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RESUMO

RAMOS, Giselle de Andrade. Sintese e avaliagao de novos ligantes multialvo
planejados a partir do cardanol candidatos ao tratamento da Doencga de
Alzheimer. Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias

da Saude. Universidade de Brasilia, Brasilia, 2018.

A Doencga de Alzheimer (DA) é uma doenca neurodegenerativa progressiva que
apresenta a deméncia como manifestacao clinica classica e sinais como alteracdo do
comportamento e outros. No ambito de uma linha de pesquisa que visa ao
desenvolvimento de novos ligantes dirigidos, descrevemos neste estudo a sintese e a
caracterizagao de intermediarios e produtos finais planejados a partir da mistura de
cardanois (1A-C), bem como a avaliagdo da atividade inibitoria frente as
hAChE/hBuChE, agregacédo PBA, bem como seus perfis antioxidante e de
permeabilidade. Foram sintetizados 2 intermediarios-chave, LDT71 (53, 60%) e
LDT108 (54, 64%), e 3 séries totalizando 19 compostos em rendimentos que variaram
de 21% a 91%. Os ensaios frente a hAChE/hBuChE demostraram a capacidade dos
compostos de inibir as enzimas em percentuais que variaram de 10% a 75% (hAChE)
e 10% a 80% (hBuChE) permitindo a determinac¢ao das Clsg para os compostos com
percentual > 10%. Para os derivados das séries 1 e 2 das N-benzilamidas/aminas,
incluindo as orto-substituidas, destacaram-se os derivados LDT577 (57, AChE Clso
7,2 uM; BuChE Clso 1,28 yM) e LDT579 (60, AChE Clso 6,68 uM; BuChE Clsp 0,47
MM). Para a subsérie das 2-metdxibenzilamidas/aminas, incluindo as orto-
substituidas, LDT585 (62, BUuChE Clsg 2,15 uM) e LDT587 (63, BUChE Clsg 0,74 pM)
apresentaram os melhores perfis inibitérios. Para a série 3 dos alcoois derivados orto-
substituidos avaliados, LDT638 (69, AChE Clso 30,0 uM; BuChE Clso 6,12 pM)
apresentou melhor perfil dual; enquanto que os derivados LDT636 (68) e LDT544 (70)
apresentaram seletividade para BuChE. Os ensaios frente a agregagcao BA para a
série 3 demostraram que compostos com contribuicdo hidrofébica permanecem como
espiral aleatoria, e gerando baixa densidade de agregados, destacando aqui o
LDT692 (76). O ensaio HORAC revelou LDT640 (67, 9,73 EAG) como melhor
antioxidante. No ensaio de permeabilidade (PAMPA) todos os derivados, exceto
LDT544 (70), foram capazes de atravessar a BHE. Tomando como base todas as
avaliacdes, destaca-se o derivado LDT638 (69) que apresentou perfil dual em
hAChE/hBuChE; capacidade de manter o peptideo como espiral aleatéria e com baixa
densidade de agregados; perfil antioxidante dentro da faixa dos controles; e
permeabilidade a BHE. A avaliagdo da toxicidade dos agregados gerados na presenca
dos derivados-alvo é perspectiva deste trabalho.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, iAChE, iBuChE, agregacdo BA, LCC,

Cardanol.



RAMOS, Giselle de Andrade. Synthesis and evaluation of new multi-target ligands
designed from cardanol as candidates for the treatment of Alzheimer's disease.
Tese (Doutorado em Ciéncias Farmacéuticas) — Faculdade de Ciéncias da Saude.
Universidade de Brasilia, Brasilia, 2018.

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neurodegenerative disease that presents
dementia as a classic clinical manifestation and other symptoms and signals such as
behavioral change and others. In the context of a research line aimed to the
development of new directed ligands, we describe the synthesis and characterization
of intermediates and final products planned from cardanol mixture (1A-C), as well the
evaluation of their inhibitory profiles against AAChE/hBuChE, aggregation Ap activity,
as well their antioxidant and permeability profiles. Thus, we synthesized two key
intermediates, LDT71 (53, 60%) and LDT108 (54, 64%), and also three series
totalizing 19 compounds in overall yields ranging from 21% to 91%. The
hAChE/hBuChE assays showed an ability of the compounds to inhibit the enzyme in
percentages ranging from 10% to 75% (hAChE) and 10% to 80% (hBuChE) allowing
the determination of 1Cs for the compounds percentage > 10%. For Series 1 and 2 of
the N-benzylamides/amines derivatives, including ortho-substituted, LDT577 (57,
AChE ICs0 7,2 uM; BUChE ICs0 1,28 uM) and LDT579 (60, AChE ICso 6,68 uM; BuChE
ICs0 0,47 pM) showed the best results for these classes. The subset of 2-
methoxybenzylamides/amines, including ortho-substituted, LDT585 (62, BuChE ICso
2,15 uyM) and LDT587 (63, BuChE ICs0 0,74 pM) showed the best inhibitory profile. For
Series 3 of the ortho-substituted alcohol derivatives evaluated, LDT638 (69, AChE ICso
30,0 uM, BuChE ICsg 6,12 uM) showed the best dual profile; meanwhile, LDT636 (68)
and LDT544 (70) showed selectivity for hnBuChE. Tests against A aggregation activity
for Series 3 demonstrated that compounds with hydrophobic contribution remain as
random coil and with a low density of aggregates, highlighting here the LDT692 (76).
The HORAC assay revealed that LDT640 (67, 9,73 EAG) was the best antioxidant
observed. From the permeability assay (PAMPA) it was observed that all the
derivatives, except LDT544 (70), can cross the BBB. Based on all evaluations, the
derivative LDT638 (69) stands out. 69 showed a dual profile in hAChE/hBuChE; able
to maintain the peptide as a random coil and with a low density of aggregates;
antioxidant profile within the control range; and permeability through the BBB. The
evaluation of aggregates toxicity generated in the presence of the target derivatives is
a perspective of this work.

Keywords: Alzheimer’s disease, AChEi, BuChEi, Ap aggregation, CNSL, Cardanol.
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1 INTRODUGAO

Hodiernamente, as doengas neurodegenerativas vém intensificando o
interesse de pesquisadores pelo inevitavel aumento do numero de casos e estimativa
global exponencial de novos casos. Muito deste panorama esta associado a preciséo
nos diagnosticos e a longevidade das populagdes devido a melhor qualidade de vida.
A Doenga de Alzheimer (DA) € uma destas desordens, caracterizada por ser
progressiva e irreversivel, capaz de afetar a memoria, o comportamento, a cognigéo
e outras fungdes importantes (PRICE, 2015; REITZ & MAYEUX, 2014).

Ainda que descrita ha mais de 100 anos por seu descobridor — Alois Alzheimer
— a DA ainda é um desafio para os pesquisadores na determinagcdo de sua
fisiopatologia em virtude de sua natureza multifatorial (LEON, GARCIA &
CONTELLES, 2011; SINGH et al, 2013). Sobremodo, acredita-se que esteja
relacionada a algumas hipoteses fundamentais: (I) diminuicdo da concentragcdo de
acetilcolina; (Il) acumulo do peptideo PA insoluvel; (lll) excesso de emaranhados
neurofibrilares — como consequéncia da hiperfosforilagdo de tau —; e (IV) fatores
genéticos e ambientais (BRUS et al, 2014; SAWATZKY et al 2016; SINGH et al, 2013).
Como resultado destas anormalidades tém-se a atrofia e degeneracao dos neurénios
colinérgicos subcorticais, principalmente aqueles na parte basal do prosencéfalo
(nucleo basal de Meynert) que conferem inervagéo colinérgica a todo cortex cerebral,
apresentando mudancas sinapticas do cértex, formacao hipocampal, ou outras areas
cerebrais essenciais para fungdes cognitivas (BERTRAM et al, 2010; KORABECNY
et al, 2010).

No ambito de uma linha de pesquisa que visa ao desenvolvimento de novos
candidatos a ligantes multialvo, o presente estudo descreve a sintese, caracterizagéo
de intermediarios e produtos finais, e a avaliagdo in vitro de novos derivados
planejados racionalmente a partir do cardanol (1) frente aos perfis inibitérios de
colinesterases e da agregagao PA, bem como antioxidante e de permeabilidade

visando o estabelecimento de relagbes estrutura-atividade.
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1.1 DADOS EPIDEMIOLOGICOS DA DOENCA DE ALZHEIMER

Aincidéncia da doencga esta intimamente relacionada com a idade do individuo.
Devido ao aumento na expectativa de vida e também de melhores condigdes de saude
e controle de outras enfermidades, observa-se o0 aumento de doencgas crdnicas, tais
como as neurodegenerativas (PRICE, 2015; REITZ & MAYEUX, 2014).

A prevaléncia de casos da DA é exponencial € 0 que se tem observado a partir
de dados atuais € que estas projegdes tendem a duplicar ou quadruplicar até 2050.
De acordo com pesquisas, estima-se que existam entre 24 a 35 milhdes de individuos
que apresentam a DA no mundo (BRUS et al, 2014; HUGHES & GUTHRIE, 2014,
IMTIAZ et al, 2014; REITZ & MAYEUX, 2014; SAWATZKY et al 2016). O Brasil
apresenta cerca de 20,5 milhdes de idosos com cerca de 1,5 milhdes de pessoas com
DA (NGANDU, MANGIALASCHE & KIVIPELTO, 2014; PRICE, 2015). Os gastos
mundiais relacionados com a DA foram estimados em 604 bilhdes de dolares no ano
inicio desta década (SINDI, MAGIALASCHE & KIVIPELTO, 2015; WIMO et al, 2013).

1.2 HIPOTESES FISIOPATOLOGICAS DA DOENCA DE ALZHEIMER

O entendimento do mecanismo fisiopatologico da DA é importante para o
desenvolvimento racional de novos farmacos, entretanto, a doenca ndo possui causa
etiologica bem estabelecida (BRUS et al, 2014; LEON, GARCIA & CONTELLES,
2011; IMAHORI, 2010; SAWATZKY et al 2016). Estudos realizados no decorrer das
décadas auxiliam na descoberta da etiologia desta patologia com propostas de
mecanismos e interconexdes de uma ou mais cascatas de eventos que ocasionam os
sintomas observados na DA (CHESSER, PRITCHARD & JOHNSON, 2013; IQBAL &
GRUNDKE-IQBAL, 2008; LESNE, 2013).
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1.2.1 Hipotese Colinérgica

A hipdtese colinérgica, a primeira a ser proposta, foi introduzida pelos
pesquisadores DAVIES e MALONEY (1976). Os primeiros farmacos desenvolvidos, e
que foram introduzidos no mercado, eram baseados na hipofungdo colinérgica dos
pacientes (CONTESTABILE, 2011; MUFSON, COUNTS & PEREZ, 2010;
NORDBERG et al, 2013). Esta hipétese tem como principio basico a assungéo de
baixas concentragdes do neurotransmissor acetilcolina (ACh) que pode estar
associada a sua baixa producdo ou alta degradacdo por sua enzima
(Acetilcolinesterase — AChE); ou também pela degeneragéo e perda de neurdnios
colinérgicos, considerando ainda baixa sensibilidade dos receptores do sistema
colinérgico (BRUS et al, 2014; CRAIG, HONG & MCDONALD, 2011; MAURICE et al,
2016; PAKASKI & KALMAN, 2008; POMARA et al, 1986; VAN BEEK & CLAASSEN,
2011).

O amplo estudo desta hipdtese culminou no conhecimento das principais
caracteristicas estruturais das colinesterases. Tanto AChE, quanto butirilcolinesterase
(BuChE), possuem a funcao de hidrolisar a acetilcolina. Vale destacar que a BuChE é
uma enzima nao-especifica predominantemente encontrada no sistema circulatorio e,
teoricamente, € o primeiro contato enzimatico extra-sinaptico para hidrélise de ACh
(BRUS et al, 2014; DVIR et al, 2010; GIACOBINI, 2001; MAURICE et al, 2016;
NORDBERG et al, 2013; SAWATZKY et al, 2016).

Ainda é observado que estas colinesterases compartilham cerca de 65% de
homologia de seus aminoacidos com sitios ativos e triade catalitica semelhantes,
exceto o sitio anidnico periférico (SAP) para a enzima BuChE, ja que esta enzima
apresenta maior volume quando comparada a AChE é dita como nao possuir um SAP
(BRUS et al, 2014; FANG et al, 2011; KRYGER et al, 2000; NORDBERG et al, 2013;
SAWATZKY et al 2016). As enzimas possuem uma ‘garganta’ (gorge) hidrofébica,
com 14 aminoacidos em AChE — sendo que destes, 6 aminoacidos sao diferentes em
BuChE - que se estende e se divide em dois sitios de ligagdo: o SAP e a triade
catalitica (SAC) (Figura 1). A triade catalitica esta localizada ao fundo da garganta de
ambas enzimas sendo composta por trés principais aminoacidos (Ser200-His440-
Glu327 em AChE; e Ser226-His466-Glu353 em BuChE), responsaveis pelo
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catabolismo de ésteres de colina (DIGHE et al, 2016; MASSON & LUSHCHEKINA,
2016; PUNDIR & CHAUHAN, 2012; SINGH et al, 2013).

Figura 1: Representacao da acetilcolinesterase.
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O sitio catalitico é caracterizado pela presenca de subsitio anidnico e subsitio
aromatico capazes de conferir complementariedade para a interagdo de ligantes.
Adicionalmente, a enzima possui diversos aminoacidos hidrofobicos ao longo de sua
garganta (DVIR et al, 2010; FANG et al, 2011; PUNDIR & CHAUHAN, 2012; SINGH
et al, 2013; STODDARD, HAMANN & WADKINS, 2014; TONG et al, 2013).

A regido em que ocorre a primeira interagdo com o ligante € o SAP — que esta
localizado no inicio da garganta hidrofébica. O SAP tem como fung¢des atrair e
conduzir o ligante até os outros sitios importantes da enzima (INESTROSA et al, 1996;
NORDBERG et al, 2013; PUNDIR & CHAUHAN, 2012; SINGH et al, 2013;
STODDARD, HAMANN & WADKINS, 2014; TONG et al, 2013).

Apesar de a BuChE ser considerada como inespecifica, estudos atuais
atribuem fun¢des mais especificas que antes ndao foram postuladas. A maior parte
destes estudos relatam a BuChE com o desenvolvimento do sistema nervoso,
correguladora da transmisséao colinérgica, hidrolise de grelina, e o mais importante: foi
observado que a BuChE estd aumentada na DA e em outras doengas
neurodegenerativas (BRUS et al, 2014; DARVESH, HOPKINS & GEULA, 2003;
DARVESH & REID, 2016; FANG et al, 2011; GOK, ZEYBEK & BODUR, 2016;
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MASSON & LUSHCHEKINA, 2016; NORDBERG et al, 2013; SCHOPFER,
LOCKRIDGE & BRIMIJOIN, 2015).

Na DA, postula-se que a BuChE tenha funcdo compensatéria em relagao a
AChE — que é produzida em neurénios disfuncionais — demonstrando que a inibigao
da BuChE pode trazer os mesmos efeitos benéficos da inibicdo de AChE: melhora
cognitiva e aquisicdo da memoéria (BRUS et al, 2014; SAWATZKY et al 2016). A
BuChE no processo patologico € altamente secretada pela neuroglia ao redor de
placas amiloides (DARVESH & REID, 2016; GUILLOZET et al, 1997; MAURICE et al,
2016; MESULAM & GEULA, 1994; NORDBERG et al, 2013).

Embora ndo se saiba o papel principal da BUuChE na DA, alguns estudos tém
descrito algumas fungdes tal como o bloqueio da agregacgéo do peptideo B-amiloide
(BA) em placas para fibrilas longas (GUILLOZET et al, 1997; MAURICE et al, 2016;
NORDBERG et al, 2013; LUSHCHEKINA et al, 2016). Este processo decorre da
interagdo entre BUChE com o peptideo BA desacelerando a taxa de formagéo de
fibrilas BA neurotoxicas — in vitro (DIAMANT et al, 2006; NORDBERG et al, 2013).
Adicionalmente, a BuChE esta relacionada com a presenca de emaranhados
neurofibrilares, cuja associagdo conduz ao raciocinio de que também seja relevante
sua inibigdo no processo patolodgico da DA (BRUS et al, 2014; DARVESH, HOPKINS
& GEULA, 2003; DARVESH & REID, 2016; MAURICE et al, 2016; NORDBERG et al,
2013).

1.2.2 Hipotese Amiloide

A hipotese amiloide refere-se ao acumulo do peptideo BA pelo processo de sua
agregacao. Este acumulo ocorre como placas BA no meio extracelular que sao
formadas por meio de processamento endoproteolitico pds-traducional do precursor
de proteina p-amiloide — ABPP ou APP (ARCE et al, 2014; FINDEIS, 2007; LEON,
GARCIA & CONTELLES, 2011). Na DA, este processo ocorre irregularmente e/ou
com a dificuldade de depuragao do peptideo (HAN, PARK & MOOK-JUNG, 2016).

A obtencgao do peptideo BA ocorre em duas maneiras: i. a enzima a-secretase

cliva o APP formando o peptideo BA com 40 aminoacidos (BA4o); ii. a enzima-1 de
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clivagem B-amiloide (BACE-1 — também conhecida como [B-secretase) cliva o APP
formando peptideo BA com 42 aminoacidos (BAs2), adicionalmente, a agdo da enzima
y-secretase cliva os fragmentos restantes. Os peptideos PA4o € PAs2 sdo conhecidos
por sua citotoxicidade, sendo o BAs2 de maior toxicidade (CACACE, SLEEGERS &
BROECKHOVEN, 2016; COUGHLAN & BREEN, 2000; SORRENTINO et al, 2014;
WALSH & TEPLOW, 2012; WANG, CHEN & CHOU, 2005). Didaticamente estas vias
sdo diferenciadas como n&o-amiloidogénica e amiloidogénica, respectivamente.

O acumulo do peptideo BA toxico pode alterar a rede neuronal e a fungao
singptica ocasionando dano cognitivo. Algumas evidéncias cientificas tém
demonstrado que a toxicidade pode estar relacionada com a capacidade de o
peptideo interagir com determinados receptores (CLEARY et al, 2004; HAN, PARK &
MOOK-JUNG, 2016; MAJI et al, 2009). Esta toxicidade também se relaciona com a
formacao de estruturas de folhas-f, principalmente para o fA42 como o mais téxico.

O processo de agregagédo € o ponto critico desta via patologica. Estudos
indicam que a agregacéo se inicia pelo processo de nucleagéo e fibrilogénese tendo
como “sementes” as estruturas com maior conteudo de folhas-p (SOTO et al, 1995;
SOTO & CASTANO, 1996). Diversos fatores podem induzir o rearranjo da estrutura
secundaria formando espécies oligoméricas com alto teor de folhas-p, que, por sua
vez, sdo mais resistentes a degradacéo proteolitica e de dificil depuragao (SIMMONS
et al, 1994; TOMSKI & MURPHY, 1992; YANG et al, 2010).

Identificar detalhadamente a estrutura deste peptideo € primordial no desenho
e planejamento de estratégias na obtengdo de novos potenciais ligantes. Sabe-se que
o peptideo PA apresenta regides importantes que se associam a diferentes niveis de
formacao de fibrilas e de agregados, como exemplo, as regides N-terminal e C-
terminal, o nucleo hidrofébico e a regido de dobradica ou de “voltas”, como
representado na Figura 2 (MISHRA; AYYANNAN & PANDA, 2015).

As regides de dobradica de “voltas” sdo regides flexiveis entre duas a-hélices
que possuem a funcdo de originar as estruturas de folha-p — ja que realizam a
aproximagdo de dois segmentos hidrofébicos. Diversas destas regides sé&o
importantes para a manutencgéo das folhas-p como: Glu22-Asp23, Val24-Lys28 e a
regido C-terminal. A interferéncia nestas regides, consequentemente, acarretara na
desestabilizagdo das estruturas de folhas-p prejudicando o processo de agregacao.
(MISHRA, AYYANNAN & PANDA, 2015; MURAKAMI et al, 2005; TYCKO, 2006).
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Figura 2: Representacéo estrutura de PAas2.
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Fonte: Adaptado de MISHRA, AYYANNAN & PANDA (2015) e AHMED et al (2010).

A regido C-terminal — que compreende os residuos lle31 até Ala42 — tem sido
o alvo de escolha para inibir a formagao de folhas- devido a sua fungado no processo
de oligomerizagéo. Esta regido fornece perfil de hidrofobicidade para interagdo com a
bicamada lipidica onde se acumula o peptideo e se inicia a formacao de fibrilas e
agregacao (MISHRA, AYYANNAN & PANDA, 2015).

O nucleo hidrofébico vem demonstrando relevancia, especialmente na regiao
em que se concentra a sequéncia KLVFF (aminoacidos Lys16 até Phe20) reconhecida
como alvo “B-sheet breaker’ (quebra de folhas-p). Além desta sequéncia, os
aminoacidos lle32 a Ala42 (IGLMVGGVVIA) também sao considerados como nucleo
hidrofébico importante na direcdo da formacao de fibrilas BA. Entre estas sequéncias
destaca-se a Met35 como o residuo-chave para desestabilizagdo de oligbmeros.
Adicionalmente, a ponte salina entre a Lys28 e Glu-22-Asp23 é importante para
estabilizacdo da estrutura secundaria do peptideo (BOYD-KIMBALL et al, 2004
MELQUIOND et al, 2008; MISHRA, AYYANNAN & PANDA, 2015; VERDIER &
PENKE, 2004; YOSHIIKE, AKAGI & TAKASHIMA, 2007).

Ademais, quatro residuos de aminoacido (His13-His14-Glu15-Lys16 — HHQK)
sdo responsaveis pelo processo de formacdo dos oligbmeros e propagagado das
fibrilas, também sendo considerados como reforgadores da nucleagao A (MISHRA;
AYYANNAN & PANDA, 2015). A agregacao do peptideo BA pode ocorrer em diversas
morfologias, as quais induzem diferentes niveis de toxicidade. Os oligbmeros, estagio

inicial, sdo mais téxicos que as fibrilas, consideradas como estagio mais avang¢ado do
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processo de agregacao (CHIMON et al, 2007; KESHET, GRAY & GOOD, 2010; LEE,
FERNANDEZ & GOOD, 2007; MAJI et al, 2009).

A enzima AChE é conhecida também por promover a agregagao BA auto-
induzida (MASSON & LUSHCHEKINA, 2016), tendo o dominio préximo a regiao N-
terminal (aminoacidos Gly7-1le20) como responsavel pela promogédo da agregagao.
Evidéncias sugerem que a estrutura de “grampo-f” préxima ao C-terminal apresente
sequéncia similar ao BA, podendo também promover a agregagao (HOU et al, 2014;
MISHRA, AYYANNAN & PANDA, 2015).

1.2.3 Hipotese da Hiperfosforilagao de Proteina Tau

A proteina tau esta associada a montagem dos microtubulos que possui como
funcdo a estabilizagao destes pela agregacao da tubulina, além disso, esta proteina &
abundante tanto no sistema nervoso central como no periférico. Nesta hipotese,
ocorre a fosforilagdo desequilibrada da tau principalmente realizada por quinases
(ANNAMALAI et al, 2015; KANDIMALLA et al, 2013; TELL & HILGEROTH, 2013).
Quando em estado hiperfosforilado a proteina tau é considerada como forma
aberrante, ndo sendo capaz de exercer sua fung¢ao, causando a desestabilizagdo de
microtubulos e como resultado seu acumulo no cérebro com consequente formagao
dos emaranhados neurofibrilares intracelulares, que também envolve a formagao de
placas senis extracelulares (DRIVER, ZHOU & LU, 2014; HERNANDEZ et al, 2010;
TOLOSA et al, 2014; YE et al, 2013).

Na DA a proteina tau hiperfosforilada promove a dissociagdo dos microtubulos
e, por conseguinte, a autoagregacdo provocando lesdes morfologicamente
diferenciadas (HU et al, 2016). Estas lesbes estdo associadas com o depdsito
extracelular de peptideo BA; porém, também decorrem na sua auséncia. Além disso,
oligbmeros BA podem induzir a fosforilagdo da proteina tau em culturas de neurénios,
aumentando atividade de quinases e sugerindo que BA participa no desenvolvimento
desta via (ANNAMALAI et al, 2015; DORARD et al, 2016; TENREIRO, ECKERMANN
& OUTEIRO, 2014; TOLNAY & PROBST, 1999).

As quinases sdo um dos principais fatores relacionados com a fosforilagao de

tau, que decorrem do aumento de sua atividade e/ou diminuicdo da atividade de
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fosfatases — que ocasionam a desfosforilagcdo da proteina. A glicogénio sintetase
quinase 3 (GSK3B) € uma das quinases envolvidas na fosforilagdo de tau.
Adicionalmente, a proteina quinase B (Akt) inibe GSK3B e, consequentemente,
aumenta a atividade da quinase pela associagdo com o peptideo BA. Neste sentido, a
inibicdo da sinalizagdo de GSK3p pode reduzir a neuropatologia BA e ser considerado
como uma das estratégias para tratamento da doengca (ANNAMALAI et al, 2015;
ENGEL et al, 2006; LLORET et al, 2015; LY et al, 2013; TENREIRO, ECKERMANN &
OUTEIRO, 2014; TOWNSEND, MEHTA & SELKOE, 2007).

1.2.4 Outras Hipoéteses

Alguns fatores distintos est&o relacionados a diversas vias patoldgicas na DA
como os fatores genéticos e ambientais que, atualmente, vém sendo amplamente
estudados. Ressaltando que os fatores genéticos estdo intimamente relacionados
com o desenvolvimento precoce da doenga, cujos genes se apresentam como formas
autoss6micas dominantes. Neste contexto, quatro mutagdes genéticas estao entre as
mais descritas na literatura: proteina precursora de amiloide (APP), presenilina 1
(PSEN1), presenilina 2 (PSENZ2) e o alelo E4 da apolipoproteina E (APOE) (CACACE,
SLEEGERS & BROECKHOVEN, 2016; CAUWENBERGHE, BROECKHOVEN &
SLEEGERS, 2016)

Um dos genes mais conhecidos é o gene codificador de APP, proteina
fundamental na obtengcédo do peptideo BA. Sabe-se que este gene possui diversas
mutagoes ja caracterizadas que orientam o aumento da produgao de BA42 (FINDEIS,
2007; SOLDANO & HASSAN, 2014). Estudos revelam aproximadamente 52 formas
patogénicas do gene de APP localizadas préximas ou dentro da sequéncia de A,
mais especificamente proximo de seu sitio de clivagem (ATES et al, 2016; CACACE,
SLEEGERS & BROECKHOVEN, 2016; CAWENBERGHE, BROECKHOVEN &
SLEEGERS, 2016).

