mais 10 yL da 55 amostra teste em diferentes concentragdes.
Neste estudo foram utilizadas as concentragdes de 100; 62,5; 31,2; 15,6; 7,8; 3,9;
1,95; 0,48; 0,24; 0,06 pg/mL dos compostos testados e a placa foi incubada por 48
horas. Apo6s o periodo de incubacédo as células dos pocos controle e do teste foram
observadas microscopicamente. ApOs adicionou-se 10 pyL do corante MTT (5
mg/mL) e as células foram novamente incubadas por mais 4 horas. Em seguida, o
meio foi retirado cuidadosamente e adicionaram-se 100 pyL de DMSO para
solubilizac&o dos cristais de formazana. As placas foram agitadas durante 5 minutos
e a absorvancia correspondente a cada amostra foi medida no leitor
espectrofotométrico de microplacas a 560 nm. A absorbéncia obtida das células

controle nao-tratadas, foi considerada como 100% de viabilidade celular
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(MOSMANN, 1983). Os dados foram avaliados utilizando regresséo linear para se

obter os valores de CC50.
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10 Conclusbes

Uma nova familia de 16 hibridos moleculares foi sintetizada, envolvendo uma
rota sintética divergente, em 4 etapas e com rendimento global médio de 36%. As 16
substancias sintetizadas apresentam padrao estrutural inédito e foram submetidas a
triagem quanto as suas propriedades inibitérias de acetilcolinesterase in vitro e anti-
inflamatorias utilizando o ensaio de von Frey eletrbnico. Os compostos que
apresentaram efeito anti-inflamatoério significativo foram selecionados para
investigacdo adicional nos ensaios de hiperalgesia induzida por formalina e edema
de pata de camundongo.

Os resultados obtidos da triagem revelaram 3 grupos de substancias com
perfis de atividade distintos. As substancias LFQM-57, LFQM-75 e LFQM-88 foram
as mais potentes inibidoras seletivas da AChE, inibindo a 100 uM cerca de 91,7%,
81,8% e 81,3% da atividade enzimética, com ICso = 2,71, 10,89 e 10,39 uM,
respectivamente, sem, contudo apresentarem atividades anti-inflamatérias
significativas. A substancia LFQM-73 (IDso edema = 4.20 ymol/kg) apresentou o
melhor perfil de atividade anti-inflamatéria, porém, ndo apresentou atividade
anticolinesterasica. Ja as substancias LFQM-56 (ICso AChE = 25.39 uM; IDso edema
= 8.76 ymol/kg) e LFQM-67 (ICso AChE = 8.65 uM; IDso edema = 4.66 pumol/kg)
demonstraram os melhores perfis de acédo dupla da série. Com o objetivo de avaliar
possiveis efeitos tdxicos centrais, incluindo sedacédo e alteracbes motoras, 0s
compostos LFQM-56, LFQM-65, LFQM-67 e LFQM-73 foram selecionados para os
ensaios de campo aberto, ndo tendo sido evidenciada alteracdo motora e
comportamental em nenhuma das substancias na dose de 100 umol/Kg.

Diante destes resultados foi possivel identificar-se 5 novas substancias
promissoras como novos candidatos a prototipos de farmacos uteis ao tratamento da

DA, sendo 3 inibidores de AChE e 2 com perfil de acdo duplo, além de uma outra
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substancia com potentes propriedades anti-inflamatorias, todas com padréo
estrutural inédito.

No momento, as substancias com perfil de atividade dupla estdo sendo
ensaiadas in vivo para avaliacdo de suas propriedades anti-inflamatorias no sistema
nervoso central. Este ensaio baseia-se na administracdo intratecal do peptideo BAi-
42, Mais toxico e susceptivel & agregacdo para indicacdo de neurofibrilas e a
instalacdo de um processo neuro-inflamatoério consequente.

A administracdo das substancias teste permite a avaliacdo do efeito anti-
inflamatério ou em possivel efeito anti-amiloide que podera ser evidenciado pelo
efeito anti-agregante de BA ou ainda promovendo a desagregacdo neurofibrilar.
Estes experimentos estdo sendo realizados na UFMG, sob coordenagao do Prof. Dr.
Anténio Lucio Teixeira Jr e da Dra. Aline Cristina Campos.

Paralelamente, na UFRJ, sob coordenacéo dos Profs. Dr. Newton G. Castro e
Gilda Neves, estdo sendo conduzidos experimentos in vivo para estudo do efeito das
substancias anticolinesterasicas e de perfil duplo em modelos de aprendizado e
memoéria. Estes ensaios utilizam inducdo de amnésia por administracdo de
escopolamina e posterior avaliacdo em modelos cognitivos como labirinto aquatico e
acesso restritivo a comida. Além disso, estes ensaios também podem informar sobre
efeitos toxicos centrais.

Este conjunto de dados deverdo ser suficientes para a confirmacdo das
propriedades anticolinesterasicas, anti-inflamatérias e ambas, em cada caso,
levando a possivel identificacdo da substancia-lider em cada grupo e, portanto, 0s
candidatos mais promissores a farmacos Uteis a doencas inflamatérias e a doenca

de Alzheimer.
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