O gene da apolipoproteina E (APOE) apresenta a mais conhecida mutagao
associada na DA. APOE codifica uma glicoproteina polimorfica expressa no figado,
cérebro, macréfagos e mondcitos. Sua fungéo se da no transporte de colesterol bem
como na imunoregulacdo e regeneragao neuronal. A apolipoproteina E (ApoE) é
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produzida no SNC pelos astrocitos e em menor quantidade pela microglia (BERTRAM
& TANZI, 2012; NAJ, CARNEY & HAHN, 2013). Existem trés isoformas desta proteina:
ApoE2, ApoE3 e ApoE4 — que diferem na sequéncia de seus aminoacidos — sendo a
ApoE4 (alelo Apo&4) relacionada ao aumento do risco do desenvolvimento da DA;
apesar disso, isoladamente nao é suficiente para causar a doenga (ATES et al, 2016;
CACACE, SLEEGERS & BROECKHOVEN, 2016; CAWENBERGHE,
BROECKHOVEN & SLEEGERS, 2016; VILATELA, LOPEZ & GOMEZ, 2012).

PSEN1 e PSEN2 sdo componentes importantes da y-secretase. Os genes sao
altamente homologos, cujas mutagdes prejudicam a clivagem mediada por y-
secretase resultando no aumento da proporgao de BA42/BA40. As mutagdes em PSEN1
sdo geralmente autossémicas dominantes, originando as formas mais severas da
doenga (CACACE, SLEEGERS & BROECKHOVEN, 2016; CAWENBERGHE,
BROECKHOVEN & SLEEGERS, 2016).

Fatores ambientais se correlacionam com a DA destacando o desequilibrio da
homeostase de ions metalicos como aluminio, ferro, zinco e cobre (AYTON, LEI &
BUSH, 2013; MANDEL et al, 2007; PITHADIA & LIM, 2012; TIIMAN, PALUMAA &
TOUGO, 2013; VILES, 2012; ZATTA et al, 2009). Muitos destes metais tém o potencial
de modificar a agregacao do peptideo BA, principalmente na evolugéo da nucleagéo
(HAN, PARK & JUNG, 2016).

Os ions de cobre (ll) e zinco (Il) se concentram no ambiente extracelular,
particularmente em placas BA, o que, consequentemente, induz o aumento de sua
producdo. Ainda mais, podem interagir com a proteina tau aumentando sua
hiperfosforilagao. O ion de ferro (ll), em contraste aos de cobre e zinco, esta localizado
no ambiente intracelular e sua principal atividade esta associada ao dano oxidativo e
a neurodegeneragao. Ja o ion de aluminio (lll) induz a transigdo conformacional de
BA4o na estrutura secundaria de a-hélice para folha-p (HAN, PARK & JUNG, 2016;
MASTERS & SELKOE, 2016).

O estresse oxidativo produzido por alguns destes ions induz ao dano celular.
Estudos sugerem que o processo € iniciado pela peroxidacéo lipidica de sistemas de
membrana. A disfungdo mitocondrial € um importante — se ndo o principal — fator
envolvido na evolucio do estresse oxidativo devido a producéo de espécies reativas
de oxigénio (BONDA et al, 2010; GREENOUGH, CAMAKARIS & BUSH, 2013;
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MOREIRA et al, 2007; QUINTANILLA, ORELLANA & BERNHARDI, 2012; SWOMLEY
et al, 2013; TRAMUTOLA et al, 2016; WANG et al, 2013).

1.3 TRATAMENTO E ALVOS FARMACOLOGICOS DA DOENGA DE ALZHEIMER

Os primeiros indicios da génese da DA foram associados a disfungao
colinérgica, o que proporcionou a obtencdo de farmacos responsaveis pela
restauracdo dos niveis de acetilcolina pela inibicdo da AChE. Em virtude disto, desde
a ultima década é possivel observar o desenvolvimento de novos compostos dirigidos
a diversos alvos terapéuticos ja identificados (NYGAARD, 2013). Visto que o
paradigma do tratamento voltado a um unico alvo terapéutico parece limitado a
doencas multifatoriais; decerto por novas descobertas sobre a doenca foi reconcebida
a estratégia de padrdo multidirecionado ou multialvo (ANAND, GILL & MAHDI, 2014).

1.3.1 Inibidores de Colinesterases

Atualmente o tratamento da DA é direcionado a sintomatologia da doencga
apresentando como alternativas terapéuticas os inibidores de colinesterases,
especialmente os inibidores da AChE (iIAChE). Estes s&o capazes de inibir a enzima
que degrada ACh e diminuir os sintomas cognitivos presentes na doenga. Os
primeiros farmacos desenvolvidos a partir desta via foram: tacrina (2), donepezil (3),
galantamina (4) e rivastigmina (5), representados na Figura 3 (LEON, GARCIA &
CONTELLES, 2011; GROSSBERG, 2003; LOPES, 2011).

Figura 3: Inibidores da AChE.
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Em 1993, o primeiro representante destes farmacos a ser comercializado foi a
tacrina (2, Figura 3), como inibidor reversivel ndo-competitivo da AChE; conquanto
seu uso foi descontinuado nos Estados Unidos, devido a hepatotoxicidade.
Posteriormente, no ano de 1996, o inibidor seletivo e reversivel — donepezil (3) — foi
introduzido no mercado. Nos anos seguintes, foi descoberto o unico representante
derivado de produto natural comercializado: a galantamina (4), um alcaloide inibidor
competitivo reversivel da AChE. O unico inibidor pseudoirreversivel destes
representantes é a rivastigmina (5), cuja hidrolise da subunidade carbamato para
restauracdo da enzima € lenta (BOLOGNESI et al, 2008; MEHTA, ADEM &
SABBAGH, 2012; SIMOES et al, 2014; SOUZA, RENNA & FIGUEROA-VILLAR, 2016;
ROCHA et al, 2011; SCHNEIDER, 2001; SUGIMOTO et al, 2002).

A memantina (6, Figura 3) — ultima a ser introduzida no mercado — inibe o
sistema glutamatérgico via antagonismo de receptores NMDA (N-metil-D-aspartato),
causando uma resposta neuroprotetora frente a citotoxicidade de glutamato. O
excesso de glutamato é conhecido por causar grande influxo de calcio no interior do
neurdnio conduzindo-o & morte (ROCHA et al, 2011; SIMOES et al, 2014; SOUZA,
RENNA & FIGUEROA-VILLAR, 2016).

Atualmente, o tratamento de primeira escolha da DA tem como base o uso
memantina (6) associado aos inibidores da AChE, como exemplo a associag&o entre
6 e donepezil (3) (BRASIL, 2017). Todos estes farmacos apresentam bons efeitos na
melhora da sintomatologia da doenga, porém nenhum é capaz de promover sua cura.
Com isto, novos estudos e pesquisas no desenvolvimento de ligantes vém sendo
realizados com objetivo de melhorar a qualidade de vida dos pacientes (FANG et al,
2008; SIMOES et al, 2014).

1.3.2 Ligantes Duais da AChE

O desenvolvimento de ligantes duais relacionados a DA constitui uma nova
estratégia. Nesta abordagem, estes ligantes atuam na inibigdo de AChE e tém sido
considerados promissores uma vez que sao capazes de inibir simultaneamente os
dois sitios da enzima: o sitio aniénico periférico (SAP) e o sitio anibnico catalitico
(SAC). Estes derivados duais, potencialmente, podem ser capazes de inibir a
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agregacgéao BA induzida pela AChE em face das interagdes com o SAP. O donepezil
(3) se mostrou capaz de interagir de maneira dual, apresentando como resposta a
diminuicdo da agregacao BA induzida pela AChE em 21%. Desta forma, 3 e outros
ligantes disponiveis serviram como modelos para modificagbes moleculares visando
a obtencdo de novos ligantes duais (BAJDA et al, 2011; BOLOGNESI et al, 2008;
LEON, GARCIA & CONTELLES, 2011SIMOES et al, 2014).

Um dos primeiros representantes, o homodimero bis-(7)-tacrina (7), foi capaz
de inibir ambas colinesterases AChE (Clso 0,40 nM) e BuChE, e diminuir agregacéo
BA induzida por AChE, com adicional perfil antagonista de receptores NMDA. Estes
resultados culminaram na geragéo de outros compostos homodimeros — ligantes com
iguais subunidades no arcaboug¢o molecular — e heterodimeros — ligantes com
diferentes subunidades no arcabouco molecular — que apresentaram crescente
evolugdo no planejamento de novos inibidores multialvo (DU & CARLIER, 2004;
BOLOGNESI et al, 2008; MUNOZ-TORRERQO et al, 2006; PANG et al, 1996).

Posteriormente, em 1998, pesquisadores da Universidade de Bologna
desenvolveram a caproctamina (8), na época considerada como promissor iAChE dual
(Cls0 0,17 uM) e modulador do receptor muscarinico M2, colaborando com a liberagao
de ACh (BOLOGNESI, CAVALLI & MELCHIORRE, 2009). O mesmo grupo, baseado
na estrutura de 8, planejou novos ligantes a partir da substituicido do espagador
octametileno — entre as duas fungdes amidas — e troca dos substituintes das funcdes
aminas gerando a memoquina (9) com atividade anticolinesterasica (AChE Clso 1,55
nM; BuChE Clso 144 nM) bem como antiagregante BA (Inibicdo da agregacao induzida
por AChE de 87% e auto-induzida de 66%) e de BACE-1 (inibigdo > 80%), sendo
considerado como ligante multialvo (BOLOGNESI et al, 2008; BOLOGNESI et al,
2011; TUMIATTI et al, 2004).

O ligante dual carbacrina (10) foi obtido pelo estudo de compostos conectados
a subunidade carbazol, presente no farmaco anti-hipertensivo carvedilol, conhecido
pelos efeitos antioxidantes e neuroprotetores. Ademais, € capaz de inibir a formagao
de fibrilas BA. Por isto, 10, além de interagir com ambos sitio catalitico e SAP,
apresentou atividade antiagregante com 57,7% de inibigdo, antagonismo NMDA (Clso
0,74 uM), e antioxidante (Clsp 23 yM) (BOLOGNESI et al, 2009; HOWLETT et al,
1999).
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Figura 4: Inibidores duais da AChE.
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Sob esta perspectiva, novos ligantes duais foram descritos na literatura como
o derivado 11 (Figura 5), baseado em ambas as estruturas da tacrina (2) e galamina
— agente muscarinico alostérico que em altas concentragdes inibe colinesterases. O
derivado 11 demonstrou atividade iIAChE (Clso 23,2 nM) e modulagao dos receptores
muscarinicos M2 (BOLOGNESI et al, 2008; ELSINGHORST et al, 2007;
ELSINGHORST, TANARRO & GUTSCHOW, 2006). O hibrido entre 2 e donepezil (3)
deu origem ao derivado 12 que inibe AChE (Clso 2,4 nM) de forma dual com atividade
iBUChE (Clso 90 nM) (ALONSO et al, 2005). Outros heterodimeros, baseados entre
tacrina (2) e separados por cadeia hidrofébica, foram sintetizados por LUO et al (2011)
destacando 13 (AChE Clsp 7,98 nM; BuChE Clso 7,94 nM; inibicdo da agregacao BA
induzida: 65,1%) e 14 (AChE Clso 22,41 nM; BuChE Clso 2,59 nM).
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Figura 5: Novos inibidores duais da AChE.
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1.3.3 Agentes Capazes de Atuar na Agregagcao Amiloide

Existem diversos alvos na via de agregagéo amiloide cuja inibi¢do da formagao
de agregados tem se demonstrado promissora. Uma das estratégias abordadas
compreende a desestabilizagdo das estruturas secundarias e terciarias do peptideo
BA, geralmente feita por agentes peptidomiméticos — que s&o de mais facil interacéo
— mas também por pequenas moléculas (MISHRA, AYYANNAN & PANDA 2015).

Para este fim, a estratégia racional visa a ligantes capazes de interagir entre os
peptideos, formando um obstaculo estéreo para o bloqueio da agregagao em placas
amiloides; ou até mesmo na interferéncia das estruturas de folhas-p3, responsaveis
pela toxicidade. Como antecipado, a inibicdo do SAP da AChE também ¢é capaz de
regular a agregacgao, porem somente nos processos induzidos pela enzima (MISHRA,
AYYANNAN & PANDA, 2015).

Componentes peptidomiméticos tém sido descritos na literatura tendo como
principal alvo os aminoacidos KLVFF (nucleo hidrofébico, Figura 2). E importante
ressaltar o derivado RS-0406 (15, Figura 6), molécula ndo-peptidica capaz de inibir a
fibrilogénese de BA42, diminuindo a citotoxicidade (MISHRA, AYYANNAN & PANDA,
2015; NAKAGAMI et al, 2002). Ja o tramiprosato (16) atua na sequéncia HHQK
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(Figura 2), demonstrando relevante inibicdo da agregagdo e da fibrilogénese
(GERVAIS et al, 2007; MISHRA; AYYANNAN & PANDA, 2015). Outra pequena
molécula capaz de interagir com o peptideo BA € a curcumina (17), que altera as
interagdes intermoleculares de agregados. Pesquisadores também descreveram o
reverastrol (18) atuando de forma similar a 17, e o iIAChE galantamina (4) que rompe
as interacdes aromaticas n-n entre a Phe29 e Phe19 (LI et al, 2014; LI, WANG &
KONG, 2014; LU et al, 2013; MISHRA, AYYANNAN & PANDA, 2015; MITHU et al,
2014; RAO, MOHAMED & OSMAN, 2013).

Figura 6: Agentes que atuam por interagéo direta com peptideo PA.
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O desenvolvimento de novos compostos direcionados a inibicdo de secretases
como a BACE-1 também é viavel. A maioria dos ligantes desta classe utilizam
arcabouco molecular contendo a subunidade hidroxietilamina (HEA) tal como 19
(RAYMOND et al, 2013) e derivados ciclo-hexilaminicos como 20 (Figura 7)
(RAZZAGHI-ASL et al, 2013), responsaveis pela interagdo com a secretase (BACK et

al, 2008; LIU et al, 2014; TAYEB et al, 2012; TROUNG et al, 2010).
Figura 7: Inibidores da BACE-1.
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Outras substancias como inibidores da enzima y-secretase também séao
atrativas devido a diminuigdo da produgao de BA42; entretanto, estes inibidores podem
ocasionar patologias gastrointestinais, assim também como alteragdo na
diferenciacdo de linfécitos (MISHRA, AYYANNAN & PANDA, 2015; TAYEB et al,
2012). Como exemplo, o prototipo semagacestat (21) € um bom inibidor de y-
secretase (Figura 8), porém n&o prosseguiu além dos ensaios clinicos de fase Il
(HALL & PATEL, 2012). Alguns anti-inflamatdrios n&o-esteroidais (AINEs) também
sdo capazes de inibir a y-secretase, como exemplo o flurbiprofeno (22, Figura 8)
(KUROSUMI et al, 2010).

Figura 8: Inibidores da y-secretase.
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1.3.4 Inibidores da Fosforilagao da Proteina Tau

A desregulagdo nas vias que envolvem a fosforilagdo da proteina tau pode
aumentar de forma descontrolada o processo observado na DA. Logo, novos ligantes
foram desenvolvidos na tentativa de regular esta via. O flavonoide quercertina (23,
Figura 9) é capaz de ativar AMPK (proteina quinase ativada por AMP) bloqueando a
fosforilagdo de tau sob condi¢gbes de estresse oxidativo (CHEN et al, 2016). Outro
exemplo, o imatinibe (24) — farmaco antineoplasico — atua interferindo na interagcéo
entre y-secretase e proteina ativadora de y-secretase diminuindo a formacgao de BA
(GARDNER et al, 2016).

Tideglusibe (25), inibidor GSK3p, foi responsavel pela diminuicdo da
quantidade de placas amiloide e do déficit de memoria em ensaios pré-clinicos;
porém, os ensaios nao foram continuados devido a atividade apresentada n&o ter sido

estatisticamente significativa quando comparado os grupo de tratamento e controle
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(GODYN et al, 2016). Outros inibidores de GSK3p3: SB415286 (26) e AM404 (27)
reduzem a agregagao de proteina tau. Adicionalmente, 27 é capaz de inibir o
transporte de anandamida (COGHLAN et al, 2000; ROGOSCH et al, 2012).

Figura 9: Inibidores da fosforilagao da proteina tau.
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1.3.5 Agentes Quelantes e Antioxidantes

Compostos antioxidantes e quelantes tém sido amplamente desenvolvidos
como os sintetizados por MAO e colaboradores (2012) que demonstraram atividade
IAChE, antioxidante moderada, inibicdo da agregagao BA e quelante com diversos
ions metalicos. Neste contexto, a amina fendlica PHN1 (28, Figura 10) apresentou
acao quelante preferencialmente com ions cobre podendo também modular a
agregacao BA induzida por este ion (SAVELIEFF et al, 2014).

Alguns derivados planejados a partir de chalcona, além de atividade iAChE,
foram relatados com ag&o antioxidante e quelante como: CHAL3 (29) e CHAL4 (30)
(SANTOS, CHAND & CHAVES, 2016; ZHOU et al, 2015). Por sua vez, Ll e
colaboradores (2013) desenvolveram o derivado FLAV6G (31), quelante de cobre e
ferro, com atividade iIAChE de maneira dual, ou seja, interage com ambos os sitios
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anidnico periférico e catalitico. Ademais, 31 inibe a agregacao A induzida pela AChE.
A cromona (32), produto natural de acido graxo poliinsaturado, demonstrou boa
atividade antioxidante (GASPAR et al, 2015).

Figura 10: Agentes quelantes e antioxidantes.
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1.4 A BIODIVERSIDADE APLICADA A DOENGCA DE ALZHEIMER

Compostos obtidos da biodiversidade nos oferecem potenciais atividades
terapéuticas, algumas delas s&o relatadas na literatura como sendo capazes de atuar
nas vias relacionadas com a DA. Diversos destes produtos naturais sdo estudados
como potenciais “prototipos” para modificagdes quimicas visando a melhora de sua
atividade (CAMPOS et al, 2011; ROCHA et al, 2011).

Estudos tém demonstrado que componentes do extrato de ginseng sao
capazes de atenuar a ativacdo de receptores NMDA, diminuindo os processos
neurodegenerativos (KIM et al, 2002; KIM et al, 2004). O Ginkgo biloba é utilizado na
medicina tradicional Chinesa com relatos de potencial uso na disfungéo cognitiva,
possuindo ainda propriedades antioxidativas que sdo consideradas neuroprotetoras
(BASTIANETTO et al, 2000; TOPIC et al, 2002).

Na medicina tradicional Indiana, Celastrus paniculatus tem sido utilizado para
melhora da cognigdo (KUMAR & GUPTA, 2002; ROCHA et al, 2011). Neste mesmo



38

contexto, 6leos essenciais de Centella asiatica constituidos em sua maioria por
monoterpenos, como: acetato de bornila (33), a-pineno (34), B-pineno (35) e o&-
pineno (36), foram identificados como inibidores de AChE demonstrados na Figura 11
(MIYAZAWA, WATANABE & KAMEOKA, 1997; PERRY et al, 2000).

A Curcuma longa vem sendo amplamente estudada para o tratamento de
doencgas neurodegenerativas. Seus rizomas sao ricos em curcumina (17, Figura 6,
pag 33) amplamente utilizada no continente asiatico. 17 € conhecida por suas
atividades antioxidante, anti-inflamatéria e neuroprotetora contra a morte neuronal
induzida pelo BA. Alguns outros componentes da Curcuma longa tais como
desmetoxicurcumina (37), bis-desmetoxicurcumina (38) e celebina-A (39, Figura 11)
também s&o capazes de proteger as células da toxicidade BA (DAS & DAS, 2002;
MANCUSO et al, 2012; MIQUEL et al, 2002; KHANNA et al, 2009; KIM & KIM, 2001;
PARK & KIM, 2002; SILVA et al, 2014; YAN et al, 2009).

A erva Huperzia serrata é largamente empregada na medicina chinesa, tendo
como principal componente a huperzina A (40), alcaloide inibidor irreversivel de AChE
com maior biodisponibilidade e poténcia que a tacrina (2) e donepezil (3). Além disso,
40 demonstrou atividade antagonista NMDA sendo protetor contra a toxicidade de
glutamato (MANCUSO et al, 2012; ROCHA et al, 2011; SILVA et al, 2014; YAN et al,
2009). Galantamina (4, Figura 3, pag 29), alcaloide isolado de Lycoris radiata e de
Galanthus nivalis, € um dos farmacos (IAChE) aprovados para o tratamento da DA
que apresenta melhora na cognigao (WILCOCK, LILIENFELD & GAENS, 2000;
WILKINSON & MURRAY, 2001).

O alcaloide piperidinico espectalina (41, Figura 11), extraido das flores de
Senna espectabilis, possui estrutura quimica que mimetiza o neurotransmissor
acetilcolina com estereoquimica peculiar. Visando esta particularidade, VIEGAS e
colaboradores (2005) realizaram modificagdes moleculares obtendo os ligantes
LASSBIio-767 (42) e LASSBIio-822 (43, Figura 11) (CASTRO et al, 2008; FANG et al,
2014).
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Figura 11: Agentes naturais e planejados a partir de compostos naturais.
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1.5 O LIQUIDO DA CASCA DA CASTANHA DE CAJU (LCC)

O cajueiro (Anacardium occidentale), membro da familia Anacardiaceae, é
originario do Brasil e presente na Asia e no continente Africano. O cajueiro produz o
fruto mais conhecido como castanha de caju, que é protegida por uma casca que
contém em seus alvéolos um 6leo de coloragdo quase negra denominado de liquido
da casca da castanha de caju (LCC) (MAZZETTO, LOMONACO & MELE, 2009;
OLIVEIRA et al, 2011).
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Figura 12: Representagao do caju/LCC.
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O LCC constitui cerca de 18 a 27% do peso total da castanha sendo

considerado como um dos subprodutos do agronegécio do caju; porém tem se tornado
de grande interesse em diversas areas (BALACHANDRAN et al, 2013; GEDAM &
SAMPATHKUMARAN, 1986; HARVEY & CAPLAN, 1940; MAZZETTO, LOMONACO
& MELE, 2009). O LCC é constituido principalmente de lipideos fendlicos nao-
isoprenoides caracterizados por apresentarem um anel aromatico com pelo menos
um grupo fendlico, e uma cadeia lateral com quinze carbonos, a qual pode ser
saturada ou conter no maximo trés insaturagées (monoeno A C15:1 — C8:C9; dieno B
C15:2-C8:C9, C11:C12; e trieno C C15:3 — C8:C9, C11:C12 e C14:C15) (Figura 13).
Os principais derivados fendlicos do LCC apresentam-se como misturas de acidos
anacardicos (44), cardanois (1), cardois (45) e metilcardois (46) (BALACHANDRAN et
al, 2013; PATEL, BANDYOPADHYAY & GANESH, 2006; KUMAR et al, 2002).

Figura 13: Principais componentes do LCC.
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A quantidade dos constituintes do LCC é principalmente determinada pelo
meétodo de extracdo que fornece basicamente dois extratos brutos: o LCC natural e o
LCC técnico. O LCC natural é obtido por meio de extragao a frio, por solvente ou por
processo térmico-mecanico. Ja o LCC técnico é obtido em altas temperaturas (acima
de 200 °C) com a consequente descarboxilagdo da mistura de acidos anacardicos
(44) e conversao em mistura de cardanois (1). Por isto as concentragdes de 1 s&o
maiores no LCC técnico (BALACHANDRAN et al, 2013; KUMAR et al, 2002;
MAZZETTO, LOMONACO & MELE, 2009; YULIANA, TRAN-THI & JU, 2012).

Tabela 1: Composicdo — LCC técnico e LCC natural.

Componentes Fendlicos LCC Natural (%) LCC Técnico (%)

Acidos Anacardicos (44) 71,7-82,0 1,0-1,7
Cardanois (1) 1,6 -9,2 67,8 — 94,6
Cardois (45) 13,8 - 20,1 3,8-18,8
2-Metilcardois (46) 1,6 -39 1,2-4,1
Componentes Minoritarios 2,2 3,0-39
Material Polimérico - 0,3-21,6

Fonte: MAZZETTO, LOMONACO & MELE (2009)

Os compostos derivados do LCC tém se mostrado promissores no
desenvolvimento de produtos industriais e biotecnologicos aplicados a industria e
também a saude (MAZZETTO, LOMONACO & MELE, 2009; STASIUK,
BARTOSIEWICZ & KOZUBEC, 2008). Neste sentido, os compostos fendlicos
presentes no liquido da casca da castanha de caju sdo conhecidos por seus efeitos
anticancerigenos, anti-inflamatorios e antioxidantes (KUMAR et al, 2002; MAIA et al
2015; OLIVEIRA et al, 2011). STASIUK, BARTOSIEWICZ & KOZUBEC (2008)
avaliaram o perfil anticolinesterasico destes compostos que demonstraram atividade
inibitéria moderada para cardol (45, Clso 15 uM) e acido anacardico (44, Clso 22 uM),
enquanto que cardanol (1) e metilcardol (46) nao inibiram a AChE. Estudos prévios
em nosso laboratério demonstraram que a partir de modificagdes quimicas é possivel
fazer com que o cardanol (1) apresente atividade anticolinesterasica. Com isto, o
derivado LDT185 (47, Figura 14) foi obtido como analogo da rivastigmina (5)
mantendo a cadeia alquilica a fim de mimetizar a cadeia de LASSBio-767 (42),
apresentando Clso 50,0 uM para AChE (PAULA et al, 2007; PAULA et al, 2009).

Novos estudos para sintese de inibidores da AChE — de enguia e humana — e
BuChE (equina) utilizando como arcabougo estrutural cardanol (1), acido anacardico
(44) e cardol (45) foram realizados com diferentes classes de aminas: alquilaminas
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(dietilamina); cicloalquilaminas heterociclicas (piperidina e seus bioisosteros); e
alquilarilaminas (benzilaminas) — incluindo a subunidade farmacoforica 2-
metoxibenzilamina presente na memoquina (9) nesta dultima classe. Foram
identificados os compostos LDT161 (48, EeAChE Clso 6,6 uM; hAChE Clso 5,6 uM;
EeBuChE Clso 5,6 uM) (LEMES, 2013; LEMES et al, 2016), LDT438 (49, EeAChE Clsg
4,4 uM; hAChE Clso 6,2 uM) (FERNANDES, 2014) e LDT523 (50, EeAChE Clsg 3,28
uM; hAChE Clso 3,3 uM) (RAMOS, 2014). Os resultados obtidos para os derivados
contendo a subunidade benzilamina conduziram a ideia do desenvolvimento de
ligantes duais a partir da mistura de cardanois (1A-C).

Figura 14: Derivados LDT185 (47), LDT161 (48), LDT438 (49) e LDT523 (50).
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1.5.1 Aplicagao do Cardanol (1) no Desenvolvimento de Agentes Terapéuticos

O cardanol (1) e suas misturas insaturadas (1A-C) apresentam diferentes
perfis de atividades biolégicas como atividade antimicrobiana, antitumoral e
antioxidante; porém demonstra alto nivel de toxicidade, o que limita sua aplicagédo sem
modificagdes estruturais que minimizem estes efeitos adversos (MAHATA et al, 2014).
Apesar dos derivados saturados e insaturados do cardanol ndo demonstrarem
atividade frente a AChE, PAULA e colaboradores (2009) planejaram e sintetizaram
novos compostos analogos da rivastigmina que foram capazes de inibir a enzima em
concentragdo micromolar. Estes novos derivados possuem caracteristicas
eletrénicas, estruturais e hidrofobicas relevantes para o reconhecimento pela AChE.

Os cardanois (1A-C), encontrado como mistura de cardanois em ambos LCC
(natural e técnico), possuem trés diferentes insaturacbes em sua cadeia lateral: (I)
uma instaurag&o no carbono 8 (1A, C15:0); (ll) duas insaturagdes nos carbono 8 e 11
(1B, C15:2); e (Ill) trés insatura¢des nos carbonos 8, 11 e 14 (1C, C15:3). Ademais, o

cardanol (1, Figura 15) prové diversas regides passiveis de modificagbes quimicas.
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Figura 15: Cardanol (1) — possiveis alvos para modificagdes moleculares.
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Como exemplos de regides para modificagbes quimicas se tem: a hidroxila
fendlica reativa, a cadeia meta-alquilica com diferentes insaturagdes (contribuindo
também com os perfis anfifilico e hidrofébico), e o anel aromatico que permite sua
funcionalizagao. Estes fatores fazem do cardanol saturado (1) e suas misturas (1A-C)
bons precursores para modificagdes quimicas visando ao desenvolvimento de novos
agentes terapéuticos (BALACHANDRAN et al, 2013) e potenciais ligantes como os
derivados LDT185 (47), LDT161 (48), LDT438 (49) e LDT523 (50), citados
anteriormente (FERNANDES, 2014; LEMES, 2013; LEMES et al, 2016; PAULA et al,
2007; PAULA et al, 2009; RAMOS, 2014).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

O presente estudo tem como objetivo o uso da mistura de cardanois (1A-C) na
obtencao racional de novos ligantes candidatos ao perfil biolégico multialvo para o

tratamento da doenca de Alzheimer.

2.1.1 Objetivos Especificos

Compreendem os objetivos especificos:

e A sintese e a caracterizacido dos intermediarios e produtos finais;

e Aavaliagao do perfil biolégico in vitro dos compostos-alvo quanto as atividades:

o Anticolinesterasica (AChE/BuChE) em modelos experimentais in vitro;

Inibicdo de agregacgao de peptideo B-amiloide;

©)

Predicao da permeabilidade da barreira hematoencefalica; e

©)

o Inibigdo de espécies reativas de oxigénio.
e Estabelecimento de relagdo estrutura quimica-atividade biologica dos

compostos-alvo.
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3 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Os derivados-alvo foram planejados a partir da estratégia de hibridagao
molecular entre o derivado benzilaminico LDT167 (51, EeAChE (Clso 17,2 uM) e o
derivado cumarinico AP2238 (52, hAChE/hBuChE (Clsg 44,5 nM/ Clso 48,9 pM) (Figura
16).

Figura 16: Planejamento das modificages estruturais no derivado LDT167 (53) e AP2238 (54).

Hibridizagcao Molecular

Subunidade
Farmacaofirica

Espagador Hidrofobico

AP2238 (52)
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3 protondvel
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Vs
Vodulacio d 7l Subunidade Auxoforica MOleC UlQI’
Modulagao do perjis
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Vodulagio do perfil Efeito orro
Antiagregante bA Y\N
H Modulagdo do perfil
e ———————— ooRocmon ACHEBuChE
i ] =R =0, Chs i ..
Aromadatica ! & = CH, ou CH.CH, Derivados-alvos
1Oni | R=2A-Bn - 7 ;
DO‘ CIO : A row CH, ¥=C0 ou CH, lon-ion
! I0OIO \ A=H ou OCH, p .
L] ! : lon-dipolo
Subunidade II‘ . , P
Subunidade | Dipolo-dipolo

O planejamento dos novos derivados foi idealizado a partir de estratégias de
modificagdo molecular na subunidade farmacoférica de LDT167 (51) — grupo 2-
metoxibenzilamina — por meio da obtengdo de benzilamidas e benzilaminas
secundarias visando identificar a relevancia das interagdes ion-ion, ion-dipolo e
dipolo-dipolo na modulagao do perfil de atividade (Subunidade ). Adicionalmente, o
padrao de substituicdo no anel aromatico em A (H ou CH30) visa explorar os efeitos
eletrénicos e estéreos dos compostos-alvo analogos. O espagador hidrofobico, com
comprimento de cerca de 7,65 A, serd mantido como em 51; enquanto o grupo 3-
metoxila sera modificado para 3-hidroxila visando estudar o perfil antioxidante
caracteristico dos fenais livres.

A Subunidade Il consiste em aminas terciarias, como observado na subunidade

N-benzilaminica de AP2238 (52), visando, além das interacbes com residuos
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aromaticos e polares — i6nicos e dipolos — complementares, estudos de seletividade
AChE/BChE pelo aumento de volume molecular. Adicionalmente, a presenca dos
grupos fenol e orto-aminometila pode favorecer a quelagdo de metais divalentes e
interferéncia na agregagao de proteinas BA.

Uma vez estabelecidas as principais alteracbes estruturais para os novos
compostos foram planejadas 2 séries (Figura 17): i. Compostos benzilaminicos e
benzilamidicos contendo somente o grupo fenol livre (Série 1); e ii. Compostos

benzilaminicos e benzilamidicos com a presenga da Subunidade Il (série 2).

Figura 17: Planejamento das séries de compostos-alvos a partir de LDT71 (53).

OH

OH
LDT71 (53)

OH  sgjer OH  sgre2

A RN A
v J Y
7N G 7 N
H H
Y=COeCH, G=R=CH, Y=COeCH,
A =HouOCH, G = H ou CH,, R = 2A-Ph A =H ou OCH,
A =H ouOCH,

As séries planejadas exploram a presenga de substituintes com restricao e
liberdade conformacional bem como contribuigdes hidrofilicas (cations e dipolos
permanentes) e hidrofobicas (alifaticos e aromaticos), compreendendo novos padrdes
moleculares com arcaboucgo estrutural complementar aos residuos de aminoacidos
das enzimas colinesterasicas, do peptideo BA e com grupo fenol livre capaz de atuar

como antioxidante.
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4 PLANEJAMENTO SINTETICO

O planejamento sintético para a obtengéo dos derivados-alvo das séries 1-2 foi
concebido a partir da exploracdo de procedimentos classicos, tais como protecao de
grupos funcionais, ozondlise, reducdo com hidretos metalicos, interconversdo de
grupos funcionais e rea¢des de N-alquilagdo (Esquema 1).

Neste sentido, a mistura de cardanois (1A-C) foi acetilada por meio de reagao
com anidrido aceético catalisado com acido fosforico. Posteriormente a mistura obtida
foi submetida a clivagem oxidativa via ozondlise, cujo tratamento do ozonideo
secundario com NaBH3 visou a obtenc¢do do alcool 8-(3-hidroxifenil)octan-1-ol (LDT71,
51). 51 foi convertido ao acido correspondente (LDT108, 52) por tratamento com
reagente de Jones em acetona. O acido 52 foi convertido nos intermediarios amida
correspondentes via anidrido misto com cloroformato de isobutila na presenca de
trietilamina e a amina correspondente. As amidas foram reduzidas aos derivados
aminicos por tratamento com hidreto de litio e aluminio em tetraidrofurano anidro. Por
fim, os intermediarios amida/amina foram submetidos a reacdo tipo Mannich na

presenca da respectiva amina e paraformaldeido em etanol.

Esquema 1: Metodologia sintética geral para obtenc&o dos derivados-alvo.
[o]

0)k OH OH

1. 0,/0;, DCM:MeOH, 1. Reagente de Jones,

_.=70°C, 1h20min .. Acetona, 20 min _ O ____ 1.TEA,i-BuOCOCI,

2. NaBH,, 0 °C, 20h 2. Alcool Isopropilico, ' DCM, t.a., 1Th30min
R 7 OH H,0, CHCI;, 15 min OH | 2. Amina,ta., 2h

7
A 3 NaBH,, EtOH:MeOH

| Ac,0, H;PO, t.a., 20h
{MO, pt 270 W, 3,0’ 1. Amina, PFA, Etanol,
‘ A . 90°C, 1h30min
OH 2.90 °C, 40h A@

‘ 1. LAH, THF, 80 °C, 8h
R 1 2. MeOH, NaOH 10%/
NaHCO, 5%, H,O

n=1,2e3 1. Amina, PFA, Etanol, V
A 90°C, 1h30min
n=1 — e
ST TN 2.90 °C, 40h /\ i
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5 PARTE EXPERIMENTAL

5.1 GENERALIDADES E MATERIAIS

Os procedimentos experimentais em Sintese Organica foram realizados no
Laboratério de Desenvolvimento de Estratégias Terapéuticas (LADETER) da
Universidade Catdlica de Brasilia (UCB) e no Laboratorio de Desenvolvimento de
Inovagbes Terapéuticas (LDT) da Universidade de Brasilia (UnB), no periodo entre
agosto de 2014 e maio de 2017.

Os reagentes e solventes quimicos utilizados neste trabalho foram adquiridos
das industrias Sigma-Aldrich® (EUA), Tedia® (EUA) e PanReac® (Espanha).
Tetraidrofurano (THF), diclorometano (DCM) e trietilamina (TEA) foram previamente
tratados com hidreto de calcio e destilados antes do uso.

As reagdes foram realizadas sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente
ou em aquecimento em banho de dleo. Para as reagdes realizadas sob radiagao
microondas, foi utilizado microondas doméstico Brastemp®, modelo BMK38ABHNA
JetDeFrost com capacidade de 38 L e poténcia de 900 W sem agitacdo magnética.
Para as reagdes sob refluxo com reagentes e solventes com ponto de ebulicdo menor
que a temperatura de aquecimento, foi utilizado sistema de refrigeracdo dos
condensadores a temperaturas que variaram de -8 °C a 10 °C.

As reagdes foram monitoradas por cromatografia em camada fina (c.c.f) por
meio de cromatofolhas (5,0 x 1,5 cm) de aluminio de Kieselgel 60 F254 com espessura
de 0,25 mm (SILICYCLE®) e reveladas em lampada UV (254 nm), complexagdo com
iodo, ou por imersdo em solugao etandlica de FeClz 5% em 0,5 N de HCI (STAHL,
1969), ou em solucao butandlica de ninidrina 0,3% em acido acético glacial (PATTON
& CHISM, 1951), que permitiram o calculo do fator de retencéo (Rf). Para a purificacéo
dos compostos, utilizou-se cromatografia em coluna de silica gel G60 (70-230 mesh)
SILICYCLE® e o sistema de cromatografia flash em equipamento Isolera Spektra
Systems with ACI™ (Biotage®) em cartucho de silica SNAP 10 g. Os pontos de fuséo,
nao corrigidos, foram determinados em aparelho MQAPF-302.
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A evaporacgéao dos solventes foi realizada em evaporador rotatorio Tecnal® TE-
211, a presséo reduzida, variando entre 10 e 0,1 mmHg, e em temperaturas entre 40
e 60 °C.

Os espectros na regido do infravermelho (IV) foram obtidos em
Espectrofotobmetro Perkin Elmer modelo Spectrum BX, utilizando pastilhas de brometo
de potassio (KBr) ou na forma de filme liquido em placa de cloreto de sédio (NaCl) da
Central Analitica da Universidade Catdlica de Brasilia — UCB. Os valores para as
absorcdes (Vmax) s&o referidos em numeros de ondas, utilizando como unidade o
centimetro reciproco (cm™). O volume das aminas (B) foi calculada pelo programa
Spartan Student versao 7.2.6.

Os espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 'H) e
carbono-13 (RMN de '3C) foram realizados no Centro Nordestino de Aplicagéo e Uso
da Ressonéancia Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do
Ceara, e os espectros obtidos a 300 MHz e 75 MHz ou a 500 MHz e 125 MHz
respectivamente, verificados em aparelho Bruker Avance DRX300 e DRX500. Para a
realizacdo das analises, as amostras foram solubilizadas em CDCI3, tendo
tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna. Os valores de deslocamento quimico
(8) sé&o referidos em parte por milhdo (ppm) em relagdo ao TMS e as constantes de
acoplamento (J) em Hertz (Hz). As areas dos sinais foram obtidas por integragéo
eletrbnica e suas multiplicidades descritas como: simpleto (s); dupleto (d); duplo-
dupleto (dd); tripleto (t); duplo-tripleto (dt); quarteto (q); quinteto (qgi); multipleto (m); e
sinal largo (sl). A numeracao e legendas utilizadas nesta seg&o estdo de acordo com
a Figura 18.

Figura 18: Numerag3o e legendas empregadas no assinalamento de RMN de 'H e de "3C.
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n=2,Z=NH; n=3,Z=CH,.
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Os ensaios de inibicdo das colinesterases e do perfil antioxidante foram
realizados em parceria com a Profa. Manuela Bartolini da Universidade de Bolonha
na ltalia, utilizando adaptagcdo da metodologia descrita por Ellman e colaboradores
(1961). Ensaios de atividade antiagregante foram realizados em parceria com o Prof.
Paul Fraser do Laboratério Tanz CRND da Universidade de Toronto, utilizando
peptideo BA42 sintético com sua agregagdo acompanhada por dicroismo circular (DC)
e analise de microscopia eletrénica de transmissdo (MET). Ensaio para predigao da
permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE) foi realizado em parceria com o
Prof. Ondrej Soukup do Centro de Pesquisa Biomédica do Hospital Universitario
Hradec Kralove na Republica Checa, utilizado o ensaio modificado de permeabilidade
por meio de membrana artificial paralela (PAMPA).

5.2 METODOLOGIA DE AVALIACAO DO PERFIL ANTICOLINESTERASICO

Uma vez sintetizados e caracterizados, os derivados-alvo foram transformados
em seus cloridratos, por meio da saturacdo de solugdo em diclorometano com HCI
gasoso, e submetidos ao ensaio in vitro para avaliagdo de seus perfis
anticolinesterasicos frente a hAChE e hBuChE. Os ensaios foram realizados no
laboratério de Farmacologia Molecular da Universidade de Bolonha na Italia pela
metodologia descrita em EImman et al (1961).

As solugdes estoque dos derivados testados (1 mM) foram preparadas e
dissolvidas em metanol. A solu¢do do ensaio (1 mL) consistiu de PBS 0,1 M (pH 8,0),
340 uM de acido 5,5'-ditiobis(2-nitrobenzdico), 0,02 U/mL de hAChE/hBuChE e 550
MM de substrato (iodeto de acetiltiocolina/iodeto de butiriltiocolina). Para os estudos
de inibigao, 50 L da solugéo estoque foram adicionados. As solugdes de ensaio (com
ou sem ligante) foram pre-incubadas a 37 °C por 20 minutos seguido da adi¢cdo do
substrato. A solug&o branco continha todos os componentes, exceto hHAChE/hBuChE.

Os resultados foram representados como percentual inibitério da inibicdo em
funcdo do log decimal da concentragdo final do inibidor. A significancia do desvio
padréo, regresséo linear e valores de Clso foram calculados utilizando programa
Microcal Origin 3.5 (Microcal Software Inc). Cada ponto foi determinado em triplicata.
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5.3 METODOLOGIA DE AVALIAGAO DO PERFIL ANTIAGREGANTE BA

Ensaios de atividade antiagregante foram realizados com peptideo PAs
sintético — sintetizado no laboratério Tanz CRND, Universidade de Toronto. Desta
forma, o peptideo foi induzido a adotar estruturas em ‘random coil’ (espiral aleatoria)

para inicializagdo dos ensaios, como demonstrado no Figura 19.

Figura 19: Preparacdo de amostras para realizacdo do ensaio de agregacgao.

|
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como espiral aleatéria

Preparacao do peptideo BA

Controle Negativo: BA,,

|

De posse dos peptideos BA42 como estrutura de espiral aleatodria, a estes foram
adicionados 500 uL de PBS (tampéo fosfato salino) pH 7,4 e homogeneizados. O
controle negativo representa apenas a presenga do peptideo (0,0332 umol) em PBS
— sem outro componente. Para os ligantes a serem avaliados foi seguida a proporgéao
de 1:5 (BAs2:ligante), desta forma foram adicionados 0,1661 umol de LDT544 (70),
LDT636 (68), LDT638 (69), LDT640 (67), LDT637 (74), LDT639 (75), LDT641 (72),
LDT642 (71), LDT643 (73) e LDT692 (76). Posteriormente, as amostras foram
homogeneizadas e incubadas a 37 °C sob agitagéo pelo periodo de 72 h, observados
em dicroismo circular por trés tempos: tempo 0 (0 hora), tempo 1 (24 horas), tempo 2
(48 horas) e tempo 3 (72 horas).

Ademais, a analise quantitativa do espectro de dicroismo circular, que visa a
estimagao da proporcao de estruturas secundarias, foi realizada utilizando algoritmo
desenvolvido por MICSONAI e colaboradores (2015) denominado de p-structure
selection (BeStSel) capaz de realizar a deconvolugéo dos espectros de proteinas ricas

em estruturas-p.
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Simultaneamente a avaliagdo da agregacgao, foram realizadas analises de
microscopia eletrénica de transmissao (MET), onde foram avaliadas as caracteristicas
de densidade dos agregados e formagéao de fibras. As amostras foram analisadas a
partir do tempo 0. Foram coletados 20,0 uL de cada amostra e adicionados a grade
de microscopia eletronica, e adsorvidas por 2 minutos. Posteriormente a este tempo,
a grade foi seca com papel de filtro e entdo adicionado por mais 2 minutos 20,0 uL de
solugdo 1% de acetato de uranila (negative stain) e seca de mesma forma, para
finalmente serem observadas na MET.

5.4 METODOLOGIA DE AVALIAGCAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

A atividade antioxidante relativa aos radicais hidroxila (OH-) foi avaliada em
parceria com a Universidade de Bolonha utilizando o conjunto de ensaio da atividade
HORAC OxiSelect® (Cell Biolabs Inc.). A solugdo de estoque de metanol (2-4 mM) de
curcumina, acido ferulico e os compostos testados foram diluidos a 50 yM com o
tampao de ensaio. Seguindo o protocolo do fabricante, o tampéao de ensaio foi usado
como branco e o acido galico (AG) como referéncia. Segundo instrugdes, 20 yL da
solucdo do composto e 140 uL da solucdo de fluoresceina foram adicionados, e
misturados cuidadosamente, e as amostram foram imediatamente analisadas em
triplicata. A intensidade de fluorescéncia foi medida na excitagdo no comprimento de
onda de 480 nm e emissao no comprimento de onda de 530 nm utilizando um leitor
de fluorescéncia para placas (Wallac Victor2®, PerkinElmer).

O decaimento da area sob a curva (ASC) esta relacionado a capacidade
antioxidante dos compostos testados. Resultados sdo expressos como equivalentes
de AG (EAG), calculados como na seguinte férmula:

ASC - ASC
EAG = Composto

ASC,; - ASC

Branco

Branco

5.5 METODOLOGIA DE AVALIAGAO DO PERFIL DE PERMEABILIDADE
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Para predicdo da permeabilidade dos compostos frente a barreira
hematoencefalica (BHE) foi utilizado o ensaio modificado de permeabilidade por meio
de membrana artificial paralela (PAMPA) realizado junto ao Centro de Pesquisa
Biomédica do Hospital Universitario Hradec Kralove, na Republica Checa. Este ensaio
€ considerado como uma ferramenta de varredura de alto rendimento aplicada para
predizer o transporte passivo de ligantes através da BHE (BAUTISTA-AGUILERA et
al, 2017; Dl et al, 2003).

Assim sendo, para realizagdo do ensaio foram utilizados placas de 96 pogos
MultiScreen-IP da Merck Millipore® (Republica Checa) com filtros de membrana de
porosidade 0,45 pm. O filtro de membrana da placa doadora foi revestido com PBL
(Lipidio cerebral polar — Polar Brain Lipid) da Avanti® (EUA) em dodecano (4 uL de 20
mg/mL PBL em dodecano). A placa aceptora foi preenchida com 300 yL de PBS
(tampéao fosfato salino, pH 7,4, V4).

Os compostos testados foram primeiramente dissolvidos em DMSO e entéo
diluidos em 0,01 M de PBS (pH 7,4) para obter a solugdo doadora (30 a 50 uM), é
ressaltado que a concentragdo de DMSO n&o excedeu 0,5% (V/V) na solugéo
doadora. Foram adicionados 300,0 uL da solugéo doadora (¥p) aos pogos doadores,
e desta forma a placa doadora foi cuidadosamente colocada na placa aceptora, para
que desta forma a membrana revestida ficasse “em toque” com ambas solugao
doadora e o tampao aceptor. Os compostos testados foram difundidos do po¢o doador
através da membrana revestida de PBL (Area = 0,28 cm?) para o pogo aceptor.

A concentragdo dos compostos testados em ambos os pogos doadores e
aceptores foi avaliada apos 3, 4, 5 e 6 horas de incubacédo a temperatura ambiente
em quadruplicata utilizando leitora de ultravioleta Synergy HT da Biotek® (EUA) no
comprimento de onda de maxima absorcgao para cada composto.

Foram também preparadas solu¢des no equilibrio tedrico de cada composto,
isto é, a concentragao tedrica do compartimento doador e aceptor for simplesmente
combinada). Assim sendo, a concentragao dos compostos no po¢o doador e aceptor,
bem como o equilibrio de concentragdo, foram calculados seguindo a curva padréo e
expressos como permeabilidade (Pe) de acordo com a seguinte equagao (DI et al,
2003; WOHNSLAND & FALLER, 2001).

[ligante] aceptor Vp XV,

log Pe=1ogC X —In|1—- — — onde C= p
[ligante] equilibrio (Vp+V,) XArea X Tempo
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Sintese e Caracterizacdo
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6 METODOLOGIA SINTETICA E CARACTERIZAGAO DOS COMPOSTOS

6.1 OBTENGAO DA MISTURA DE CARDANOIS ACETILADA

OH o)k

Anidrido Acético,
Acido Fosférico o
MO, pt 270 W, 3,0'
R R

R =CsH;2, R=CysH31.2,
n=1,2e3 n=1,2e3

Em um erlenmeyer de 125 mL foram adicionados 2,0 g da mistura de cardanois
(1A-C) insaturados (6,57 mmol), 1,24 mL de anidrido acético (13,13 mmol) e acido
fosforico (4 gotas). A mistura foi submetida a radiagdo em forno de micro-ondas
convencional durante 3 minutos (3 x 1°), a poténcia 30% (270 W). Ao final deste tempo,
solugéo de HCl a 10% (30 mL) foi adicionada a mistura reacional e esta extraida com
acetato de etila (2 x 30 mL). As fases organicas foram reunidas e lavadas com solugéo
saturada de cloreto de sédio (30 mL) e seca sob sulfato de sédio anidro. A solugao foi
concentrada a pressao reduzida em evaporador rotatério e o produto bruto purificado
em coluna de gel de silica, eluida com diclorometano, fornecendo 2,1 g de mistura de
cardanois acetilados como 6leo amarelo, Rf = 0,75 (diclorometano), em 92% de

rendimento.

6.2 OBTENGAO DO DERIVADO 8-(3-HIDROXIFENIL)OCTAN-1-OL (LDT71, 53)

o)J\ OH

1) 0,/0,, DCM:MeOH,
70°C, 1h20min
2)NaBH, 0°C,20n
R OH

7
R =CysHs.20 LDT71
n=1,2e3

Em um baldo de 250 mL do sistema para reagdo de ozonodlise foram
adicionados 12,0 g da mistura de cardanois acetilados (34,66 mmol), diclorometano

(50 mL) e metanol (50 mL). O sistema reacional foi resfriado em mistura de gelo
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seco/acetona a temperatura de aproximadamente -70 °C, e submetido a fluxo
continuo de ozénio (5 g/mL) em oxigénio por uma hora e vinte minutos (2 x de 40”).
Ao final deste tempo, o excesso de 0zénio foi purgado com fluxo de nitrogénio e a
solugéo, sob banho de gelo, foram adicionados 2,62 g de boroidreto de sédio (69,25
mmol) e a mistura permaneceu por 20 horas sob agitagdo magnética com evolugao a
temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionada solu¢do de HCI a 50% (~20 mL)
até pH 7. A mistura foi vertida em agua e extraida com acetato de etila (3 x40 mL) e
as fases organicas reunidas lavadas com solugédo saturada de cloreto de sodio (50
mL). Apos secagem com sulfato de sodio anidro, a solug&o foi concentrada a pressao
reduzida em evaporador rotatorio e o produto bruto purificado em coluna de gel de
silica eluida com gradiente de mistura de hexano e acetato de etila (95%:5% a
50%:50%), fornecendo 4,60 g de LDT71 (53), como 6leo amarelo, em 60% de

rendimento.

8-(3-Hidréxifenil)octan-1-ol (LDT71, 53)

Oleo amarelo
" Rendimento (60%)
@\/\/\/\/\ Rf: 0,35 (CHCI3 95%:EtOHs%)
OH Foérmula Molecular: C14H2202

IV (KBr) vmax cm™": 3351 (von); 2929 (vaschz); 2855 (vschz); 1589, 1456 (vc=c), 1271
(Vasar-o-c); 1156 (vasc-o-c); 1051 (vsc-o-c).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls; Anexo 2, pag 146): & 1,30 (sl, 8H, 3-6); 1,53-1,59 (m,
4H, 2 e 7); 2,54 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 8); 3,66 (t, J = 6,6 Hz, 2H, 1); 4,08 (sl, 2H, ArOH e
CH20H): 6,66 (d, J = 6,8 Hz, 1H, 2’ e 4); 6,72 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 6'); 7,12 (dt, J= 6,8
Hz, J= 1,2 Hz, 1H, 5).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls. Anexo 3, pag 147): & 25,8 (CHz, 3); 29,2 (CHz, 5); 29,4
(CHa, 4); 29,45 (CHz, 6); 31,3 (CHa, 2); 32,7 (CHz, 7); 35,9 (CHz, 8); 63,2 (CHz, 1);
112,8 (CH, 4°); 115,6 (CH, 2’); 120,7 (CH, 6°); 129,4 (CH, 5°); 144,8 (C, 1’); 156,0 (C,
3).
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6.3 OBTENCAO DO DERIVADO ACIDO 8-(3-HIDROXIFENIL)YOCTANOICO
(LDT108, 54)

OH OH

1) Reagente de Jones,
Acetona, 20 min o
2) Alcool Isopropilico,
OH H,0, CHCIl,;, 15 min OH

7 7
LDT71 LDT108

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 1,48 g do derivado LDT71 (53)
(6,68 mmol), acetona (20 mL) e a mistura resfriada em banho de agua/gelo. Em
seguida, foi adicionado, gota a gota, o reagente de Jones (10 mL) — CrO3 (5 g) e H2SO4
concentrado (5 mL) em agua (15 mL) — e a reagdo mantida sob agitagéo vigorosa a
temperatura ambiente por 20 minutos. A reacdo foi finalizada pela inativagdo do
oxidante com isopropanol (9 mL) até a coloragao final verde-azulada, seguido da
adicao de cloroférmio (10 mL) e agua destilada (10 mL). A mistura foi mantida sob
agitacdo por 15 minutos e, em seguida, extraida com cloroférmio (3 x 10 mL). As fases
organicas reunidas foram lavadas com solu¢do de HCl a 10% (2 x 10 mL) e finalmente
solugéo saturada de cloreto de sodio (30 mL). Apds secagem sobre sulfato de sodio
anidro, a solucédo foi concentrada a pressao reduzida em evaporador rotatério. O
produto bruto foi diluido em éter etilico (23 mL) e a solugao foi adicionada solugéao de
hidroxido de sodio a 10% (5 mL), permanecendo em agitagdo magnética a
temperatura ambiente por 10 minutos. Em seguida, a mistura foi separada em funil de
extracao e a fase aquosa acidificada até pH 3, seguida de extragdo com éter etilico (3
x 10 mL). A fase organica reunida foi lavada com solu¢do saturada de cloreto de sodio
(30 mL), seca sobre sulfato de sodio anidro e o solvente concentrado a pressao
reduzida em evaporador rotatério. O produto bruto foi purificado em coluna de gel de
silica, eluida com gradiente de mistura de hexano e acetato de etila (40%:60% a
30%:70%), fornecendo 1,01 g do derivado LDT108 (54) como solido amarelo escuro,

em 64% de rendimento.
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Acido 8-(3-Hidroxifenil)octanoico (LDT108, 54)

I Solido amarelo escuro
Rendimento (64%)
@\/\/\/\)1 Ponto de Fus&o: 44-46 °C
OH Rf: 0,40 (Hexso%:AcOEt20%)

IV (KBr) vmax cm™: 2927 (vaschz); 2856 (vscHz); 1696 (vc=0); 1459 (ve=c); 1267 (Vasar-o-
c)-

RMN de 'H (500 MHz, CDCls. Anexo 5, pag 149): 6 1,26-1,33 (m, 6H, 4-6); 1,61 (m
4H, 3 e 7); 2,36 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 2); 2,54 (t, J = 7,6 Hz, 2H, 8); 6,67 (d, J = 6,2 Hz,
2H, 2’ e 4'): 6,74 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 6); 7,13 (t, J = 8,1 Hz, 1H, 5.

RMN de *C (125 MHz, CDCl3 Anexo 6, pag 150): & 24,8 (CHa, 3); 29,1 (CHz, 5); 29,2
(CHz, 4); 29,4 (CHz, 6); 31,2 (CHy, 7); 34,2 (CHp, 2); 35,9 (CH, 8); 112,7 (CH, 4);
115,5 (CH, 2); 121,0 (CH, 6); 129,5 (CH, 5'); 144,8 (C, 1'); 155,6 (C, 3'); 180,3 (C, 1).

6.4 PROCEDIMENTO GERAL PARA OBTENGAO DOS INTERMEDIARIOS-ALVO
AMIDAS

OH OH
1) TEA, i-BuOCOCI,
o DCM, t.a., 1h30min A NaBH4 EtOH:MeOH o A
m 2) Amina, t.a., 2h m ta., 20h m
7 A u

LDT108 Intermediario Carbonato LDT576: A=H;
LDT592: A = OMe.

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 0,8 g de LDT108 (54) (3,38 mmol),
cloroformato de isobutila (2,5 eq), trietilamina (2,5 eq) e diclorometano anidro (15 mL).
A mistura foi deixada sob agitagcdo a temperatura ambiente por 1h30min para
completa formagdo do anidrido misto intermediario. Ao final deste tempo, foi
adicionada a respectiva amina (3 eq) e a reagdo permaneceu sob agitacdo por 2
horas. Ao término da reacéao, a solugao foi transferida para funil de separacgao e lavada
com HCl a 10% (2 x 10 mL). A fase aquosa foi re-extraida com diclorometano (3 x 10
mL) e as fases organicas reunidas lavadas com solug¢édo saturada de cloreto de sodio
(30 mL). Apds secagem sobre sulfato de sédio anidro, a solugdo foi concentrada em
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evaporador rotatério e o produto bruto purificado em coluna de gel de silica eluida com
gradiente de mistura hexano e acetato de etila (20%:80% a 40%:60%).

Posteriormente, os compostos correspondentes foram tratados com solug¢ao de
boroidreto de sodio (2 eq) em mistura de etanol e metanol 1:1 (20 mL) e a reagao
permaneceu sob agitagdo magnética por aproximadamente 20 horas. Em seguida, foi
adicionada solucéo de HCI a 50% até pH 7. A mistura foi vertida em agua, extraida
com acetato de etila (3 x 10 mL) e a fase organica reunida foi lavada com solugéo
saturada de cloreto de sédio (30 mL). Apds secagem sobre sulfato de soédio anidro, a
solucao foi concentrada a pressao reduzida em evaporador rotatério e o produto bruto
purificado em coluna de gel de silica eluida com gradiente de mistura hexano e acetato
de etila (20%:80% a 80%:20%), fornecendo os compostos-alvo correspondentes.

N-Benzil-8-(3-hidroxifenil)octanamida (LDT576, 55)

Oleo amarelo
Rendimento (82%)
@\)’\ Rf: 0,40 (Hexsov:AcOEts0x)
N/\© Formula Molecular: C21H27NO2

RMN de "H (500 MHz, CDCls Anexo 7, pag 151): 51,9 (m, 6H, 4-6); 1,56 (m, 2H, 7);
1,62 (m, 2H, 3): 2,22 (t, J = 7,3 Hz, 2H, 2); 2,52 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 8); 4,42 (d, J = 5,3
Hz, 2H, NHCH?, a); 6,35 (s, 1H, NH); 6,68-6,72 (m, 3H, 2’, 4’ € 6'); 7,10 (t, J = 7,7 Hz,
1H, 5'); 7,25-7,31 (m, 5H, 27, 3", 47, 5” € 6”).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls Anexo 8, pag 152): §25,8 (CHa, 3); 28,8 (CHz, 4); 29,0
(CHz, 8); 29,1 (CHz, 5); 31,0 (CHa, 7): 35,7 (CHz, 8); 36,7 (CHa, 2); 44,0 (NHCH, a);
112,9 (CH, 4’); 115,6 (CH, 2'); 120,5 (CH, 6'); 127,8 (CH, 4”); 128,0 (CH, 2" e 6");
128,9 (CH, 3” e 5”); 129,4 (CH, 5); 138,1 (C, 1”); 144,5 (C, 1'); 156,4 (C, 3'); 174,2
G 1).

8-(3-Hidroxifenil)-N-[(2-metoxifenil)metilloctanamida (LDT592, 56)

OH Oleo amarelo

_ Rendimento (67%)
o o
Rf: 0,40 (Hexso%:AcOEt20%)
N” \< j
H

Férmula Molecular: C22H29NO3
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RMN de 'H (500 MHz, CDCls, Anexo 9, pag 153): 51,27 (m, 6H, 4-6); 1,56 (qi, J = 6,9
Hz, 2H, 3); 1,60 (qi, J = 6,3 Hz, 2H, 7); 2,17 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 2); 2,51 (t, J = 7,4 Hz,
2H, 8); 3,84 (s, 3H, OCHs); 4,45 (d, J = 5,7 Hz, 2H, NHCH?, a); 6,10 (s, 1H, OH); 6,67-
6,70 (m, 3H, 2, 4 e 6'); 6,86-6,92 (m, 2H, 3" € 57); 7,10 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 5); 7,25-
7,28 (m,2H, 4” e 6”).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls, Anexo 10, pag 154): 525,7 (CHa, 3); 28,8 (CHz, 6); 29,0
(CHa, 4); 29,2 (CHz, 5); 30,9 (CHz, 7); 35,7 (CHz,8); 36,9 (CHz, 2); 39,7 (NHCH, a);
55,5 (OCHs); 110,5 (CH, 3”); 112,9 (CH, 4’); 115,6 (CH, 2’); 120,4 (CH, 5”); 120,9 (CH,
6); 126,2 (C, 1”); 129,1 (CH, 4”); 129,4 (CH, 5'); 130,1 (CH, 6”); 144,5 (C, 1); 156,5
(CH, 3); 157,7 (C, 2”): 173,6 (C, 1).

6.5 PROCEDIMENTO GERAL PARA OBTENGAO DOS INTERMEDIARIOS-ALVO

OH
A~ 1)LAH, THF, 80 °C, 8h A LDTS77: A = He
2) MeOH, NaOH 10% LDT593: A = OMe.
ou NaHCO, 5%, H,0 ;N

A um baldo de 50 mL foram adicionados 2,0 a 2,6 mmol dos derivados amidas
correspondentes [LDT576 (55) ou LDT592 (56)], hidreto de litio e aluminio (4,0 eq)
em tetraidrofurano (20,0 mL). O sistema foi levado a refluxo e permaneceu sob
agitagdo magnetica por oito horas. Ao final deste tempo, a mistura foi resfriada a 0 °C
e, gota a gota, foi adicionado metanol (3 mL) para inativagdo do excesso do agente
redutor. Em seguida, foram adicionados solugdo de hidroxido de sodio a 10% (1 a 3
mL) e agua destilada (5 mL). A mistura ficou sob agitagdo magnética por 20 minutos
e em seguida foi acidificada a pH 2-3 e extraida com éter etilico (15 mL). A fase aquosa
foi basificada a pH 10 e extraida com éter etilico (3 x 10 mL) e a fase organica lavada
com solugdo saturada de cloreto de sédio (30 mL). Apds secagem sobre sulfato de
sédio anidro, a solucao foi concentrada a pressao reduzida em evaporador rotatério e
o produto bruto purificado em coluna de gel de silica eluida com gradiente de mistura
hexano e acetato de etila (20%:80% a 80%:20%), fornecendo os compostos-alvo
correspondentes LDT577 (57) e LDT593 (58).
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3-[8-(Benzilamino)octillfenol (LDTS577, 57)
OH Oleo amarelo

Rendimento (60%)
Rf = 0,33 (Hexso%:AcOEts0%)
N/\@

Férmula Molecular: C21H29NO

RMN de 'H (300 MHz, CDCls Anexo 11, pag 155): 61,26 (m, 8H, 3-6); 1,55 (m, 4H,
CHz, 2 € 7); 2,51 (t, J = 7,2 Hz, 2H, 8); 2,66 (t, J = 7,2 Hz, 2H, 1); 3,48 (s, 2H, NHCH,
a); 4,65 (sl, 2H, NH e OH); 6,63 (sl, 2H, 2’ e 4'): 6,68 (d, J = 7,3 Hz, 1H, 6'); 7,10 (t, J
= 7,2 Hz, 1H, 5'); 7,26-7,34 (m, 2", 3", 4, 5" ¢ 6”).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls Anexo 12, pag 156): 27,1 (CHa, 3); 29,0 (CHz, 6); 29,1
(CHz, 4): 29,2 (CHa, 5); 29,3 (CHz, 2); 31,2 (CH,, 7); 35,8 (CH>, 8); 48,9 (CH2, 1); 53,5
(NHCH, a); 113,1 (CH, 4’); 115,9 (CH, 2°); 120,3 (CH, 6); 127,7 (CH, 4”); 128,83 (CH,
2" e 6”); 128,85 (CH, 3” e 5”); 129,4 (CH, 5); 138,2 (C, 1”); 144,6 (C, 1); 156,4 (CH,
3).

3-[8-(2-Metoxifenil)metilamino)octillfenol (LDT593, 58)
Oleo amarelo

P Rendimento (47%)
o
Rf = 0,26 (Hexso%:AcOEts0%)
N
H

Férmula Molecular: C22H31NO2

RMN de "H (300 MHz, CDCls Anexo 13, pag 157): 51,25 (sl, 8H, 3-6); 1,55 (m, 4H, 2
e 7): 2,50 (t, J= 7,5 Hz, 2H, 8); 2,61 (t, J = 7,4 Hz, 2H, 1); 3,83 (s, 3H, OCHs); 3,87 (s,
2H, NHCHj, a); 5,41 (sl, 2H, OH e NH); 6,61-6,67 (m, 3H, 2, 4’ ¢ 3°); 6,88 (t, J = 7,8
Hz, 2H, 5”); 6,91 (d, J = 7,4 Hz, 2H, 6); 7,09 (t, J = 7,6 Hz, 3H, 5); 7,23-7,29 (m, 2H,
4" e 6").

RMN de 13C (75 MHz, CDCls Anexo 14, pag 158): 527,0 (CHz, 3); 28,9 (CHz, 4); 29,1
(CHa, 6); 29,2 (CH2, 5); 29,3 (CHz, 2); 31,1 (CH2, 7); 35,8 (CHz, 8); 47,9 (CH2, 1); 48,3
(NHCH2, a); 55,5 (OCHs): 110,6 (CH, 3”); 113,1 (CH, 4); 115,9 (CH, 2’); 120,0 (CH,
5"); 120,8 (CH, 6'); 124,4 (C, 17); 129,4 (CH, 4”); 129,6 (CH, 5); 131,1 (CH 6”); 144,5
(C, 1); 156,9 (C, 3'); 158,0 (C, 2.
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6.6 PROCEDIMENTO GERAL PARA OBTENCAO DOS DERIVADOS-ALVO ORTO-
AMINAS

OH

1) Amina, PFA, Etanol, AN NN
A _90°C,1h30min__ ) (I;
N 2) 90 °C, 40h
7 H

G = CH; ou CH,CH3;
A =H ou OCHj;
Y =CH, ou CO.

A um baldo de 50 mL foram adicionados a amina correspondente (1 eq),
paraformaldeido (1 eq) e etanol (10 mL). A mistura permaneceu em refluxo sob
agitacdo magnética por 1h30min. Ao final deste tempo, foram adicionados 0,2 g do
derivado-alvo [LDT71 (51), LDT576 (53), LDT590 (54), LDT592 (55), LDT594 (56),
LDT577 (57), LDT591 (58), LDT593 (59) e LDT595 (60)], e o refluxo foi mantido por
cerca de 40 h. Ao final deste tempo, a mistura foi concentrada a pressao reduzida em
evaporador rotatério e purificada em coluna de gel de silica, eluida com gradiente
hexano e acetato de etila (5%:95% a 90%:10%), fornecendo os compostos-alvo
correspondentes LDT582 (59), LDT579 (60), LDT581 (61), LDT585 (62) e LDT587
(63), respectivamente.

N-Benzil-8-{4-[(dietilamino)metil]-3-hidréxifenilloctanamida (LDT582, 59)
Oleo amarelo
Rendimento (59%)
)" Rf: 0,60 (CHCls s5%:MeOHss)

ﬂ/\© Férmula Molecular: C26H3sN202

RMN de *H (300 MHz, CDCls Anexo 15, pag 159): 51,16 (t, J = 7,1 Hz, 6H, NCH2CHs);
1,31 (sl, 6H, 4-6); 1,57-1,60 (m, 2H, 3 e 7); 2,20 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 2); 2,51 (t, J= 7,5
Hz, 2H, 8); 2,72 (q, J = 7,1 Hz, 4H, NCH2CHs); 3,82 (s, 2H, NCHa, b); 4,43 (d, J = 5,8
Hz, 2H, NHCH., a); 5,91 (sl, 1H, NH); 6,10 (s, 1H, OH) 6,60 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 6');
6,70 (s, 1H, 2'); 6,94 (d, J = 7,5 Hz, 5'); 7,26-7,31 (m, 5H, 2", 3", 4”, 5" ¢ 6”).

OH

RMN de 3C (75 MHz, CDCls Anexo 16, pag 160): 10,4 (NCH,CHs); 25,7 (CHz, 3);
28,9 (CHz, 6); 29,0 (CHz, 6); 29,1 (CHz, 4); 30,9 (CHz, 7); 35,5 (CHz, 8); 36,7 (CHz, 2);
43,6 (NHCH;, a); 46,2 (NHCH2CHs e NCH2, b); 116,8 (CH, 2); 119,7 (CH, 6); 127,5
(CH, 4”): 127,8 (2CH, 2” e 6”); 128,7 (CH, 3” € 5”); 129,7 (CH, 5'); 138,5 (C, 1”); 144,8
(C, 1); 157,5 (C, 3'); 173,2 (C, 1).
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2-{[Benzil(metil)amino]metil}-5-[8-(benzilamino)octillfenol (LDT579, 60)
Oleo amarelo

Rendimento (82%)
@A | Rf: 0,72 (CHCls 95%:EtOHss%)

Formula Molecular: Cz1HaoN202

RMN de "H (500 MHz, CDCls Anexo 17, pag 161): 51,29 (sl, 8H, 3-6); 1,58 (sl, 4H, 2
e 7): 2,24 (s, 3H, NCHa); 2,53 (t, J = 7,2 Hz, 2H, 8); 2,65 (t, J = 7,2 Hz, 2H, 1); 3,60 (s,
2H, CHaN, ¢); 3,72 (s, 2H, NCHa, b); 3,84 (s, 2H, NHCH,, a); 6,64 (d, J = 7,8 Hz, 2));
6,89 (d, J= 7,4 Hz, 1H, 5); 6,96 (s, 6); 7,27-7,39 (m, 10H, 2, 3", 4”, 57, 6", 2", 3",
47,5 e 6").

RMN de 3C (125 MHz, CDCI3 Anexo 18, pag 162): 527,4 (CH2, 3); 29,3 (CH2,5); 29,4
(CH2,4); 29,5 (CH2,6); 29,6 (CH2, 2); 31,4 (CH2, 7); 35,9 (CH2, 8); 41,5 (NCH?3); 48,9
(CHz, 1); 63,4 (NHCHz2, a); 60,9 (NCHz2, b); 61,6 (CH2N, c); 116,2 (CH, 2’); 119,3 (C,

4);119,4 (CH, 6'); 127,7 (CH, 4”): 127,8 (CH, 4™); 128,76 (CH, 2", 6”, 3" e 5”); 128,85
(CH, 2"e 6™"); 129,8 (CH, 5", 3" € 5™); 137,2 (C, 1" e 1"); 144,1 (C, 1'); 157,8 (C, 3)).

2-{[Benzil(etil)amino]metil}-5-[8-(benzilamino)octillfenol (LDT581, 61)

Oleo amarelo

Rendimento (68%)
@ Rf: 0,72 (CHCls ss%:EtOHsq,)
; ﬂ/\© Férmula Molecular: Ca1H42N20

RMN de "H (300 MHz, CDCls Anexo 19, pag 163): 5 1,13 (t, J = 7,0 Hz, 3H, NCH2CHs);
1,28 (sl, 8H, 3-6); 1,57 (sl, 4H, 2 e 7); 2,52 (t, J = 7,5 Hz, 2H, 8); 2,60 (q, J = 7,7 Hz,
2H, NCH2CHs); 3,61 (s, 2H, CHaN, ¢ e b); 3,82 (s, 2H, NCH, a); 6,59 (d, J = 7,1 Hz,
1H, 6'); 6,67 (s, 1H, 2); 6,88 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 5'); 7,26-7,34 (m, 10H, 2", 3", 4", 5",
6", 27,37, 4", 57, 6).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls Anexo 20, pag 164): & 11,2 (NCHxCHs); 29,3 (CH, 3);
29,4 (CH2, 6); 29,5 (CH2, 6); 29,6 (CHa,4); 29,6 (CHa, 2 e 5); 31,5 (CHz, 7); 35,8 (CHa,
8): 46,7 (CHaz, 1); 56,8 (NCH, a); 57,7 (NCHz, b ; CH:N, ¢); 116,2 (2CH. 2’ e 6); 119,4
(C. 4'); 128,4 (CH. 4™); 128,8-129,8 (CH. 5, 2", 3", 4", 5", 6", 5, 2", 3", 4", 5", 6”);
137,3(C, 1" e 1”); 143,9 (C, 1'); 157,9 (C, 3).
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2-{[Benzil(metil)amino]metil}-5-(8-{[(2-metoxifenil)metillamino}octil)fenol (LDT585, 62)
Oleo amarelo
- Rendimento (22%)
@ATAKD\/\ | Rf: 0,63 (Hexso%:AcOEts0%)
”/\© Formula Molecular: C31H42N202
RMN de 'H (300 MHz, CDCls; Anexo 21, pag 165): § 1,27 (sl, 8H, 3-6); 1,58 (m, 4H,
CH2, 2e7); 2,23 (s, 3H, NCH3); 2,52 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 8); 2,60-2,67 (m, 2H, 1); 3,59
(s, 2H, CH2N, c); 3,68 (s, 2H, NCHz2, b); 3,85 (s, 3H, OCHj3); 3,87 (s, 2H, NHCH2, a);

6,60 (d, J=6,1Hz, 1H, 6’); 6,68 (s, 1H, 2'); 6,85-6,89 (m, 2H, 3" € 5”); 6,94 (d, J= 7,2
Hz, 1H, §); 7,20-7,35 (m, 7H, 4”7, 6", 2", 3", 4™, 5" e 6™).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls Anexo 22, pag 166): & 27,3 (CHz, 3); 29,4 (2CH., 4 € 6);
29,6 (2CHz, 2 e 5); 31,4 (CHz, 7); 35,9 (CHz, 8); 41,5 (NCHs); 48,2 (CHz, 1); 55,3
(NHCH2, a); 55,5 (OCHs); 60,9 (NCHz, b); 61,6 (CH:N, ¢); 110,5 (CH, 3”); 116,2 (CH,
2): 119,3 (C, 6”); 119,4 (CH, 5'); 120,8 (CH, 5”); 127,8 (CH, 4™"); 128,5 (CH, 4”); 128,8
(CH, 5, 2”e 6™); 129,5 (CH, 6”, 3" e 5”); 137,2 (C, 1™); 144,1 (C, 3'); 157,8 (C, 3');
158,0 (C, 2").

2-{[Benzil(etil)amino]metil}-5-(8-{[(2-metoxifenil)metillJamino}octil)fenol (LDT587, 63)
Oleo amarelo
Rendimento (21%)

OH
N 0/
) Rf: 0,57 (Hexs0%:AcOEts0%)
N
7 H

Formula Molecular: Cs2H4aN202

RMN de "H (300 MHz, CDCls Anexo 23, pag 167): & 1,13 (t, J = 7,1 Hz, 3H, NCH2CHs);
1,21-1,39 (m, 8H, 3-6); 1,56 (sl, 4H, 3 e 7); 2,53 (t, J = 7,7 Hz, 2H, 8): 2,60 (q, J = 7,0
Hz, 2H, 1); 3,62 (s, 2H, CH2N, ¢); 3,74 (s, 2H, NCHa, b); 3,86 (s, 5H, OCHs e NHCHb,
a); 6,59 (d, J= 7,9 Hz, 1H, 6'); 6,67 (s, 1H, 2'); 6,84-6,93 (m, 1H, 6); 7,22-7,36 (m, 9H,
3", 47,57, 6", 2", 3", 47" 5 e 6”).

RMN de ®C (75 MHz, CDCls Anexo 24, pag 168): § 11,2 (NCH2CHs); 25,9 (CHz, 3);
29,4 (CHa,6); 29,5 (CHa, 4); 29,6 (CHz, 2 e 5); 31,4 (CHa, 7); 35,9 (CHa, 8); 46,7 (CH>,
2 e NCH2CHs); 53,3 (NCH2CHs); 55,4 (OCHs); 56,8 (NCHo, a); 57,7 (NCHa, b); 63,2
(CH2N, ¢); 110,8 (CH, 3”); 116,3 (CH, 2); 119,3 (C, 4'); 119,4 (CH, 6'); 120,6 (CH, 5”);
127,7 (CH, 4”): 128,6 (CH, 4”); 128,8 (CH, 5', 2"’ 6”); 129,7 (CH, 6”, 3” € 5); 131,7
(C, 17); 137,2 (C, 1””); 144,0 (C, 1'); 157,9 (C, 3"); 158,3 (C, 2").



70

A Figura 20 apresenta as estruturas de dois intermediarios-chave e vinte e sei

compostos aminicos e amidicos que compreendem os derivados-alvo deste estudo.

Figura 20: Intermediarios e produtos finais sintetizados e caracterizados.
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Caracterizacao Espectroscopica
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7 CARACTERIZAGAO ESPECTROSCOPICA

7.1 CARACTERIZAGAO DO DERIVADO 8-(3-HIDROXIFENIL)OCTAN-1-OL (LDT71,
53)

o

OH o)k OH

Anidrido Acético, 1) 0,/0;, DCM:MeOH,
Acido Fosférico -70 °C, 1h20min _
MO, pt270 W, 3,0' 2) NaBH,, 0 °C, 20h -
R R OH

92% 60% 7

R = Cy5H31.20 R =CysHs1.2n LDT71
n=1,2e3 n=1,2e3

A obtencédo do derivado LDT71 (53) teve inicio a partir de acetilagdo da mistura
de cardanois com acido fosférico em anidrido acético, sob assisténcia de radiagao
MO, fornecendo a mistura de cardanois acetilados, Rf 0,75 (DCM), em rendimento de
92%. A mistura, ndo caracterizada por métodos espectrofotométricos, foi submetida a
reacado de ozondlise por meio de fluxo continuo de ozdénio (5 g/mL) por dois ciclos de
40 minutos, em mistura de DCM:MeOH (1:1) a aproximadamente - 70 °C, seguida de
tratamento redutivo com boroidreto de sédio por 24 horas, fornecendo o derivado
diidroxilado LDT71 (53) em rendimento de 60% e Rf 0,35 (CHCI3). O derivado LDT71
(53) apresentou absorgdo intensa em 3351 cm™ no infravermelho referente ao
estiramento do grupo OH.

Os dados de RMN confirmaram a clivagem oxidativa pela presenca de tripleto
em 3,66 ppm em RMN de '"H corroborados por deslocamento quimico em 63,2 ppm
no espectro de RMN de '3C, relativo a presenga dos hidrogénios do grupo metileno
ligado a hidroxila (C1). A presenca dos hidrogénios do grupo metileno benzilico foi
evidenciada pelo tripleto em 2,54 ppm (RMN de 'H), confirmado por sinal em 35,9 ppm
no RMN de 3C. Quanto & manutenc¢ao do anel aromatico, os deslocamentos quimicos
nas faixas de 6,66 ppm a 7,12 ppm (RMN de 'H) e de 112,8 ppm a 156,0 ppm (C, 3’)

confirmaram o padrao de substituicdo no anel aromatico.
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7.2 CARACTERIZACAO DO DERIVADO ACIDO 8-(3-HIDROXIFENIL)YOCTANOICO
(LDT108, 54)

OH OH
1) Reagente de Jones,
Acetona, 20 min o
2) Alcool Isopropilico, -
7 NOH " H,0, CHCIy, 15 min ~ Sow
LDT71 64% LDT108

Dispondo do LDT71 (53), este foi submetido a reagcdo de interconversao do
grupo hidroxila ao acido carboxilico por meio da oxidagdo com reagente de Jones em
acetona. 54 Apresentou Rf 0,40 (Hexso%:AcOEt2%) e teve o grupo carboxila
confirmado pelo sinal em 180,2 ppm em RMN de '3C. O grupo metileno alfa a carboxila
foi evidenciado como tripleto em 2,36 ppm em RMN de 'H e sinal em 34,2 ppm em
RMN de "C. Adicionalmente, a manutencéo do fenol foi confirmada pela presenca
de deslocamento em 155,6 ppm (RMN de '3C), referente ao carbono 3’ ligado a
hidroxila fendlica. Os principais deslocamentos quimicos em RMN de 'H e de '*C para
os derivados LDT71 (53) e LDT108 (54) estdo resumidos na Tabela 2.

Tabela 2: Principais sinais em RMN para LDT71 (53) e LDT108 (54).

OH OH

o - LDT71 A LDT108

6 8 6 4 2 OH 6 8 6 4 2

RMN de 'H (&, ppm, 300 MHz?/500 MHZz®)
RMN de "3C (8, ppm, 75 MHz?/125 MHZz"), CDCls

Composto

LDT71 (53)° LDT108 (54)°
H 13C H 13C
1 - 144,8 - 144,8
2 6,66 112,8 6,67 112,7
6’ 6,72 120,7 6,74 121,0
3 - 156,0 - 155,6
5 7,12 129,4 7,13 129,5
4 6,66 115,6 6,67 115,5

1 3,66 63,2 - 180,2




7.3 CARACTERIZAGAO DOS DERIVADOS-ALVO

Obtencgéo dos derivados amidicos

O

OH OH
1) TEA, i-BuOCOCI,
o DCM t.a., 1h30min A NaBH4 EtOH:MeOH o A
2) Amina, t.a.,, 2h ta 20h
E ] N7 \< j
7 7 H

LDT108 Intermediario Carbonato LDT576: A =H;
LDT592: A = OMe.
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De posse do intermediario LDT108 (54), este foi submetido a reagbes de

amidacao via anidrido misto com cloroformato de isobutila e aminas na presenca de

trietilamina, em diclorometano anidro, a temperatura ambiente, fornecendo as amidas

intermediarias correspondentes contendo o grupo isobutilcarbonato — sugeridas pela

auséncia de revelagéo de fenol em c.c.f. no teste com solugéo de FeClz a 5%. Neste

sentido, os compostos foram reduzidos com NaBH4 em mistura metanol-etanol, a
temperatura ambiente, fornecendo os derivados-alvo LDT576 (55) e LDT592 (56), em
rendimentos de 82 e 67%, respectivamente. Algumas caracteristicas destes

compostos estao descritas na Tabela 3.

Tabela 3: Caracteristicas dos derivados LDT576 (55) e LDT592 (56).

OH

(o] A
LDT576: A =H;
N LDT592: A = OMe.
H
Composto A Férmula Molecular MM (gmol) R (%) Rs
LDT576 (55) H C21H27NO2 325,45 82 0,40°
LDT592 (56) OMe Ca22H29NOs3 355,47 67 0,402

MM: massa molecular; R (%): rendimento em percentagem; R fator de retengéo.
a — Hexso%:AcOEt20%; b — Hexso%: ACOEts0%.

Obtencg&o dos derivados aminicos

A 1) LAH, THF, 80 °C, 8h LDT577: A = H:
2) MeOH, NaOH 10% LDT593: A = OMe.
ou NaHCO, 5%, H
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De posse das amidas LDT576 (55) e LDT592 (56), estas foram reduzidas na
presenca de hidreto de litio e aluminio em tetraidrofurano anidro, sob agitagcéo
magneética a temperatura de refluxo, fornecendo os amino-derivados LDT577 (57), e
LDT593 (58) em rendimento de 60 e 47%, respectivamente. As caracteristicas dos
derivados supracitados sao descritas na Tabela 4.

Tabela 4: Caracteristicas dos derivados LDT577 (57), e LDT593 (58).

OH

A
LDT577: A=H;
N LDT593: A = OMe.

H

Composto A Férmula Molecular MM (gmol) R (%) Rs
LDT577 (57) H C21H20NO 311,46 60 0,332
LDT593 (58) OMe C22H31NO2 341,49 47 0,262

MM: massa molecular; R (%): rendimento em percentagem; R fator de retengéo.

a — Hexso%:AcOEtsoe%.

Obtengéo dos derivados orto-aminometilicos via reagdo de Mannich

A partir das Amidas e Aminas

OH

OH
1) Amina, PFA, Etanol, g NN NNy
A 90 °C, 1h30min A B= ) (I;
—_— >
Yo 2) 90 °C, 40h Yo
N N
H 7 H

7
G = CH; ou CH,CH;;
A =H ou OCHj;
Y =CH, ou CO.

Visando a adigdo de grupos amina protonaveis no arcabougo molecular para
interagdes ion-ion ou ion-dipolo com as ChE, os derivados amidas LDT576 (55), e
LDT592 (56), e aminas LDT577 (57) e LDT593 (58) foram submetidos a reagao de
Mannich na presenga de paraformaldeido e a respectiva amina em etanol, sob
agitacdo magnética, a temperatura de refluxo por cerca de 40 horas.

A reacao teve inicio com a formacgao do ion iminio a partir do paraformaldeido
e a amina secundaria, seguida de ataque regioespecifico no carbono 4’ — orientado
pela grupo fenol — fornecendo os derivados orto-aminometilssubstituidos LDT582 (59),
LDT579 (60), LDT581 (61), LDT585 (62) e LDT587 (63), em rendimentos que variaram
de 21-82%. Algumas das caracteristicas destes compostos estdo descritas na Tabela
5.
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Tabela 5: Caracteristicas dos derivados 59 até 63.

- Y O @vw “@

1

G = CH; ou CH,CH;,4 Y=COouCH,
A =H ouOCH;

Férmula MM R
Molecular  (gmol') (%)

LDT582 (59) CO 1 - C26H3sN202 410,60 59  0,60°
LDT579 (60) CH: 2 CHs Cs0H40N20 444,66 82 0,72°
LDT581 (61) CH: H 2 CH2CHs C31H42N20 458,69 68 0,35°
LDT585(62) CH: OCHs 2 CHs C31H42N202 474,68 22  0,63°
LDT587 (63) CH: OCHs 2 CH2CH3 C32H4aN202 488,71 21 0,57°
R (%): rendimento em percentagem; Ry fator de retengao.
a — Hexgo%:AcOEt20%; b — Hexsow: AcOEts0%; ¢ — CHCI3 95%:MeOHso.

Composto Y B G R

TIIT| »

A metodologia geral na obten¢ao destes compostos esta ilustrada no Esquema

Esquema 2: Condigbes reacionais e metodologia utilizada na obtengdo dos derivados.

o

)k OH

o
1. 0,/0;, CH,CI,:CH,0H, 1. Reagente de Jones,
CH,(CO)CH,, 20 mi
__-70°C, 1h20min 1h20min _CH,(CO)CHy, 20 min 1. N(CH,CHy);, CICO,CH,CH(CH;),
2.NaBH,, 0 c 20h 2. (CH,),CHOH, 0, (CH,),CHOH, H,0, CH,Cl,, t.a., 1h30min
R CHCI;, 15 min 2. Amina, t.a., 2h

60%
LDT71 64% LDT108 3. NaBH,, CH,CH,0H:CH,OH
t.a., 20h

(CH;C0),0, H;PO,

MO, pt 270 W, 3,0 OH
92% B 1. Amina, (CH,0),,
o A CH CH,OH, 90 °C, 1h30min
OH 2 90 °C, 40h
N
H

7

R Derivados Amidicos Derivados Amidicos
R c15H31 2n
n=1,2e3 1. LiAlH,, (CH,),0, 80 °C, 8h
2. CH,0H, NaOH 10%/
n=1 — NaHCO; 5%, H.
n=2 m 1. Amina, (CH,0),,
A CHQCH OH, 90 °C, 1h30min
n=3 \M/_W— - i 2.90 °C, 40h R l
Derivados Aminicos Derivados Aminicos

IO e
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7.3.1 Derivados Benzilamidicos e Benzilaminicos (Séries 1 e 2)

Nucleo Benzilico (Anel E e Metileno a)

De maneira geral, a analise dos espectros de RMN de hidrogénio e de carbono-
13 para o0s compostos amidicos e aminicos, incluindo os orto-
hidroxiaminometilssubstituidos confirmou a preseng¢a do nucleo aromatico E pela
presenca de diferentes multiplicidades na faixa de 7,25 ppm a 7,39 ppm (A =H) € 6,85
ppm a 7,36 ppm (A = OCH3) em RMN de "H, bem como deslocamentos quimicos entre
115,1 ppm a 138,5 ppm (A = H) e 110,5 ppm a 158,3 ppm (A = OCH3) em RMN de
13C. Adicionalmente, os simpletos assinalados entre 3,48 ppm e 4,45 ppm em RMN
de 'H evidenciaram a presencga do metileno a, os quais foram confirmados pelos sinais
entre 39,7 ppm e 56,8 ppm em RMN de 3C.

Amidas x Aminas (Carbono 1)

A carbonila do grupo amida (carbono 1) foi assinalada pelos deslocamentos
quimicos na faixa de 173,2 ppm a 174,2 ppm em RMN de carbono-13. A redugao do
grupo amida foi evidenciada pelo sinal entre 46,7 ppm a 48,9 ppm em RMN de "3C
bem como pelos assinalamentos como tripleto, multipleto e quarteto entre 2,57 ppm a
2,72 ppm em RMN de 'H.

Os dados espectroscopicos pertinentes as caracteristicas supracitadas estéo

apresentados nas Tabelas 6.
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Tabela 6: Dados de deslocamentos quimicos de RMN de 'H e RMN de '3C (8, ppm) para o nucleo benzilico (anel E e metileno a) para a Série 1 e 2 dos

derivados amidicos e aminicos.

B=H
G = CH,; CH,CH,
Derivados RMN de 'H (5, ppm, 300 MHz?/500 MHz") /| RMN de "*C (5, ppm, 75 MHz%/125 MHz"), CDCl;

Série 1 Y A B G E a 1
LDT576 (55)2 Cco H H - 7,25-7,31/115,1-138,1 4,42/44,0 ---/174,2
LDT577 (57)2 CH. H H - 7,26-7,34/128,8 3,48/53,5 2,66/48,9
LDT592 (56)2 Cco OCHs3; H - 6,86-7,28/110,5-130,1 4,45/39,7 ---/173,6
LDT593 (58)° CH. OCHs3; H - 6,86-7,29/110,6-158,0 3,87/48,3 2,61/47,9
LDT582 (59)2 Cco H DEA - 7,26-7,31/127,5-138,5 4,42/43,6 ---/173,2
LDT579 (60)° CH. H Bn CHs 7,27-7,39/127,7-137,2 3,84/53,4 2,65/48,9
LDT581 (61)2 CH. H Bn CH>CHjs 7,26-7,34/128,4-137,3 3,82/56,8 2,57-2,72/46,7
LDT585 (62)2 CH. OCHs3 Bn CHs; 6,85-7,35/110,5-158,0 3,87/55,3 2,60-2,67/48,2
LDT587 (63)2 CH. OCHs3; Bn CH>CHjs 7,22-7,36/110,8-158,3 3,86/56,8 2,60/46,7

DEA: Dietilamina; Bn: Benzila
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7.3.2 Derivados orto-hidroxiaminometilsubstituidos (Série 2)

Nucleo Benzilico (Anel D e Metileno b)

Na analise dos espectros de RMN de hidrogénio dos compostos da série 2, os
hidrogénios do nucleo aromatico D foram caracterizados como dupletos ou sinal largo
na faixa de 6,59 ppm a 6,96 ppm bem como pelos deslocamentos quimicos entre
116,2 ppm a 157,9 ppm nos espectros de RMN de '3C, Tabela 7. Por sua vez, os
grupos metilenos b foram assinalados como simpletos entre 3,61 ppm e 3,82 ppm em
RMN de 'H, ratificados pelos sinais entre 46,2 ppm e 60,9 ppm em RMN de carbono-
13.

Nucleo Benzilico (Anel F e Metileno c)

O nucleo aromatico F das N-alquilbenzilaminas foi caracterizado pela presenca
de sinais em RMN de hidrogénio na regido de aromaticos como multipletos na faixa
de 7,20 ppm a 7,39 ppm nos espectros de RMN de 'H, bem como deslocamentos
quimicos entre 127,7 ppm a 137,2 ppm em RMN de '3C, Tabela 8. Por sua vez, os
grupos metilenos ¢ foram observados como simpletos na faixa entre 3,59 ppm e 3,62
ppm em RMN de 'H e ratificados como sinais entre 57,7 ppm a 63,2 ppm em RMN de
13C

Substituintes N-Alquilbenzilaminicos (G = CH3z ou CH2CH3)

O substituinte N-metila (NCH3) dos compostos das série 2 foi identificado como
simpleto na faixa de 2,23 ppm a 2,24 ppm (RMN de 'H) e deslocamento quimico em
41,5 ppm (RMN de 3C).

O padrao de substituicdo com o grupo N-etila (NCH2CH3) — exclusivo para a
Série 2 — foi observado como quarteto em 2,60 ppm para o grupo metileno; e tripleto
em 1,13 ppm em RMN de 'H para o grupo metila da subunidade etila,
respectivamente. O grupo N-etil foi ainda identificado em RMN de carbono-13 pelos

deslocamentos quimicos em 53,3 ppm (NCH>CH3s) e 11,2 ppm (NCH2CHs3).
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Tabela 7: Dados de deslocamentos quimicos de RMN de 'H e RMN de 3C (8, ppm) para o nucleo benzilico (anel D e metileno b), N-substituintes (Série 2).

YT YN YN vecoscn,
G = CH,; CH,CH, Xy w A =H;OCH,
Derivados RMN de 'H (&, ppm, 300 MHz?/500 MHz) / RMN de '3C (5, ppm, 75 MHz*/125 MHz"), CDCls
Série 2 Y A B G D b

LDT582 (59)* CcOo H DEA - 6,60-6,94/116,8-157,5 3,82/46,2
LDT579 (60)° CH: H Bn CHs 6,64-6,96/116,2-157,8 3,72/60,9
LDT581 (61)* CH: H Bn CH2CHs 6,59-6,68/116,2-157,9 3,61/57,7
LDT585 (62)* CH: OCHs Bn CHs 6,60-6,94/116,2-157,8 3,68/60,9
LDT587 (63)* CH: OCHs Bn CH2CHs 6,59-6,93/116,3-157,9 3,74/57,7

DEA: Dietilamina; Bn: Benzila

Tabela 8: Dados de deslocamentos quimicos de RMN de 'H e RMN de '3C (8, ppm) para o nucleo benzilico (anel F e metileno ¢), N-substituintes (Série 2).

A =H; OCH,
G =CH,; CH,CH, B=

Derivados RMN de 'H (&, ppm, 300 MHz?/500 MHZz") / RMN de "3C (&, ppm, 75 MHz%/125 MHz"), CDCls
Série 2 Y A B G F c NCH3 NCH2CH3 NCH2CH3 1
LDT579 (60)° CH: H Bn CHs 7,27-7,39/127,8-137,2 3,60/61,6  2,24/41,5 - - 2,65/48,9
LDT581 (61)* CH: H Bn CH2CHs 7,26-7,34/128,4-129,8 3,61/57,7 - 2,60/--- 1,13/11,2 2,57-2,72/46,7
LDT585(62) CH2 OCHs Bn CHs 7,20-7,35-127,8-137,2 3,59/61,6  2,23/41,5 - - 2,60-2,67/48,2
LDT587 (63)> CH2 OCHs Bn CH2CHs 7,22-7,36/127,7-137,2 3,62/63,2 - ---/53,3 1,13/11,2 2,60/33,0

DEA: Dietilamina; Bn: Benzila
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7.3.3 Derivados Benzilamidicos e Benzilaminicos: Tautomerismo e Zwitterions

Tautomerismo de amidas e Zwiterions de aminas

A tautomeria € um tipo de isomeria funcional — que ocorre com ésteres, amidas,
nitrila entre outros — em que dois isémeros coexistem em equilibrio dindmico. Por sua
vez, Zwitterion — sal interno ou ion dipolar — consiste num composto quimico
eletricamente neutro, mas que possui cargas opostas que se cancelam. Comum em
aminoacidos, esta forma dipolar ocorre pela transferéncia do atomo de hidrogénio de
um sitio acido para o nitrogénio basico de aminas.

Durante as analises dos espectros de RMN de hidrogénio e carbono 13 de
derivados amidicos contendo grupos aminas foram observadas integragéo dupla para
"H RMN do derivado LDT578 (64) e complexidade do '*C RMN do derivado LDT586
(65, Figura 21), que podem estar associadas a estas caracteristicas isomérica ou
acido-base.

Figura 21: Exemplo de tautomerismo e Zwitterions para derivados amidicos.

Tautomerismo

P

Zwitterions

b1

LDT578 (A= H)
LDT586 (A = CH,

LDT578 (A= H)
LDT586 (A= CH,

A principio, a complexidade dos espectros (Figura 22) foi relacionada as
impurezas das amostras. Neste sentido, todas as reag¢des foram cuidadosamente
repetidas e duplamente purificadas em coluna de gel de silica e pelo sistema de
cromatografia flash Biotage; entretanto apresentaram o0 mesmo resultado.
Entendendo que estas caracteristicas — inerentes a estes compostos — demandam o
aprofundamento de estudos de RMN para compreensido do comportamento das
moléculas em solugbes que mimetizem o pH dos ensaios biolégicos estabelecidos
neste trabalho, decidimos sobrestar parcialmente o estudo com as séries 1 e 2, e
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iniciar um novo planejamento estrutural partindo do mesmo intermediario precursor
LDT71 (53).

Figura 22: Espectros de RMN para LDT578 (64) e LDT586 (65).
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Planejamento Estrutural — Série 3
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8 PLANEJAMENTO ESTRUTURAL — SERIE 3

Os novos derivados orfo-aminometilfenois (série 3, Figura 23) foram
idealizados a partir do intermediario diidroxilado LDT71 (53) pela insergao
regioespecifica de grupos aminometila na posicdo 4’ (orto) ao fenol de 53 —
correspondendo a Subunidade Il do planejamento inicial da série 2 — com manutencgéo
do alcool primario. Como estabelecido anteriormente, a presenga de aminas terciarias
benzilica, como no derivado AP2238 (52), bem como dietilamina e aminas
heterociclicas ndo aromaticas nos novos derivados visa estudos das interacbes com
residuos complementares, dos perfis de seletividade (AChE/BuChE), antioxidante e
de interferéncia na agregacao de proteinas BA.

A presenca do alcool primario, por sua vez, pode ser utilizado para
condensagdo com o acido ferulico (66) que €& conhecido por seus efeitos
farmacoldgicos como inibidor da agregacédo BA, neuroprotetor, antioxidante e anti-
inflamatério (DIAS et al, 2017; ZHANG et al, 2018). Neste contexto, os novos
derivados, como produtos da hidrélise de ferulatos por esterases, seriam investigados
quanto aos efeitos sinérgicos aqueles observados pelo acido ferulico para a DA.

Figura 23: Planejamento das séries de compostos-alvos a partir de LDT71 (53).
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Planejamento Sintético — Série 3
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O planejamento sintético para a obtencdo dos derivados-alvo da série 3 foi

concebido a partir de Reacdo de Mannich (Esquema 3) de acordo com as

metodologias desenvolvidas para a série 2, descritas na pagina 50.

Esquema 3: Metodologia sintética geral para obtencéo dos derivados da série 3.

(o}
OH O
Ac,0, H,PO, @\
—_—
M 270 W, "

R O, pt 270 W, 3,0 R
R=CysHy120 92% R =CysHyq.2n

n=1,2e3 n=1,2e3

1. 0,/0;, DCM:MeOH,
70 °C, 1h20min
2. NaBH,, 0 C 20h

60%

LDT544 LDT636

1. Amina, PFA, Etanol,
90 °C, 1h30min
2.90 C 40h

T Y O

n=1;Z=CH, (LDT637)
n=2:Z=CH, (LDT638)
n=3;Z=CH, (LDT692)
n=22=0 (LDT640)
n=2,Z=N (LDT641)
n=2Z=s (LDT639)
n=2;Z=NCH, (LDT642)
n=2;Z=NAc (LDT643)
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10 PARTE EXPERIMENTAL — SERIE 3

10.1 OBTENGCAO DOS DERIVADOS SERIE 3

LDT637: n=1,Z=CH,;

OH
LDT638: n=2,Z=CH,;
1) Amina, PFA, Etanol, _ N/\,' N/\;’ LDT640: n =2, Z= O;
90 °C, 1h30min - ) | LDT641: n =2, Z= NH;
2) 90 °C, 20h LDT639:n=2,Z=S;
7

LDT642: n=2,Z = NCHj;
LDT71 LDT636 LDT544 LDT643: n =2, Z = NAc;
LDT692: n =3, Z = CH,.

O procedimento sintético adotado foi 0 mesmo realizado para a sintese dos
derivados-alvo orto-aminas, descritos na pagina 67.

5-(8-Hidréxioctil)-2-[(morfolin-4-il)metillfenol (LDT640, 67)

Oleo amarelo

OH
Rendimento (57%)

ﬁN Rf: 0,47 (CHCl3 g5%:EtOHss)

o\) OH Formula Molecular: C19H31NO3

IV (KBF) vimax cm': 3436 (vor); 2928 (vas cha); 2854 (vs crz); 1581-1455 (ve=c); 1274
(varon); 1119 (ve); 1071 (vco); 865 e 755 (Var-1,3,5-Tri).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls Anexo 26, pag 170): 51,31 (sl, 8H, 3-6); 1,53-1,58 (m
4H, 2 e 7); 2,52 (m, 6H, 8 e OCH,CH:N, ¢); 3,61 (t, J = 6,6 Hz, 2H, 1); 3,66 (s, 2H,
NCHa, b); 3,74 (t, J = 4,2 Hz, 4H, OCH2CH:N, d); 6,60 (dd, J = 7,5 Hz, J = 1,5 Hz 1H,
6'); 6,65 (sl, 1H, 2'); 6,80 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 5).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls Anexo 27, pag 171): 25,9 (CHz, 3); 29,4 (CHa, 6); 29,5
(CHa, 5); 29,6 (CHa, 4); 31,4 (CHz, 7); 32,9 (CHa, 2); 35,8 (CHz, 8); 53,0 (OCH2CH:N,
c); 61,8 (NCHz, b); 63,1 (CH2, 1); 66,9 (OCH2CH:N, d); 116,1 (CH, 2'); 118,0 (C, 4');
119,6 (CH, 6'); 128,7 (CH, 5); 144,3 (C, 1); 157,4 (C, 3.

2-[(Dietilamino)metil]-5-(8-hidroxioctil)fenol (LDT636, 68)
Oleo amarelo
Rendimento (72%)
<N Rf: 0,42 (CHCIs g5%:EtOHss,)
) OH Férmula Molecular: C19H33NO2

OH
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IV (KBr) vmax cm™: 3401 (von); 2928 (vas cH2); 2854 (vs cHz); 1582-1457 (ve=c); 1273
(varon); 1115 (veN); 796 (var1,35-Tri).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls Anexo 29, pag 173): 61,11 (t, J = 7,1 Hz, 6H, CHsCH:N,
d): 1,27-1,32 (sl, 8H, 3-6); 1,56 (qi, J= 6,9 Hz, 4H, 2 e 7); 2,52 (t, J = 7,7, 2H, 8); 2,62
(g, J = 7,1 Hz, 4H, CHsCH:N, ¢); 3,62 (t, J = 6,6 Hz, 2H, 1); 3,73 (s, 2H, NCHa, b);
6,59 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 6'); 6,63 (s, 1H, 2'); 6,80 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 5').

RMN de 3C (75 MHz, CDCls Anexo 30, pag 174): 511,3 (CHsCH2N, d); 25,9 (CHs, 3);
29,4 (CHa, 6); 29,5 (CHa, 5); 29,6 (CHa, 4); 31,4 (CH2,7); 32,9 (CHz, 2); 35,8 (CHz, 8);
46,4 (CHsCH2N, c); 56,8 (NCHz, b); 63,2 (CH2, 1); 116,2 (C, 2’); 119,1 (CH, 6'); 119,4
(CH, 4); 128,2 (CH, 5'): 143,7 (C, 1'); 158,2 (C, 3').

5-(8-Hidroxioctil)-2-[(piperidin-1-il)metillfenol (LDT638, 69)

Oleo amarelo

Rendimento (81%)
O Rf: 0,44 (CHCIs 95%:EtOHs9)
Férmula Molecular: C20H33NO2

IV (KBr) vmax cm™": 3435 (vor); 2930 (vas cha); 2855 (vs crz); 1582-1455 (ve-c); 1279
(varon); 1154 (ve-n); 860 e 756 (Var-1,3,5-Tri)-

RMN de 'H (300 MHz, CDCls Anexo 32, pag 176): 51,32 (s, 8H, 3-6); 1,52-1,67 (m
10H, 2, 7 e CH2CH2CH:N, d e e); 2,52 (t, J = 7,7, 4H, 8); 3,60 (t, J = 6,0 Hz, 4H, 1 e
CH2CH2CH:N, ¢); 6,58 (dd, J = 7,5 Hz, J = 1,5 Hz 1H, 6'); 6,65 (sl, 1H, 2°); 6,85 (d, J
=7,5Hz, 1H, 5).

RMN de ®C (75 MHz, CDCls Anexo 337, pag 177): & 24,2 (CH2CH.CH:N, e); 25,9
(CH2CH2CH:N, d); 26,0 (CHa, 3); 29,4 (CHz, 6); 29,4 (CHa, 4); 29,4 (CHy, 5); 31,4 (CH2,
2): 32,9 (CHa, 7); 35,8 (CHz, 1); 54,0 (CH2CH2CH:N, ¢); 62,0 (NCHs, b); 63,2 (CHs, 8);
116,1 (CH, 2'); 118,9 (C, 4); 119,2 (CH, 6); 128,4 (CH, 5'); 143,8 (C, 3); 158,0 (C, 1).

2-{[Benzil(metil)amino]metil}-5-(8-hidréxioctil)fenol (LDT544, 70)

Oleo amarelo

Rendimento (63%)
@AT RF: 0,48 (CHCls ss%:EtOHs)
OH Férmula Molecular: C23H3sNO:2
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IV (KBr) vmax cm™": 3390 (vor); 2928 (vas cha); 2853 (vs crz); 1581-1453 (veec); 1274
(varocHs); 1119 (ven); 1071 (ve-o); 755 e 699 (Var-1,3,5-Tr).

RMN de "H (300 MHz, CDCls Anexo 35, pag 179): 51,32 (sl, 8H, 3-6); 1,56 (m, 4H, 2
e 7); 2,25 (s, 3H, NCHas); 2,54 (t, J = 7,7, 2H, 8); 3,61 (s, 2H, CH:N, c); 3,63 (t, J = 6,6
Hz, 2H, 1); 3,73 (sl, 2H, NCHa, b); 6,62 (dd, J = 7,6 Hz, J = 1,5 Hz 1H, 6); 6,70 (sl, 1H,
2): 6,90 (d, J = 7,6 Hz, 1H, 5'); 7,29-7,38 (m, 5H, 17, 2", 3", 4” e 5”).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls Anexo 36, pag 180): §25,9 (CHz, 6); 29,4 (CHa, 6); 29,4
(CHa, 4); 29,4 (CHa, 5); 31,4 (CHz, 2); 33,0 (CHz, 7); 35,9 (CHz, 1); 41,4 (NCHs); 60,8
(CH2N, ¢); 61,5 (NCH2, b); 63,2 (CH2, 1); 116,2 (CH, 2); 119,2 (C, 4); 119,5 (CH, 6');
127,8 (CH, 4”); 128,5 (CH, 5'); 128,8 (CH, 2” e 6”); 129,5 (CH, 3” € 5”); 137,0 (C, 1”);
144,2 (C, 3');: 157,8 (C, 1).

5-(8-Hidroxioctil)-2-[(4-metilpiperazin-1-il)metil]fenol (LDT642, 71)

Oleo amarelo
OH

Rendimento (72%)
ﬁn Rf: 0,51 (CHCls 95%:EtOHsq%)
/N\) oH Foérmula Molecular: C20HzaN202

7

RMN de 'H (500 MHz, CDCls Anexo 37, pag 181): 61,30 (sl, 8H, 3-6); 1,52-1,56 (m,
4H, 2 e 7); 2,29 (s, 3H, NCHs e NCH2CH2N, d); 2,51 (t, J = 7,6, 3H, 8 € NCH2CH:N,
c); 3,60 (t, J = 6,6 Hz, 2H, 1); 3,67 (s, 2H, NCHo, b); 6,58 (d, J = 7,1 Hz, 1H, 6); 6,64
(s, 1H, 2): 6,85 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 5).

RMN de 13C (125 MHz, CDCls Anexo 38, pag 182): 25,9 (CHz, 3); 29,4 (CHz, 6); 29,5
(CHa, 4); 29,6 (CHaz, 5); 31,4 (CHa, 7); 32,9 (CHz, 2); 35,8 (CHz, 8); 45,9 (NCHa); 52,4
(NCH2CH:N, ¢); 55,0 (NCH2CH:N, d); 61,2 (NCHz, b); 62,9 (CHz, 1); 116,0 (CH, 2');
118,4 (C, 4); 119,4 (CH, 6'); 128,6 (CH, 5); 144,1 (C, 1'); 157,5 (C, 1').
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5-(8-Hidroxioctil)-2-[(piperazin-1-il)metillfenol (LDT641, 72)
Oleo amarelo
Rendimento (48%)
K\N Rf: 0,51 (CHCIs 95%:EtOHs%)
HN\) oH Férmula Molecular: C1eHs2N20;

7

OH

RMN de 'H (300 MHz, CDCls Anexo 39, pag 183): 51,30 (sl, 8H, 3-6); 1,55-1,57 (m,
4H,2 e 7): 2,52 (t, J = 7,5, 2H, 8); 3,62 (t, J = 6,5 Hz, 2H, 1); 3,68 (s, 2H, NCH, b):
4,04 (s, 1H, NH); 6,61 (d, J = 7,3 Hz, 1H, 2); 6,64 (s, 1H, 5'); 6,87 (d, J = 7,5 Hz, 1H,
6).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls Anexo 40, pag 184): 525,9 (CHz, 3); 29,4 (CHa, 6); 29,5
(CHa, 4); 29,6 (CH2, 5); 31,4 (CHz, 7); 32,9 (CHz, 2); 35,8 (CH2, 8); 52,5 (NCH2CH:2N, ¢
e d); 61,1 (NCHz, b); 63,2 (CHz, 1); 116,2 (CH, 2’); 118,2 (C, 4); 119,6 (CH, 6'); 128,7
(CH, 5); 144,3 (C, 1); 157,5 (C, 1").

1-(4-{[2-Hidroxi-4-(8-hidroxioctil)fenillmetil}piperazin-1-il)etan-1-ona (LDT643, 73)
Oleo amarelo

OH
(\ /\ij\/\ Rendimento (76%)
N
Rf: 0,51 (CHCIs 95%:EtOHs9)
R o

Formula Molecular: C21H3aN203

RMN de 'H (300 MHz, CDCls Anexo 41, pag 185): 51,39 (sl, 8H, 3-6); 1,64 (d, J= 5,9
Hz, 4H, 2 e 7); 2,17 (s, 3H,NCOCHs); 2,60 (t, J = 7,6, 6H, 8 e NCH2CH:N, d); 3,60 (s,
4H, NCH2CH2N, ¢); 3,70 (t, J = 6,4 Hz, 2H, 1); 3,78 (s, 2H, NCH.Ar); 6,70 (d, J = 7,5
Hz, 1H, 2'); 6,76 (s, 1H, 6'); 6,96 (d, J = 7,3 Hz, 1H, 5).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls Anexo 41, pag 186): § 21,4 (NCOCHs); 25,9 (CHz, 3);
29,4 (CHz, 6); 29,5 (CH2, 4); 29,6 (CHa, 5); 31,4 (CHz, 7); 32,9 (CHa, 2); 35,8 (CHz, 8);
41,3 (NCH2CH:N, ¢); 46,1 (NCH2CH:2N, ¢); 52,4 (NCH2CH:N, d); 52,6 (NCH2CH:N,
d); 61,1 (NCHz, b); 63,2 (CHz, 1); 116,4 (CH, 2); 117,7 (C, 4’); 119,8 (CH, 6); 129,0
(CH, 5'); 144,7 (C, 1'); 157,3 (C, 1); 169,2 (NCOCHs).
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5-(8-Hidroxioctil)-2-[(pirrolidin-1-il)metillfenol (LDT637, 74)
Oleo amarelo

OH
Rendimento (48%)
G Rf: 0,55 (CHCl3 95%:EtOHss%)
OH Formula Molecular: C19H31NO2

7

RMN de "H (300 MHz, CDCls Anexo 43, pag 187): 51,31 (sl, 8H, 3-6); 1,55 (m, 4H, 2
e 7); 1,83 (s, 4H CH2CH:N, d); 2,52 (t, J = 7,6, 2H, 8); 2,62 (s, 4H, CH2CH2N, ¢); 3,62
(t, J = 6,6 Hz, 2H, 1); 3,78 (s, 2H, NCH2, b); 6,57 (d, J = 7,5 Hz, 1H, 6'); 6,64 (s, 1H,
6'); 6,86 (d, J=7,5Hz, 1H, 5).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls Anexo 44, pag 188): 523,8 (CH2CH:N d); 25,9 (CHa, 3)
29,4 (CHz, 6); 29,5 (CH2, 4); 29,6 (CHa, 5); 31,4 (CHz, 7); 32,9 (CHa, 2); 35,8 (CH2, 8)
53,6 (CH2CH:N c¢); 58,7 (NCH;, b); 63,2 (CH2, 1); 116,0 (CH, 2'); 119,1 (CH, 6'); 119,8
(C, 4): 127,7 (CH, 5'); 143,8 (C, 1); 157,9 (C, 1").

5-(8-Hidréxioctil)-2-[(tiomorfolin-4-il)metillfenol (LDT639, 75)

Oleo amarelo

Rendimento (45%)
O/\©\\/\ Rf: 0,62 (CHCIs 95%:EtOHs9)
® OH Foérmula Molecular: C19H31NO2S

RMN de 'H (300 MHz, CDCls Anexo 45, pag 189): 51,32 (sl, 8H, 3-6); 1,56-1,58 (m,
4H,2e7);2,53 (t, J=7,5,2H, 8); 2,73 (sl, 4H, SCH.CH:N, d); 2,82 (s, 4H, SCH2CH:N,
c); 3,63 (t, J = 6,5 Hz, 2H, 1); 3,68 (s, 2H, NCHa, b); 6,60 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 6'); 6,65
(s, 1H, 2); 6,86 (d, J=7,5 Hz, 1H, 5).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls Anexo 46, pag 190): & 25,9 (CHy, 3); 28,1 (SCH2CH:N,
d); 29,4 (CHa, 6); 29,5 (CHz, 4); 29,6 (CH2, 5); 31,4 (CHz,7); 33,0 (CHz, 2); 35,8 (CHa,
8); 54,5 (SCH2CH:N, ¢); 62,1 (NCHz, b); 63,1 (CHz, 1); 116,2 (CH, 2'); 118,0 (C, 4');
119,6 (CH, 6'); 128,8 (CH, 5); 144.,4 (C, 1); 157,6 (C, 1").



2-[(azepan-1-il)metil]-5-(8-hidréxioctil)fenol (LDT692, 76)
Oleo amarelo
Rendimento (32%)

N Rf: 0,57 (CHCIs 95%:EtOHs9)
OH Férmula Molecular: C21HssNO2
RMN de 'H (500 MHz, CDCl3 Anexo 47, pag 191): 51,36 (sl, 8H, 3-6); 1,56-1,73 (m
4H, 2, e 7); 1,67 (sl, 4H, CH2CH2CH:N, e); 1,73 (sl, 4H, CH2CH2CH:N, d); 2,56 (t, J =

7,7 Hz, 2H, 8); 2,74 (s, 4H, CH2CH2CH2N, ¢); 3,66 (t, J = 6,6 Hz, 2H, 1); 3,78 (s, 2H,
NCHa, b); 6,61 (d, J = 7,4 Hz, 1H, 6'); 6,68 (s, 1H, 2); 6,87 (d, J=7,5 Hz, 1H, 5).

OH

RMN de ™C (125 MHz, CDCls Anexo 47, pag 192): & 25,9 (CH., 3); 26,8
(CH2CH2CH:N, e); 27,8 (CH2CH2CH:N, d); 29,4 (CHs, 6); 29,5 (CHz, 4); 29,6 (CHz, 5):
31,4 (CHz,7); 32,9 (CHz.2); 35,8 (CH2. 8); 55,4 (CH2CH2CH:N, ¢); 62,0 (NCHz, b); 63,2
(CHa, 1); 116,1 (CH, 2); 119,0 (C, 6); 119,7 (CH, 4’); 128,2 (CH, 5); 143,8 (C 1);
158,3 (C, 3).

A Figura 24 apresenta as estruturas dos derivados da série 3.

Figura 24: Derivados da Série 3.

SERIE 3

OH OH

) o G/\ﬁj\:)jn hNAﬁj\,\,:fM K\N o
HN\) N\)
) 7 ow OH -~ OH

7

o

OH
/\©\/7/\
OH OH OH
O‘/\@V:jss O LDT692 (\N LDT639 '/\N LDT640
\) 0\)
OH OH OH
7

7 7

OH

K\N LDT643 LDT544
(o) N\)
Y OH

7

Desta maneira, os alcoois LDT640 (67), LDT636 (68), LDT638 (69), LDT544
(70), LDT637 (74), LDT639 (75), LDT641 (72), LDT642 (71), LDT643 (73) € LDT692
(76) foram submetidos a reagdo de Mannich com dietilamina, N-benzil-N-metilamina

e aminas heterociclicas, cujos resultados estdo descritos na Tabela 9.
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Tabela 9: Caracteristicas dos derivados 67 até 76.

OH n=1,Z=CH,

n=2,Z=CH,
® n=3,Z=CH,
n=2,Z2=0;
OH B= SN @/\T/\, (\N/\; :::i::H
) Z—‘JM n=2:Z= NCH,;
3

n=2,Z=NAc.

Composto B n Zz Férmula Molecular MM (gmol') R (%) Ri
(CHCI3 95%:EtOHs2)

LDT544 (70) 2 - - C23H33sNO2 355,52 63 0,48
LDT636 (68) 1 - - C19H33NO2 307,47 72 0,42
LDT640 (67) 3 2 0 C19H31NOs3 321,46 57 0,47
LDT638 (73) 3 2 CH: C20H33NO2 319,48 81 0,44
LDT637 (74) 3 1 CH2 C21H34N203 362,51 76 0,51
LDT639(75) 3 2 S C20H34N202 325,44 72 0,51
LDT641(72) 3 2 NH C19H32N202 320,47 75 0,51
LDT642(71) 3 2 NCHs C19H31NO2 305,46 48 0,55
LDT643(73) 3 2 NCOCHs C19H31NO2S 337,52 45 0,62
LDT692 (76) 3 3 CH> C21H3sNO2 333,51 32 0,57

MM: massa molecular; R (%): rendimento em percentagem; R fator de retengéo.

10.1.2 Caracterizagao dos Derivados orto-hidroxiaminometilsubstituidos (Série
3)

De forma similar ao encontrado para a benzilamina N-etilsubstituida, os
derivados contendo a subunidade N,N-dietilamina — LDT582 (59) e LDT636 (68) —
apresentaram deslocamentos quimicos semelhantes que foram assinalados como
quartetos nas faixas de 2,31 ppm a 3,61 ppm para os grupos metileno [N(CH>CHz)2]
e tripletos entre 1,09 ppm e 1,21 ppm para os grupos metila [N(CH2CH3)2] da
subunidade N,N-dietila, Tabela 10. Os N,N-dissubstituintes foram confirmados em
RMN de 3C pelos deslocamentos quimicos entre 39,6 ppm e 47,9 ppm para os grupos
metileno e 10,4 ppm e 15,2 ppm para os grupos metila, respectivamente.

A analise dos espectros de RMN de hidrogénio para os derivados heterociclicos
— LDT639 (75), LDT640 (67), LDT641 (72), LDT642 (71) e LDT643 (73) — levou a
identificagdo os grupos metileno d como simpletos largos e tripletos entre 2,57 a 3,74
ppm, enquanto que os grupos metileno em e como simpletos largos entre 2,73 ppm a
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3,74 ppm, confirmados pelos deslocamentos quimicos para d e e entre 41,4 a 61,7
ppm e 28,0 a 66,9 em RMN de "3C, respectivamente.

Por sua vez, os grupos metileno e (NCH2CH2CH2) e f (NCH2CH2CH>) dos
derivados homdlogos — LDT638 (69), LDT637 (74) e LDT692 (76) — foram
caracterizados como multipletos e simpletos na faixa de 1,51 ppm a 1,83 ppm;
enquanto os metilenos d (NCH>CH>CH2) como simpleto largo, simpleto e tripleto entre
1,51 a 2,73 ppm em RMN de 'H. Estes grupos foram ratificados nos espectros de
RMN de "3C pelos sinais entre 24,2 a 26,8 ppm (NCH2CH2>CH>) para o metileno f, 23,8
a 27,8 ppm (NCH2CH2CH2) para o metileno e, e 53,6 a 62,0 ppm (NCH>CH2CH>) para
o metileno d.

Tabela 10: Dados de deslocamentos quimicos de RMN de 'H e RMN de 3C (8, ppm) para as aminas

heterociclicas da Série 3.

e N o e o
AR CANC AR S

Derivados RMN de 'H (&, ppm, 300 MHz) / RMN de "3C (8, ppm, 75 MHz), CDCls
Série 3 b d o f 1
LDT640 (67) 3,66 53,0 3,74 61,7 3,74 66,9 3,61 63,1
LDT636 (68) 3,73 56,8 2,62 46,4 1,10 11,3 3,62 63,2
1,51- 1,51- 1,51-
LDT638 (69) 3,60 54,0 167 62,0 (o7 B9 g 242 360 632
LDT642 (71) 3,66 61,2 52,4 — 550 3,60 62,9
LDT641 (72) 3,68 61,1 52,5 3,62 63,2
LDT643 (73) 3,74 61,0 2,57 41,4 355 525 3,67 63,1
LDT637 (74) 3,78 61,1 2,62 53,6 1,83 23,8 3,62 63,2
LDT639 (75) 3,68 62,1 2,82 54,5 2,73 28,0 3,62 63,1
LDT692 (76) 3,78 63,1 2,73 55,3 1,56- 27,8 1,56- 26,8 3,66 62,0
1,73 1,73
F c NCH3s NCH2CHs NCH2CHs 1
LDT544 (70)2 27738/ 563632 2250414 3,63/61,5

127,8-137,3
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Avaliacdo do Perfil Colinesterdasico
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11 AVALIAGAO DO PERFIL COLINESTERASICO (in vitro)

11.1 RELAGOES ESTRUTURA QUIMICA-ATIVIDADE ANTICOLINESTERASICA

O padrédo molecular descrito no planejamento estrutural (pag 47) — tendo a
mistura de cardanois (1A-C) como material de partida e LDT167 (51) como arcabouco
para modificagcdes estruturais das séries propostas — visou identificar a contribuigcao
das subunidades | e Il, como farmacoférica ou auxoférica, bem como propor as
possiveis interagdes entre os compostos-alvos e as enzimas estudadas.

De acordo com os objetivos iniciais do trabalho, concernente a avaliagdo do
perfil dos compostos-alvo em modelos experimentais in vitro utilizando as enzimas
acetilcolinesterase (hAChE) e butirilcolinesterase (hBuChE) humanas, os resultados
preliminares quanto ao percentual inibitorio estdo representados na Figura 25.

Figura 25: Analise in vitro da atividade anticolinesterasica das amostras em uma concentracao
de 20 uM (média + EPM de triplicata).
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O Clso (Tabela 11) dos derivados foram analisados e agrupados de acordo com
as caracteristicas estruturais dos compostos visando a inferir consideracoes

detalhadas em relacdo as estrutura-atividades.



Tabela 11: Percentual de inibigcao enzimatica e os valores de Clso para os derivados-alvo a 20 uM.
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Derivado % inibigdo hAChE Clsp hAChE (uM) + EPM ﬁ;‘:gﬁ? Clso hBUChE (uM) + EPM
Série 1
LDT576 (55) <5 - 19,0+ 1,9 -
LDT577 (57) 74,9+0,8 7,20+ 0,02 > 80 1,28 + 0,02
LDT592 (56) <5 - 13,2+1,3 -
LDT593 (58) 44,5+0,7 29,3+0,7 > 80 1,52 + 0,11
Série 2
LDT579 (60) 67,3+0,9 6,68 + 0,25 >80 0,473 £ 0,030
LDT581 (61) 51,9+2,6 19,7 + 6,9 > 80 1,65+ 0,13
LDT582 (59) 22,0+ 0,4 - 63,5+ 1,9 8,21+ 0,87
LDT585 (62) 10,2+ 0,8 - > 80 2,15+ 0,26
LDT587 (63) <5 - > 80 0,745 + 0,024
Série 3
LDT544 (70) 19,4 + 7,1 - 68,3+1,3 6,74+0,7
LDT636 (68) 12,4 1,2 - 50,5+ 0,7 17,5+3,5
LDT637 (74) 31,1+2,8 47,6 + 4,1 59,0+ 0,8 13,3+0,5
LDT638 (69) 40,5+ 1,8 30,0+ 2,6 73,5+ 0,4 6,12+ 0,8
LDT639 (75) 12,1+0,8 - 16,6 + 2,4 -
LDT640 (67) <5 - <10 -
LDT641 (72) <10 - 17,7 + 3,1 -
LDT642 (71) <5 - 10,6 + 2,1 -
LDT643 (73) <10 - <5 -
LDT692 (76) <10 785 + 42 77,1+0,2 4,62 +0,14

Destacamos que o pH 8,0 utilizado para os experimentos in vitro influencia no

equilibrio entre as espécies neutras/catibnicas, onde admitimos que a maioria das

moléculas encontram-se protonadas.

11.1.1 Derivados Benzilamidicos e Benzilaminicos (Série 1)

OH

Iz

LDT576: Y =CO; A=CH
LDT577: Y = CH,; A = CH
LDT592: Y = CO; A = OCH,
LDT593: Y = CH,; A = OCH,

Os resultados iniciais para os derivados da Série 1 revelaram que as amidas
LDT576 (55) e LDT592 (56) apresentaram nenhuma ou baixa inibi¢do (< 20%) frente

a hAChE e hBuChE. Os dados sugerem que para esta classe de compostos as

interagdes ion-dipolo, dipolo-dipolo e hidrofébicas ndo sao suficientes para a inibigéo

das enzimas. Do contrario, as aminas LDT577 (57) e LDT593 (58) — cujos atomos de
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nitrogénio podem estar protonados e, desta forma, serem reconhecido pelas enzimas
por interagao ion-ion, ion-dipolo ou cation pi — apresentaram percentual de inibicdo de
74,9% e 44,6% frente a hAChE e acima de 80% para a hBuChE. 57 — hAChE (Clso
7,20 uM) e hBuChE (Clso 1,28 uM) — e 58 — hAChE (Clso 29,3 uM) e hBuChE (Clsg
1,52 yM) — exibiram perfil anticolinesterasico dual.

Os dados ainda apontam para perfil inibitorio quatro vezes menor de 58 frente
a hAChE quando comparado ao 57, sugerindo que a presenga do grupo 2-metoxila
modula negativamente a atividade para esta enzima. Do contrario, o perfil de atividade
de ambos derivados, 57 e 58, foi semelhante para a hBuChE, demonstrando que este

substituinte € melhor tolerado por esta enzima.

11.1.2 Derivados Benzilaminicos (Série 2)

OH

B LDT579: Y =CH,; B=1; G=CH,
LDT581: Y = CH,; B =1; G = CH,CH,
B= 'I‘/\/ N prssa: Y=co; B=2
Y\N/\© G ) LDT585: Y =CH,; B=1; G=CH,
H 1 2

LDT587: Y=CH,; B=2

Iniciando a analise pelo composto aminobenzilamidicos, o derivado N,N-
dietilaminico LDT582 (59) apresentou percentual de inibigao de 22% para a hAChE e
de 63,5% para a hBuChE com Clso 8,21 uM. Este resultado corrobora a relevancia da
contribuicdo da subunidade dietilaminica (DEA) para aumento do percentual de
atividade inibitoria frente as enzimas hAChE (< 5% para 22%) e hBuChE (19% para
63,5%), quando comparada a LDT576 (55). Entretanto, as possiveis interagdes
originadas pela presenca da DEA nao foram significativas para inibicdo da hAChE.

Os compostos dibenzilaminicos demonstram perfis de ag¢ado dual
hAChE/hBuChE. Neste contexto, LDT581 (61) apresentou atividade para hAChE (%l
51,9 % e Clsp 19,7 uM) e para hBuChE (%! > 80 % e Clso 1,65 uM). Por sua vez,
LDT579 (60) apresentou o melhor perfil de inibicdo dual hAChE (%l 67,3 % e Clso 6,68
M) e hBuChE (1% >80 % e Clsg 0,47 uM).

Quando comparados ao derivado LDT577 (57) — benzilamina ndo substituida
em B — a insergdo de substituintes benzilamina em C4 diminuem o percentual de
inibicao frente a hAChE (%l 74,9 %) e diferentemente modulam os valores de e Clso
de acordo com o substituinte em G: metila ou etila. Neste contexto, o derivado LDT579
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(60), G = CHa, apresenta valor de Clso similar ao derivado 57 (7,20 yM) enquanto
melhora o Clso em 2,7 vezes para a hBuChE (Clso 1,28 uM x Clso 0,47 uM). Por sua
vez, o derivado LDT581 (61), G = CH2CHs, apresenta diminuig&do do Clso em 2,7 vezes
para hAChE e manutengao do perfil de atividade para hBuChE (Clso 0,47 pM). A
ligeira modulacdo negativa do perfil de atividade para hAChE pode estar relacionada
ao aumento do volume do derivado N-Benzil-N-etilamina.

Para os derivados com o grupo 2-metoxila na subunidade I, LDT585 (62) —
analogo de 60 (%l 67,3 % e Clsg 6,68 uM) e hBuChE (1% >80 % e Clso 0,47 pM) —
apresentou percentual de inibigdo da hAChE de 10%; entretanto foi capaz de inibir
hBUChE (%Il > 80 % e Clso 2,15 yM). Os dados apontam para a modulagao negativa
da subunidade 2-metoxibenzilamina que diminuiu o percentual de inibicdo da hAChE
em 6,7 vezes bem como o Clsp para a hBuChE em 4,5 vezes. Desta forma, a adi¢ao
do grupo 2-metdxila alterou o perfil dual AAChE/hBuChE, observado para o derivado
LDT579 (60), para hBuChE-seletivo considerando o derivado LDT585 (62).

Os resultados para o G-etilderivado LDT587 (63) — analogo de 61 (hAChE (%l
51,9 % e Clso 19,7 uM) e para hBuChE (%l > 80 % e Clso 1,65 uM) — reforgcam a
inibicdo nao significativa da enzima hAChE (%l 5 %); conquanto o perfil inibitorio para
hBuChE (1% > 80% e Clso 0,74 uM) foi duas vezes melhor quando comparado ao
LDT585 (62). Vale destacar que os derivados dibenzilaminicos (A = H) desta subsérie
apresentaram perfil de inibicdo dual hAAChE/hBuChE; enquanto os derivados contendo
o grupo 2-metoxila favorecem a inibigdo seletiva da hBuChE.

Além da relevancia das contribui¢des hidrofobicas, especialmente a aromatica,
para modulagao do perfil de atividade anticolinesterasica, os dados revelam que a
presencga de grupo benzilaminico no carbono 1 pode ser considerados como ponto de
reconhecimento para a hAChE, em face do menor volume deste grupo (D) em relagao
aos anéis (E + F). Adicionalmente, a presenga de grupos aminicos em B melhoram o
perfil de inibigdo da hBuChE, tanto no derivado benzilamidico LDT582 (59) quanto nas
benzilaminas LDT579 (60) e LDT581 (61) (A = H) e LDT585 (62) e LDT587 (63) (A =
OCHp3). Nestes casos, a DEA pode no derivado 59 pode ser considerada farmacoforica
uma vez que o derivado precursor 55 foi inativo; enquanto as benzilamina atuam como

auxoforos modulando o perfil de atividade ja identificado no derivado 57.
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11.1.3 Alcoois derivados orto-hidroxiaminometilsubstituidos (Série 3)

n=1;Z=CH, (LDT637)

oH n=2:Z=CH, (LDT638)
P n=3;Z=CH, (LDT692)

B N
B= T Ny Q/\ n=2;2=0 (LDT640)
) z—p n=2;Z=N (LDT641)
oH n=2;Z=S (LDT639)
LDT71 LDT544 LDT636 n=2;Z= NCH3 (LDT642)

n=2;Z=NAc (LDT643)

Inicialmente, destacamos que o derivado LDT71 (53) mostrou-se inativo frente
as enzimas, caracterizando a auséncia de ponto farmacoférico de reconhecimento
molecular pelas enzimas.

Na sequéncia do planejamento estrutural foi obtido o derivado N-metil-N-
benzilaminometilico LDT544 (70). 70 apresentou perfil inibitério de 19,4 % para
hAChE e 68,3 % para hBuChE com Cls0 6,74 yM. Admitindo que os compostos sejam
reconhecidos da mesma forma pela enzima, temos que a comparacado entre as
interagdes do grupo alcool em 70 com a N-benzilamina no derivado 60 (Clso 0,47 uM)
— capaz de atuar como ion positivo — reforca a relevancia de interag¢des ion-ion e ion-
dipolo nesta regido de reconhecimento molecular pela enzima hBuChE.

Visando compreender a importancia de interagdes hidrofébicas aromaticas, foi
planejado o derivado LDT636 (68) pela simplificagdo molecular do nucleo N-metil-N-
benzilaminometilico (volume 154 A3) pelo grupo N,N-dimetilaminometila (B1, volume
100 A%). De maneira geral, 68 apresentou menor perfil de inibigdo tanto para hAChE
(%l 12,4 %) quanto para hBuChE (%l 50,7 % e Clso 17,5 yM), em relagdo a 70,
demonstrando que as contribuigdes hidrofdbicas aromaticas do anel F da N-metil-N-
benzilamina foram mais significativas que as for¢as de London sigma (FLc) do grupo
N,N-dietila.

Na busca de caracteristicas estruturais relevantes para esta classe de
compostos foram planejados compostos com aminas heterociclicas ndo aromaticas
visando identificar a contribuicao da liberdade/restricdo conformacional bem como da
natureza hidrofébica/hidrofilica dos derivados-alvo. Neste contexto, foi avaliado o
derivado pirrolidinico LDT637 (74) — planejado pela ciclizagdo do grupo N,N-dietila
(volume 100 A%) — que apresentou efeito inibitério dual para hAChE (%l = 31,1, Clso
47,6 uyM) e hBuChE (%l 59 % e Clsp 13,3 pM), demonstrando que a restricao

conformacional permite o reconhecimento molecular por ambas as enzimas, e
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sugerindo que o menor volume da pirrolidina (volume 89 A3) favorece especialmente
a hAChE.

A homologacdo do derivado LDT637 (74) levou ao derivado piperidinico
LDT638 (69) que n&o s6é manteve como melhorou o perfil de atividade dual hAChE
(%l = 40,5 e Clso 30,0 uM) e hBuChE (%l 73,5 % e Clso 6,12 uM). Este resultado
corrobora a existéncia de regido de interagao hidrofébica capaz de reconhecer aminas
heterociclicas com volume da piperidina (volume 105 A3). Nosso proximo passo foi
investigar se esta regido abrigaria um derivado de 7-membros (azepano, volume 123
A3) —homologo da piperidina 69. Desta forma, o LDT692 (76) foi avaliado e apresentou
percentual de inibigdo menor que 10% para hAChE com Clsg 785 uM, sendo, portanto,
vinte e seis vezes maior que o encontrado para o homologo inferior 69. Este resultado
indica uma restricdo de volume até o valor de 105 A% para o reconhecimento de
moléculas com este arcaboug¢o molecular pela hAChE. Do contrario, 76 foi ainda mais
ativo para hBuChE (%l 77,1 % e Clso 4,62 uM), ratificando a presenca de maior bolso
de interacao hidrofébica quando comparado a AChE. Assim sendo, 76 apresenta-se
como inibidor seletivo da hBuChE com indice de seletividade de 170 vezes frente a
hAChE.

Visando explorar a natureza das interagbes com as enzimas, novos compostos
foram planejados a partir da troca bioisostérica classica divalente entre o grupo
metileno f da piperidina de LDT638 (69) por oxigénio (derivado morfolinico LDT640
(67)); enxofre (derivado tiomorfolinico LDT639 (75)); e por nitrogénio (derivado
piperazinico LDT641 (72)). Os novos derivados apresentaram percentuais de inibicao
menores que 20% para ambas as enzimas. Estruturalmente, a substituicdo da
contribui¢ao hidrofébica do grupo metileno no derivado dual LDT638 (69) pelo aceptor
de ligagdo de hidrogénio (ALH) no derivado LDT640 (67) bem como pelo doador de
ligacdo de hidrogénio (DLH)/ALH no derivado LDT641 (72) — considerando que
somente o nitrogénio terciario e, portanto, mais basico protona — demonstra a
importdncia de interagcbes hidrofébicas com residuos de aminoacidos
complementares nos sitios ativos das enzimas. Ja o bioiséstero LDT639 (75), que
possui a contribuicdo hidrofdbica fornecida pelo atomo de enxofre, apresentou o maior
percentual de inibicdo para a hAChE (12 %), mas foi inativo para ambas as enzimas.
Vale destacar que a tiomorfolina tem volume de 107 A3, sendo, portanto, maior que o
volume da piperidina de 105 A3, 0 que sugere que o baixo perfil inibitério para hAChE

tenha relagdo com a restricdo estérica uma vez que a natureza desta regido da
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tiomorfolina é hidrofébica. Estes dados ainda sugerem que a troca do grupo metileno
pelo enxofre pode alterar a eletronegatividade por meio da polarizabilidade — ainda
gue limitada em fungao da restricdo conformacional do ciclo de 6 membros — afetando
de maneira negativa o reconhecimento pelas enzimas colinesterasicas.

Mais dois derivados piperazinicos com caracteristicas estruturais que reforgam
a presencga e auséncia do cation na posicéo 4 da piperazina foram planejados. Desta
forma, foram avaliados os derivados LDT642 (71) — que contem o substituinte N-metila
(volume 120 A%), mais basico que o nitrogénio 1 da piperazina — e LDT643 (73) — com
o grupo N-acetila (volume 140 A%). Ambos os derivados apresentaram inibigdo menor
que 10% n&o apresentando complementaridade estrutural suficiente para serem
reconhecidos por ambas as enzimas. Vale observar que ambos os derivados possuem
volumes maiores que o volume percebido como limite de 105 A3 para esta classe de
compostos, e, neste caso, a inatividade pode estar relacionada a restricao estérica.

Os resultados preliminares para a Série 3 revelam que grupos hidrofébicos
com atributos de FLo, conformacionalmente restritos e com volume até 105 A3 s&o
melhor tolerados pela hAChE; enquanto grupos hidrofobicos (FLo) ou aromaticos
(FL=), conformacionalmente livres ou restritos contribuem para o reconhecimento
molecular pela hBuChE. Vale destacar que a presenga de grupos hidrofilicos (dipolo
negativo, dipolo positivo de hidrogénio, ou cation) nesta regido de interagéo ¢ deletéria

para a atividade anticolinesterasica.
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Avaliagao do Perfil Antiagregante A
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12 AVALIAGAO DO PERFIL ANTIAGREGANTE

12.1 RELAGOES ESTRUTURA QUIMICA-ATIVIDADE ANTIAGREGANTE BA

Compreendido entre os objetivos especificos deste trabalho foi realizada a
avaliacao do perfil biolégico dos compostos-alvo quanto a atividade antiagregante em
modelos experimentais in vitro, utilizando peptideo sintético BAs42, a partir das técnicas
de dicroismo circular (DC) e microscopia eletronica de transmissdo. Os resultados
foram agrupados de acordo com as caracteristicas estruturais dos compostos visando

inferir consideragdes detalhadas em relagao a estrutura-atividade.

12.1.1 Alcoois derivados orto-hidroxiaminometilsubstituidos (Série 3)

Tempo 0 (0 hora)

As amostras de BAs42 (controle negativo), no tempo 0, devem ser utilizadas
como espiral aleatoria com a finalidade de acompanhar o processo de agregacgéo
durante o periodo do ensaio. Desta forma, o controle negativo (fA42) apresentou forte
banda negativa em aproximadamente 200 nm, sendo indicativo da adog&o de
estruturas em espiral aleatéria (POSTUMA et al, 2000; YANG et al, 2000), como
observado na Figura 24. De maneira semelhante, os ligantes LDT544 (70), LDT638
(69), LDT639 (75), LDT640 (67), LDT641 (72), LDT642 (71), LDT643 (73) e LDT692
(76) também apresentaram banda negativa por volta de 200 nm. Portanto, os
controles e os ligantes citados demostraram perfil como o esperado para inicio do
ensaio.

Entretanto, os derivados LDT636 (68) e LDT637 (74) apresentaram perfil de
folhas-B, que é a estrutura esperada para a forma téxica do peptideo BA42 (SOTO et
al, 1995; SOTO & CASTANO, 1996). Este resultado é representado pela banda
positiva por volta de 200 nm e a banda negativa em aproximadamente 210 nm
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(BRUGGINK et al 2012; GORMAN et al, 2003) em seu perfil de dicroismo circular
(Figura 26).

Figura 26: DC — Analise in vitro da atividade antiagregante no tempo inicial (Tempo 0).
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Dados resultantes da deconvolugcdo para estimacdo da composicao de
estruturas secundarias do espectro de 68 e 74 ratificam esse comportamento, uma
vez que foi estimado a proporc¢ao de 44% e 43% de folhas-f3, respectivamente (Anexo
49). Os resultados sugerem que estes derivados possam induzir a adog&o de tais
estruturas secundarias no tempo inicial, sendo necessaria a averiguagao por um
tempo mais prolongado do ensaio.

O comportamento do controle negativo (BA42) na microscopia eletrénica de
transmissdo (MET) demonstrou a presenga de poucos agregados amorfos no tempo
0 (Figura 27). Os derivados LDT544 (70), LDT636 (68), LDT638 (69), LDT640 (67),
LDT641 (72), LDT642 (71) e LDT692 (76) demonstraram baixa densidade de
agregados, enquanto que LDT637 (74), LDT639 (75) e LDT643 (73), assim como o

controle, apresentou agregados amorfos como observado na Figura 27.
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Figura 27: MET — Analise in vitro da atividade antiagregante no tempo inicial (Tempo 0).
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Setas em vermelho destacam a presenga de agregados amorfos, enquanto que demais imagens

demonstram baixa densidade de agregados.

Tempo 1 (24 horas)

A partir do tempo 1 espera-se que possa ocorrer 0 inicio de alguma mudancga
nas estruturas secundarias do peptideo. Com efeito, foi observado para o controle
negativo (BA42) aumento da intensidade da banda negativa aproximadamente em 205
nm com um ombro préximo a 215 nm (Figura 28), que sugerem ainda a presenga de
estruturas em espiral aleatéria e/ou pouca ou nenhuma presenca de estruturas como
a-hélice/folhas-p (POSTUMA et al, 2000; YANG et al, 2000).

Os derivados LDT544 (70), LDT638 (69), LDT639 (75), LDT641 (72), LDT642
(71) e LDT692 (76) mantiveram a banda negativa < 205 nm, indicando a manutencao
das estruturas em espiral aleatéria até o tempo 1 (POSTUMA et al, 2000; YANG et al,
2000), sendo interessante a observagdo da manutengdo deste comportamento no
decorrer do ensaio. Adicionalmente, o derivado LDT643 (73) demonstrou presenga de
a-hélice, como observado pelos sinais tipicos da banda negativa de 205 a 215 nm
(KOBAYASHI, MURANAKA & MACK, 2012), representado na Figura 28.
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Figura 28: DC — Analise in vitro da atividade antiagregante no tempo de 24 horas (Tempo 1).
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Por sua vez, LDT636 (68) manteve o mesmo padrdo para o tempo 0 pela
presenca de banda negativa em aproximadamente 217 nm, que é indicativo da
adogao de estruturas em folhas- (BRUGGINK et al, 2012; FASMAN, 1996; FENG et
al, 2009; SCROCCHI et al, 2002). Entretanto, também foi observado o deslocamento
da banda negativa para aproximadamente 205 nm, o que é caracteristico de espiral
aleatoria. O perfil de deconvolugao deste espectro demonstrou proporcéo de 39% de
estruturas como folhas-3 e 57% para estruturas classificadas como “outras” (Anexo
49). Neste caso, a observagao de ambas as formas de espiral aleatéria e folhas-f3 para
68 implica que pode ocorrer atividade de desestabilizacdo ou de inducido da formagao
de folhas-B3, que devem ser melhores investigadas no periodo de acompanhamento
do ensaio.

O derivado LDT637 (74) induziu a transicdo conformacional para estruturas de
espiral aleatéria (Figura 27). Os resultados apontam que 74 foi capaz de,
possivelmente, interromper a formagao de folhas-f resultando em formas de espiral
aleatdria. Ademais, a deconvolugao de 74 (Anexo 49) apresentou 60% de estruturas
classificadas como “outras”. Porém, LDT640 (67) induziu a transicdo conformacional
para folhas-p, como observado pela banda negativa em 198 nm e 212 nm e o sinal
positivo em 205 nm (BEROVA, NAKANISHI & WOODY, 2000; BRUGGINK et al 2012;
GORMAN et al, 2003). Este dado sugere que no Tempo 1 este derivado & capaz de
induzir a transicdo de espiral aleatdria para folhas-p. Dados de seu perfil de
deconvolugcédo demonstram cerca de 41% de estruturas em folhas-p3 (Anexo 49).

Na MET (Figura 29) o controle negativo (BA42) apresentou poucas fibrilas
dispersas, enquanto que a maioria dos derivados — LDT544 (70), LDT636 (68),
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LDT639 (75), LDT640 (67) e LDT692 (76) — ainda mantiveram uma baixa densidade
de agregados. Apenas LDT637 (74) e LDT642 (71) demonstraram a presenga de
agregados amorfos no tempo 1, enquanto que LDT641 (72) apresentou algumas
fibrilas dispersas. Adicionalmente, foi observado que LDT638 (69) induziu uma maior
densidade de agregados quando comparado ao tempo 0, conquanto LDT643 (73)
diminuiu esta densidade.

Figura 29: MET — Analise in vitro da atividade antiagregante no tempo 1.
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Setas em vermelho destacam a presenga de agregados amorfos e fibrilas, enquanto que demais

imagens demonstram baixa densidade de agregados.

Tempo 2 (48 horas)

A partir do tempo 2, o controle negativo (BA42) apresentou banda negativa de
205 a 218 nm, o que é tipico para a presenca de estruturas secundarias como a-hélice
(KOBAYASHI, MURAKANA & MACK, 2012). Os derivados LDT637 (74), LDT638 (69),
LDT639 (75), LDT641 (72) e LDT642 (71) mantiveram o mesmo padrao observado no
tempo 1, ou seja: conservaram o perfil de espiral aleatdria. Isto foi observado pela

caracteristica tipica da curva do grafico destas estruturas observado na Figura 30. Os
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dados indicam que estes derivados tém a capacidade de influenciar nas interacoes
intra/intermoleculares observadas do peptideo, impedindo a alteracdo conformacional

entre estruturas secundarias.

Figura 30: DC - Analise in vitro da atividade antiagregante no tempo de 48 horas (Tempo 2).
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Em relacdo aos derivados LDT636 (68) e LDT544 (70), ao contrario do
observado para o tempo 1 (folhas-f3 e espiral aleatoria, respectivamente), 68 e 70
demostraram banda negativa a partir 205 a 222 nm no Tempo 2, sugerindo estruturas
como a-hélice (KOBAYASHI, MURAKANA & MACK, 2012). Enquanto que LDT640
(67) apresentou caracteristicas de estruturas como espiral aleatéria (Figura 30). Para
67 também foi observada a proporcao de 60% de estruturas classificadas como
“outras” no seu perfil de deconvolugéo (Anexo 49). Este dado sugere que em 48 horas
67 foi capaz de induzir a desestabilizacdo das estruturas secundarias.

Foi observado que o derivado LDT643 (73) parece induzir a transicdo de a-
hélice para adogao de estruturas em folhas-3, como observado pela banda positiva
de 200 a 205 nm (BEROVA, NAKANISHI & WOODY, 2000; FASMAN, 1996;
GORMAN et al, 2003). Ademais, seu perfil de deconvolugdo demonstrou cerca de
43% de estruturas como folhas-p (Anexo 49). Ja o LDT692 (76) demonstrou ambas
estruturas: espiral aleatéria e a-hélice, observados na Figura 30.

Na MET referente a analise no tempo 2 o controle negativo (BA42) passa a
demonstrar o entrelagamento entre fibrilas na MET como observado na Figura 31.
Apenas LDT544 (70) e LDT636 (68) ainda apresentam baixa densidade de agregados,
sendo que a maioria dos derivados — LDT637 (74), LDT639 (75), LDT640 (67),
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LDT641 (72) e LDT692 (76) — apresentaram fibrilas dispersas. O derivado LDT638
(69), em relagao ao tempo 1, observa-se a diminuicdo da densidade de agregados,
enquanto que LDT642 (71) demonstra agregados amorfos. De forma semelhante ao
controle negativo, LDT643 (73) demonstrou o entrelagamento entre fibrilas.

Figura 31: MET — Analise in vitro da atividade antiagregante no tempo 2.
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Setas em vermelho destacam a presenga de agregados amorfos e fibrilas, enquanto que demais
imagens demonstram baixa densidade de agregados.

Tempo 3 (72 horas)

A partir do tempo 3 o controle negativo (BA42) demonstrou banda positiva por
volta de 198 nm, além da banda negativa de maior propor¢gao em 215 nm. Estes dados
em conjunto indicam o desaparecimento de estruturas em a-hélice, com a conversao
para as formas téxicas do peptideo: folhas-f (BEROVA, NAKANISHI & WOODY,
2000; BRUGGINK et al, 2012; FASMAN, 1996).

No tempo 3 os derivados LDT639 (75), LDT640 (67), LDT641 (72) e LDT642
(71) nao demonstraram alteragéo do perfil quando comparado ao tempo 2. Infere-se
que estes derivados foram capazes de impedir qualquer tipo de adogao de estruturas
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secundarias, uma vez que foi capaz de manter o peptideo em espiral aleatéria, como

observado na Figura 32.

Figura 32: DC — Analise in vitro da atividade antiagregante no tempo de 48 horas (Tempo 2).
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Os derivados LDT637 (74) e LDT638 (69) apresentaram banda positiva em
aproximadamente 197 nm que é indicativo da presenga de estruturas como folhas-3
(FASMAN, 1996; JUSZCZYK, KOTODZIEJCZYK & GRZONKA, 2005). Ademais, 74
ainda demonstrou demonstrou a banda negativa em 215 nm, que € mais uma
confirmagéo de sinal tipico para as estruturas em folhas- (BEROVA, NAKANISHI &
WOODY, 2000).

O padréao para o composto LDT544 (70) observado no Tempo 2 foi mantido no
Tempo 3, porém com maior intensidade (Figura 32). O derivado LDT643 (73) passou
a apresentar banda negativa em 210 a 220 nm, caracteristico de a-hélice
(KOBAYASHI, MURAKANA & MACK, 2012; JUSZCZYK, KOTODZIEJCZYK &
GRZONKA, 2005). Enquanto que LDT636 (68) parece apresentar transicao
conformacional entre espiral aleatéria/folhas-p para estruturas em folhas-p somente,
como representado pela banda negativa de 210 a 215 nm (BRUGGINK et al, 2012).

Apesar de LDT692 (76) se comportar como estruturas entre espiral aleatéria e
a-hélice no Tempo 2, parece induzir a transi¢do conformacional para adogao da forma
em espiral aleatoria no tempo 3, como observada a presenga da banda negativa em
aproximadamente 200 nm (POSTUMA et al, 2000; YANG et al, 2003). Foi observado
propor¢cdo de 55% de estruturas classificadas como “outras” no seu perfil de
deconvolugédo (Anexo 49). Os dados revelam que 76 foi capaz de desestabilizar as

interacdes intra/intermoleculares do peptideo.
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A partir do tempo 3, na MET (Figura 33), observa-se o aumento da densidade
de fibrilas para o controle negativo (BAs2) enquanto que o derivado LDT692 (76)
demonstra uma baixa densidade de agregados. Os derivados observados em induzir
a presenca de agregados amorfos foram LDT639 (75), LDT642 (71) e LDT643 (73).
Adicionalmente, LDT544 (70), LDT636 (68), LDT637 (74) e LDT641 (72)
demonstraram a presenca de fibrilas dispersas que tendem a se entrelacar ou ndo. O
derivado LDT640 (67) apresentou menor proporcao de fibrilas dispersas quando
comparado ao tempo 2.

Figura 33: MET — Analise in vitro da atividade antiagregante no tempo 3.
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Setas em vermelho destacam a presenga de agregados amorfos e fibrilas dispersas ou que tendem a
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se entrelacgar, enquanto que demais imagens demonstram baixa densidade de agregados.

Os dados gerias quanto ao ensaio de dicroismo circular (DC) estao
representados na Tabela 12.



Tabela 12: Dados gerais da analise de dicroismo circular.
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Anadlise da estrutura secundaria - Dicroismo Circular

Tempo 0 Tempo 1 Tempo 2 Tempo 3
BA42 Espiral aleatoria Espiral aleatoria* a-hélice folha-B
LDT544 (70) Espiral aleatéria Espiral aleatoria a-hélice a-hélice
LDT636 (68) folha-f Espiral aleatoria e folha-3 a-hélice folha-B
LDT637 (74) folha-B Espiral aleatoria Espiral aleatoria folha-B
LDT638 (69) Espiral aleatéria Espiral aleatoria Espiral aleatoria folha-B

LDT639 (75)

Espiral aleatéria

Espiral aleatéria

Espiral aleatéria

Espiral aleatéria

LDT640 (67)

Espiral aleatéria

folha-B

Espiral aleatéria

Espiral aleatéria

LDT641 (72)

Espiral aleatéria

Espiral aleatéria

Espiral aleatéria

Espiral aleatéria

LDT642 (71)

Espiral aleatéria

Espiral aleatéria

Espiral aleatéria

Espiral aleatéria

LDT643 (73)

Espiral aleatéria

a-hélice

folha-B

a-hélice

LDT692 (76) Espiral aleatéria Espiral aleatoria Espiral aleatéria e a-hélice  Espiral aleat6ria

*Espiral aleatérial, ¢/ pouco ou nenhuma a-hélice e folha-£.

De maneira geral, foi possivel observar que os derivados com contribuicdo
hidrofobica sdo melhores para a indugdo de estruturas como espiral aleatéria bem
como induzir a uma baixa densidade de agregados, como observado na microscopia
eletrbnica de transmissao (MET). Em especial, foi observado que a homologagao dos
derivados LDT637 (74), LDT638 (69) e LDT692 (76) favorece a adogao de tais
estruturas. Sendo que 76 foi o de melhor perfil, seguido do 69 e 74.

Para os derivados ciclicos de 6 membros — LDT638 (69), LDT639 (75), LDT640
(67), LDT641 (72), LDT642 (71) e LDT643 (73) — na MET demonstraram, de forma
geral, menor densidade de agregados e fibrilas quando comparado ao controle
negativo. O melhor perfil € representado por aqueles que demonstram substituintes
com contribuicdo hidrofébica principalmente, seguido de aceptores de ligagado de
hidrogénio (ALH) e doadores de ligagao de hidrogénio (DLH).

Os resultados ainda revelaram que os derivados 73, 75 e 71 apresentaram
perfis destacados, uma vez que por todo o periodo do ensaio foram capazes de
manter o peptideo como espiral aleatéria; enquanto os derivados 69 e 67
demonstraram adogao de espiral aleatéria na maior parte do ensaio e folhas-3 no
tempo 3 e tempo 1, respectivamente. Por fim, 72 com contribuigdo hidrofébica e de
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ALH, induziu os peptideos a adotarem estruturas em a-hélice na maior parte do
ensaio, apresentando folhas-§ somente no tempo 2.

Também foi observado que a contribuicdo hidrofébica do substituinte de cadeia
aberta, LDT636 (68), favorece a adogao de estruturas como folhas-f§ na maior parte
de realizacdo do ensaio. Enquanto que as contribuicdbes aromatica e hidrofébica
observadas no derivado LDT544 (70) favorece a adogao de espiral aleatoria e a-
hélice. Estes derivados também foram observados capazes de induzir menor
densidade de agregados e fibrilas na MET.

Analisando em conjunto os dados obtidos nos ensaios de DC e MET foi

observado que a contribuigdo hidrofébica dos homaologos ciclicos favorece a adogéo
de estruturas como espiral aleatéria com baixa densidade de agregados, apesar da
presenca de poucas fibrilas curtas. O mesmo comportamento foi observado para os
derivados ciclicos de 6 membros. Vale destacar que embora o perfil de DC tenha sido
melhor aos que possuem contribuicdo hidrofébica, os compostos com contribuicdo de
grupos ALH apresentaram menor densidade. Para o substituinte de cadeia aberta, o
favorecimento para adogéo de estruturas como folhas-f, com a presenca de muitas
fibrilas dispersas, foi observado. Ja a contribuicdo concomitante como
aromatico/hidrofobico favorece a adogdo de espiral aleatéria e a-hélice, com baixa

densidade de agregados.
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Avaliacdo do Perfil Antioxidante
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13 AVALIAGAO DO PERFIL ANTIOXIDANTE

O ensaio da capacidade antioxidante de radicais hidroxila (HORAC) & uma
ferramenta classica para medir a capacidade antioxidante de compostos de uma
variedade de amostras. O ensaio da atividade HORAC segue o principio do ensaio da
capacidade de absorbancia do radical oxigénio (ORAC) que é baseado na oxidag&o
de uma sonda fluorescente pelo radical peroxila — ROO- (CAO et al, 1993; OU,
HAMPSCH-WODILL & PRIOR, 2001). Entretanto, no ensaio HORAC a sonda é
consumida pelo radical hidroxila (OH-) pelo processo de transferéncia do atomo de
hidrogénio.

Os radicais hidroxila sdo produzidos a partir de uma fonte radicalar e pelo
Reagente de Fenton que reduz a sonda fluorescente sobre o tempo. Os antioxidantes
presentes no ensaio funcionam como bloqueadores da oxidagao do radical hidroxila
da sonda fluorescente até que a atividade antioxidante na amostra esteja esgotada. A
capacidade antioxidante da amostra, portanto, correlaciona-se com o decaimento da
curva de fluorescéncia, que € usualmente representada como area sob a curva (ASC).
A ASC é usada para quantificar o total da atividade antioxidante do radical hidroxila
em uma amostra, e € comparado com a curva padréo do antioxidante acido galico
(AG) denominada como equivalente de acido galico (EAG). Os dados obtidos quanto
ao perfil antioxidante esta representado na Tabela 13.

Tabela 13: Atividade antioxidante por OH- expressos como EAG.

Derivados Atividade de retirada de OH- como equivalente de acido galico (EAG)
Valor Médio * DP
LDT544 (70) 3,70 £ 0,50
LDT636 (68) 5,49 £+ 0,09
LDT637 (74) 4,88 + 0,049
LDT638 (69) 4,37 £ 0,54
LDT639 (75) 4,38 +0.23
LDT640 (67) 9,73 £ 0.86
LDT641 (72) 1,49 £0.20
LDT642 (71) 4,80 £ 0.49
LDT643 (73) 4,52 + 0.64
LDT692 (76) 3.50+0.23
Curcumina (17) 6,21 + 0,91

Acido ferulico 4,04 + 0,51




119

13.1 ALCOOIS DERIVADOS ORTO-HIDROXIAMINOMETILSUBSTITUIDOS (SERIE
3)

O decaimento da area sob a curva (ASC) esta relacionado a capacidade
antioxidante dos compostos avaliados, e os resultados estdo expressos como
equivalentes de AG (EAG), representados na Figura 34. Como controles foram
utilizados a curcumina (17) e o acido ferulico, que apresentaram 6,21 e 4,04 EAG,
respectivamente. Os valores obtidos a partir da avaliagcdo dos compostos testados
variaram de 1,49 a 9,73 EAG.

Figura 34: Atividade antioxidante dos compostos.
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GAE: gallic acid equivalent (equivalente de acido galico — EAG).

Foi observado que o derivado LDT640 (67) demonstrou o melhor perfil
antioxidante, apresentando atividade maior que os controles. Este derivado é
caracterizado por possuir o substituinte morfolina que apresenta contribuicbes como
aceptor de ligagao de hidrogénio (ALH) bem como nitrogénio protonados (Pka 7,0) no
pH dos ensaios. Acredita-se que a sua atividade antioxidante esteja relacionada pela

interagdo intramolecular entre a hidroxila fendlica com o atomo de oxigénio da
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morfolina, o que resultaria em uma conformacao que € capaz de “sequestrar” radicais
livres, com consequente efeito antioxidante.

Ademais o segundo mais potente foi o derivado LDT636 (68), que apresentou
perfil antioxidante semelhante aos controles utilizados. O derivado 68 é caracterizado
por apresentar grupo ALH de cadeia aberta com dois substituintes etila (N,N-
dietilamina). Seguindo a mesma teoria para a atividade de 67, o derivado 68 também
pode apresentar interacédo intramolecular. Entretanto, 68 apresentou menor atividade
antioxidante, sugerindo que o atomo de oxigénio parece modular positivamente a
atividade antioxidante quando comparado ao atomo de nitrogénio.

Os derivados LDT637 (74), LDT642 (71), LDT643 (73), LDT639 (75) e LDT638
(69) apresentaram perfis antioxidante semelhantes (4,37 a 4,88 EAG) e no mesmo
nivel dos controles, porém, com atividade menor que observada para 67 e 68. O
derivado 74, caracterizado pelo substituinte pirrolidina, teve menor atividade que os
dois melhores antioxidantes, possivelmente devido a maior proporgdo de moléculas
protonadas que ALH no atomo de nitrogénio livre.

Ja os derivados N-metilpiperazina (71) e N-acetilpiperazina (73) apresentaram
menor atividade antioxidante. Os compostos 71 e 73 exibiram perfis equivalentes,
provavelmente relacionados a contribuicdes semelhantes (Hidrofobico e ALH); e
sugerindo que a conformacao fornecida para a interagédo intramolecular a partir de seu
ALH néo seja adequada para a atividade antioxidante.

Os compostos LDT544 (70) e LDT692 (76) apresentaram atividade antioxidante
menor que os controles, justamente devido ao grande volume de seus substituintes.
O de menor atividade antioxidante, LDT641 (72) com o substituinte piperazina, n&o
demonstra grande nivel de impedimento estérico. Entretanto este derivado demonstra
a presenca de dois ALH e um doador de ligagdo de hidrogénio (DLH). E provavel que
a presenca deste DLH possa interferir de forma negativa para o efeito antioxidante,
resultando no composto de menor atividade.

Levando em consideracgao estas informacoes, percebe-se que o melhor perfil
como antioxidante apresenta contribuigdo como ALH, sendo o atomo de oxigénio
como o de melhor perfil. Ja a presenga de grupos que fornegam algum impedimento
estérico sdo capazes de diminuir o nivel antioxidante, sendo que aqueles com maior
grau de impedimento o consequente maior decaimento da atividade. Ainda mais, a

presenca de um DLH decai perceptivelmente no perfil antioxidante.
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Avaliacao do Perfil de Permeabilidade
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14 AVALIAGAO DO PERFIL DE PERMEABILIDADE

14.1 AVALIAGAO DO PERFIL DE PERMEABILIDADE (SERIE 3)

A predigao da penetragao da barreira hematoencefalica (BHE) dos compostos
testados pela metodologia PAMPA esta resumida na Tabela 14. De acordo com DI et
al (2003), foi relatado que compostos com permeabilidade (Pe) menor que 2,0 x 106
cm.s” sdo classificados como nido permeaveis a BHE (BHE-); enquanto que
compostos com Pe maior que 4,0 x 10° cm.s™! sdo reconhecidos como permeaveis a
BHE (BHE+).

Tabela 14: Dados da estimacao da penetracdo na BHE obtidos a partir do ensaio de PAMPA para os

derivados da Série 3.

Estimacao da penetragdo na BHE

Derivados

B T o | commoles | (FOEEPM T o
LDT544 (70) N.D. BHE - Tacrina (2) 5,94 + 0,67 BHE +
LDT636 (68) 70+£1,9 BHE + Donepezil (3) 21,93 £ 2,06 BHE +
LDT637 (74) 11,8+0,8 BHE + Rivastigmina (5) 18,69 + 2,03 BHE +
LDT638 (69) 12,05 + 0,95 BHE + Clorotiazida 0,66 + 0,28 BHE -
LDT639 (75) 12,15+ 0,55 BHE + Furosemida 0,13+ 0,05 BHE -
LDT640 (67) 13,55+ 0,85 BHE + Ranitidina 0,04 + 0,02 BHE -
LDT641 (72) 6,15 £ 0,55 BHE + Sulfasalazina 0,09 £ 0,053 BHE -
LDT642 (71) 12,45+ 0,45 BHE +
LDT643 (73) 10,85 £ 1,05 BHE +
LDT692 (76) 8,6 £ 0,66 BHE +

BHE+: permeavel a barreira hematoencefalica; BHE-: ndo permeavel a barreira hematoencefalica;

Pe: permeabilidade; N.D.: ndo determinado.

Baseado nos dados obtidos, os compostos avaliados demonstraram alta
probabilidade de atravessar a BHE por difusdo passiva. Os resultados foram
comparados com os farmacos padrdes, onde a disponibilidade da BHE & conhecida e
também reportadas em ensaios utilizando a metodologia PAMPA (DI et al, 2009;
WANG et al, 2005). O derivado LDT544 (70) nao foi categorizado devido a sua baixa
solubilidade no meio de ensaio.
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15 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

O presente estudo possibilitou a obtencdo de novos ligantes multialvo
realizados a partir da mistura de cadanois (1A-C) para o tratamento da doencga de
Alzheimer.

Considerando a etapa de sintese organica foram sintetizados dois
intermediarios-chave, LDT71 (53, 60%) e LDT108 (54, 64%), e dezenove compostos
em rendimentos que variaram entre 21% a 91%. A caracterizagdo estrutural dos
intermediarios e derivados-alvo por meio de métodos espectroscopicos de analise por
RMN de 'H e RMN de 3C permitiram ratificar a obtengédo dos compostos planejados
neste trabalho.

Quanto a avaliagdo do perfil biolégico dos derivados, o0s ensaio
anticolinesterasico demonstrou capacidade em inibir as enzimas em percentuais que
variaram de 10% a 75% (hAChE) e de 10% a 80% (hBuChE). Seus respectivos Clsg
variaram de 6,68 pM a 30,0 uM (hAChE) e de 0,47 uM a 17,5 uM (hBuChE). Para os
derivados alcool orto-substituidos destaca-se LDT638 (73) como melhor composto
(AChE Clso 30,0 uM; BuChE Clsg 6,12 uM); enquanto que para os derivados da série
de benzilamidas/aminas orto-substituidos destaca-se LDT577 (57, AChE Clso 7,2 pM;
BuChE Clso 1,28 uyM) e LDT579 (62, AChE Clso 6,68 uM; BUChE Clso 0,47 uM); Por
fim, para a série de derivados 2-metoxibenzilamidas/aminas orto-substituidas
destaca-se LDT585 (62, BuChE Clso 2,15 yM) e LDT587 (63, BUChE Clso 0,74 pM).

Os ensaios frente a agregacado BA demostraram a capacidade dos derivados-
alvo interferirem no processo de agregacéo do peptideo. Neste sentido foi observado
que derivados com contribuicdo hidrofobica sdo melhores para manter um perfil de
espiral aleatéria por um periodo de 72 horas demonstrando baixa densidade de
agregados. Dentre os derivados homologos ciclicos destacou-se LDT692 (76); e para
os derivados ciclicos substituidos LDT639 (75), LDT641 (74) e LDT642 (71). Ademais,
o derivado LDT636 (68) favoreceu estruturas como folhas-f, apesar de demonstrar
baixa densidade de agregados e fibrilas dispersas.

O ensaio da avaliagao do perfil antioxidante dos derivados-alvo revelou que o
melhor perfil como antioxidante sdo referentes aos compostos que apresentem

contribuicdo como aceptor de ligagdo de hidrogénio (ALH). Sobretudo, observou-se
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que a presenga de grupos que fornegam algum impedimento estérico sdo capazes de
diminuir o nivel antioxidante dos derivados, bem como a presen¢a de um doador de
ligacdo de hidrogénio (DLH). O melhor antioxidante foi o derivado LDT640 (67, 9,73
EAG), enquanto que a maioria dos derivados mantiveram perfil semelhante aos
controles. Apenas 3 dos compostos avaliados demonstraram atividade antioxidante
menor que o controle;

Adicionalmente, foi demonstrado que todos os derivados sdo capazes de
atravessar a barreira hematoencefalica, exceto LDT544 (70) que nao foi categorizado
devido ao resultado tendencioso a sua baixa solubilidade no meio de ensaio.

Tomando em consideracio todas as analises realizadas, destaca-se o derivado
LDT638 (69). Em primeiro lugar, 69 apresentou o melhor perfil dual no ensaio de
inibicho de colinesterases, seguindo por seu comportamento na avaliagdo
antiagregante onde foi capaz, até o tempo 2, manter o peptideo como espiral aleatoria.
Além de exibir densidade de agregados menor do que o controle negativo. Ainda mais,
demonstrou perfil antioxidante dentro da faixa dos controles utilizados no ensaio, além
de demonstrar permeabilidade a BHE. Portanto, devido a estas caracteristicas, 69 foi
considerado o melhor derivado com base nos ensaios realizados até o momento.

A finalizagdo da avaliagdo farmacologica dos compostos quanto a atividade
anticolinesterasica, antiagregante e antioxidante se faz necessaria para melhor
racionalizagcdo dos resultados e estabelecimento de relagdes estrutura-atividade.
Ademais, a avaliacdo da toxicidade dos agregados gerados na presenca dos
derivados-alvo também é uma das perspectivas deste trabalho.
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ANEXO 1 - Espectro de Infravermelho (cm, KBr): 3-(8-hidroxioctil)fenol (LDT71)
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ANEXO 2 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls): 3-(8-hidroxioctil)fenol (LDT71)
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ANEXO 3 - Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDCls): 3-(8-hidroxioctil)fenol (LDT71)
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ANEXO 4 — Espectro de Infravermelho (cm™, KBr): Acido 8-(3-Hidroxifenil)octanoico (LDT108)
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ANEXO 5 — Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCls): Acido 8-(3-Hidroxifenil)octanoico (LDT108)
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ANEXO 6 — Espectro de RMN "3C (125 MHz, CDCls): Acido 8-(3-Hidroxifenil)octanoico (LDT108)
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ANEXO 7 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls): N-benzil-8-(3-hidroxifenil)octanamida (LDT576)
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ANEXO 8 — Espectro de RMN "3C (125 MHz, CDCls): N-benzil-8-(3-hidroxifenil)octanamida (LDT576)
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ANEXO 9 - Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCls): 8-(3-hidroxifenil)-N-[(2-metoxifenil)metiljoctanamida (LDT592)
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ANEXO 10 — Espectro de RMN "3C (125 MHz, CDCls): 8-(3-hidroxifenil)-N-[(2-metoxifenil)metiljoctanamida (LDT592)
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ANEXO 11 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls): 3-[8-(benzilamino)octillfenol (LDT577)
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ANEXO 12 — Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCls): 3-[8-(benzilamino)octil]fenol (LDT577)
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ANEXO 13 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls): 3-(8-{[(2-metoxifenil)metillamino}octil)fenol (LDT593)
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ANEXO 14 — Espectro de RMN "3C (75 MHz, CDCls): 3-(8-{[(2-metoxifenil)metillamino}octil)fenol (LDT593)
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ANEXO 15 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDClIs3): N-benzil-8-{4-[(dietilamino)metil]-3-hidroxifenil}joctanamida (LDT582)
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ANEXO 16 — Espectro de RMN "3C (75 MHz, CDCIs): N-benzil-8-{4-[(dietilamino)metil]-3-hidroxifenil}octanamida (LDT582)
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ANEXO 17 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDCls): 2-{[benzil(metil)amino]metil}-5-[8-(benzilamino)octillfenol (LDT579)
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ANEXO 18 — Espectro de RMN 3C (125 MHz, CDCls): 2-{[benzil(metil)amino]metil}-5-[8-(benzilamino)octillfenol (LDT579)
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ANEXO 19 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls): 2-{[benzil(etil)amino]metil}-5-[8-(benzilamino)octillfenol (LDT581)
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ANEXO 20 - Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDCls): 2-{[benzil(etil)amino]metil}-5-[8-(benzilamino)octil]fenol (LDT581)
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ANEXO 21 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls2-{[benzil(metil)amino]metil}-5-(8-{[(2-metoxifenil)metillamino}octil)fenol (LDT585)
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ANEXO 22 — Espectro de RMN "3C (75 MHz, CDCls): 2-{[benzil(metil)amino]metil}-5-(8-{[(2-metoxifenil)metillamino}octil)fenol (LDT585)
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ANEXO 23 - Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls): 2-{[benzil(etil)amino]metil}-5-(8-{[(2-metoxifenil)metillamino}octil)fenol (LDT587)
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ANEXO 24 — Espectro de RMN "3C (75 MHz, CDCls): 2-{[benzil(etil)amino]metil}-5-(8-{[(2-metoxifenil)metillamino}octil)fenol (LDT587)
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ANEXO 25 — Espectro de Infravermelho (cm™, KBr): 5-(8-hidroxioctil)-2-[(morfolin-4-il)metillfenol (LDT640)
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ANEXO 26 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls): 5-(8-hidroxioctil)-2-[(morfolin-4-il)metil]fenol (LDT640)
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ANEXO 27 — Espectro de RMN '3C (75 MHz, CDCls): 5-(8-hidroxioctil)-2-[(morfolin-4-il)metillfenol (LDT640)
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ANEXO 28 — Espectro de Infravermelho (cm™, KBr): 2-[(dietilamino)metil]-5-(8-hidroxioctil)fenol (LDT636)
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ANEXO 29 — Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCls): 2-[(dietilamino)metil]-5-(8-hidroxioctil)fenol (LDT636)
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ANEXO 30 — Espectro de RMN "3C (75 MHz, CDCls): 2
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ANEXO 31 — Espectro de Infraversmelho (cm™', KBr): 5-(8-hidroxioctil)-2-[(piperidin-1-il)metillfenol (LDT638)
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ANEXO 32 — Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCls): 5-(8-hidroxioctil)-2-[(piperidin-1-il)metil[fenol (LDT638)
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ANEXO 33 — Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDCls): 5-(8-hidroxioctil)-2-[(piperidin-1-il)metil]fenol (LDT638)
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ANEXO 34 — Espectro de Infravermelho (cm™, KBr): 2-{[benzil(metil)amino]metil}-5-(8-hidroxioctil)fenol (LDT544)
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ANEXO 35 — Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCls): 2-{[benzil(metil)amino]metil}-5-(8-hidroxioctil)fenol (LDT5
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ANEXO 36 — Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDCls): 2-{[benzil(metil)amino]metil}-5-(8-hidroxioctil)fenol (LDT544)
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ANEXO 37 — Espectro de RMN 'H (500 MHz, CDClIs): 5-(8-Hidroxioctil)-2-[(4-metilpiperazin-1-il)metil]fenol (LDT642)
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ANEXO 38 — Espectro de RMN "3C (125 MHz, CDClIs): 5-(8-Hidroxioctil)-2-[(4-metilpiperazin-1-il)metillfenol (LDT642)
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ANEXO 39 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls): 5-(8-Hidroxioctil)-2-[(piperazin-1-il)metiljfenol (LDT641)
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ANEXO 40 — Espectro de RMN "3C (75 MHz, CDCls): 5-(8-Hidroxioctil)-2-[(piperazin-1-il)metillfenol (LDT641)
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ANEXO 41 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls): 1-(4-{[2-Hidroxi-4-(8-hidroxioctil)feniljmetil}piperazin-1-il)etan-1-ona (LDT643)
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ANEXO 42 — Espectro de RMN 3C (75 MHz, CDCls): 1-(4-{[2-Hidroxi-4-(8-hidroxioctil)feniljmetil}piperazin-1-il)etan-1-ona (LDT643)

© ¢ DONWONITOND®OONN
> © N o T OO ANQO YN O
NN © AN -HA~ DD D0 —
[N DOITTOOOANNA N

— 169.19
— 157.29
— 14471
— 129.01

©
@«
~
=
s

0
«
©
=t
=

_—119.85

T T T T T T T T T T T T T T T T
170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20

186



ANEXO 43 — Espectro de RMN "H (300 MHz, CDCls): 5-(8-Hidroxioctil)-2-[(pirrolidin-1-il)metil]fenol (LDT637)
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ANEXO 44 — Espectro de RMN "3C (75 MHz, CDCls): 5-(8-Hidroxioctil)-2-[(pirrolidin-1-il)metil]fenol (LDT637)

OH

7

— 157.95

— 143.81

— 127.78

™= - I~
N © NN ©
~© ™ 0 M
[N OO W

A A

A ——

-

T
160

T
150

T
140

T
130

T T T T T
120 110 100 90 80

T T
70 60

50

40

30

T
20

188



ANEXO 45 — Espectro de RMN 'H (300 MHz, CDCls): 5-(8-Hidroxioctil)-2-[(tiomorfolin-4-il)metil]fenol (LDT639)
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ANEXO 46 — Espectro de RMN "3C (75 MHz, CDCls): 5-(8-Hidroxioctil)-2-[(tiomorfolin-4-il)metillfenol (LDT639)
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ANEXO 47 — Espectro de RMN "H (500 MHz, CDCls): 2-[(azepan-1-il)metil]-5-(8-hidroxioctil)fenol (LDT692)
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ANEXO 48 — Espectro de RMN '3C (125 MHz, CDCls): 2-[(azepan-1-il)metil]-5-(8-hidroxioctil)fenol (LDT692)
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ANEXO 49 — Deconvolugéo dos espectros de dicroismo circular

Analise da estrutura secundaria para 53 uM

A42 + Compostos - Tempo 0

Analise da estrutura secundaria para 53 uM

A42 + Compostos - Tempo 2

a-hélice Folha-f Turn Folha- + Turn Outros a-hélice Folha-f Turn Folha- + Turn Outros

BA42 2,60% 27,30% 15,20% 42,50% 54,90% BA42 3,50% 29,20% 12,80% 42,00% 54,50%
LDT637 2,30% 26,20% 17,60% 43,80% 50,90% LDT637 3,10% 27,30% 15,00% 42,30% 54,60%
LDT639 2,30% 26,50% 15,50% 42,00% 55,70% LDT639 2,20% 24,90% 16,10% 41,00% 56,80%
LDT641 2,40% 27,10% 15,20% 42,30% 55,30% LDT641 4,00% 32,40% 15,90% 48,30% 47,70%
LDT642 2,50% 26,70% 15,20% 41,90% 55,40% LDT642 3,90% 31,30% 14,50% 45,80% 50,30%
LDT643 5,50% 19,80% 14,40% 34,20% 60,30% LDT643 3,90% 20,50% 17,70% 38,20% 58,00%
Andlise da estrutura secundaria para 53 pyM BA42 + Compostos - Tempo 1 Anadlise da estrutura secundaria para 53 yM BA42 + Compostos - Tempo 3
a-hélice Folha-f Turn Folha- + Turn Outros a-hélice Folha-f Turn Folha- + Turn Outros

BA42 12,60% 16,70% 19,80% 36,50% 50,80% BA42 9,00% 28,20% 12,00% 40,20% 50,80%
LDT637 4,00% 21,20% 14,80% 36,00% 60,00% LDT637 7,60% 29,50% 17,10% 46,60% 45,90%
LDT639 2,20% 29,10% 17,20% 46,30% 51,50% LDT639 6,10% 15,20% 18,10% 33,30% 60,70%
LDT641 2,80% 16,40% 18,90% 35,30% 61,80% LDT641 4,50% 18,80% 21,50% 40,30% 55,20%
LDT642 10,00% 20,30% 16,80% 37,10% 52,90% LDT642 5,50% 26,80% 16,80% 43,60% 51,00%
LDT643 4,40% 20,90% 14,80% 35,70% 59,90% LDT643 3,30% 26,30% 12,60% 38,90% 57,80%

Analise da estrutura s

ecundaria para 66 yM

A42 + Compostos - Tempo 0

Analise da estrutura s

ecundaria para 66 uM

A42 + Compostos - Tempo 2

a-hélice Folha-f Turn Folha- + Turn Outros a-hélice Folha-f Turn Folha- + Turn Outros

BA42 12,40% 21,10% 16,10% 37,20% 50,40% BA42 14,30% 27,40% 11,50% 38,90% 46,90%
LDT544 6,50% 30,60% 13,70% 44,30% 49,20% LDT544 12,30% 16,80% 19,30% 36,10% 51,60%
LDT636 4,20% 30,80% 13,80% 44,60% 51,10% LDT636 3,40% 31,00% 14,40% 45,40% 51,10%
LDT638 3,40% 29,90% 14,60% 44,50% 52,10% LDT638 7,40% 20,90% 20,70% 41,60% 50,90%
LDT640 2,80% 27,30% 14,40% 41,70% 55,40% LDT640 4,80% 17,60% 17,40% 35,00% 60,20%
LDT692 1,80% 33,70% 15,60% 49,30% 48,90% LDT692 8,10% 24,10% 18,80% 42,90% 49,00%

Analise da estrutura s

ecundaria para 66 yM

A42 + Compostos - Tempo 1

Analise da estrutura s

ecundaria para 66 uM

A42 + Compostos - Tempo 3

a-hélice Folha-f Turn Folha- + Turn Outros a-hélice Folha-f Turn Folha- + Turn Outros

BA42 2,90% 28,10% 14,90% 43,00% 54,00% BA42 8,80% 31,50% 11,40% 42,90% 48,20%
LDT544 7,00% 19,70% 17,40% 37,10% 56,00% LDT544 13,10% 27,20% 12,50% 39,70% 47,10%
LDT636 2,80% 22,80% 16,60% 39,40% 57,80% LDT636 3,00% 25,70% 12,90% 38,60% 58,40%
LDT638 3,10% 16,50% 19,00% 35,50% 61,40% LDT638 12,00% 19,50% 21,40% 40,90% 47,10%
LDT640 4,30% 26,50% 14,60% 41,10% 54,50% LDT640 6,00% 24,90% 14,70% 39,60% 54,40%
LDT692 2,60% 20,70% 16,70% 37,40% 60,00% LDT692 3,10% 26,70% 15,00% 41,70% 55,20%
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