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RESUMO

A doenca de Alzheimer continua sendo um dos grandes desafios da saude
publica, cujo nimero de pacientes afetados aumentara de 35 milhdes para
surpreendentes 139 milhdes até 2050. A incerteza sobre a etiologia e a natureza
multifatorial da doenca de Alzheimer (DA) sdo razbes para a falta de farmacos
eficazes a0 mesmo tempo que séo a base para o desenvolvimento de ligantes
multialvos-dirigidos (LMAD). A medida que os casos aumentam nos paises em
desenvolvimento, ha necessidade de novos medicamentos que sejam nao
apenas eficazes, mas também acessiveis. Com essa motivacdo, descrevemos
os primeiros LMAD sustentaveis, derivados do liquido da casca de castanha de
caju (LCC) — residuo alimentar barato com propriedades anti-inflamatorias.
Aplicamos uma combinacdo das estruturas dos componentes do LCC
funcionalizados e modelos de acetilcolinesterase (AChE)/butirilcolinesterase
(BChE) bem estabelecidos para a tacrina. Os LMAD foram selecionados com
base na toxicidade em células hepaticas, neuronais e microgliais. Estudos
enzimaticos revelaram inibidores potentes e seletivos de AChE/BChE (43, 44 e
61), com atividades subnanomolares. A investigacdo em células da microglia BV-
2 revelou atividades antineuroinflamatoérias e neuroprotetoras para 43 e 44 (a

0,01 uM), confirmando o planejamento racional para esta classe de compostos.

Palavras-chave: Doenca de Alzheimer, colinesterases, Ligantes Multialvo-
dirigidos, Hibridos tacrina, LCC



ABSTRAT

Alzheimer's disease remains one of the great public health challenges, whose
number of affected patients will increase from 35 million to an astonishing 139
million by 2050. Uncertainty about the etiology and multifactorial nature of
Alzheimer's disease (AD) are reasons for the lack of effective drugs while being
the basis for developing multi-target ligands (MTDLs). As cases increase in
developing countries, there is a need for new drugs that are not only effective but
also affordable. With that motivation, we describe the first sustainable MTDLS,
derived from cashew nut shell liquid (CNSL) — inexpensive food waste with anti-
inflammatory properties. We apply a combination of functionalized CNSL
component structures and well-established acetylcholinesterase
(AChE)/butyrylcholinesterase (BChE) tacrine templates. MTDLs were selected
based on hepatic, neuronal, and microglial cell toxicity. Enzymatic studies
revealed potent and selective AChE/BChE inhibitors (43, 44, and 61) with
subnanomolar activities. Investigation in BV-2 microglial cells revealed
antineuroinflammatory and neuroprotective activities for 43 and 44 (at 0.01 pM),
confirming the rational design for this class of compounds.

Keywords: Alzheimer's disease, cholinesterases, Multi-target-directed ligands,
tacrine hybrids, CNSL
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1. INTRODUCAO

A Doenca de Alzheimer (DA), descrita ha mais de 110 anos por Emil
Kraepelin, é a principal causa de deméncia entre pessoas de faixa acima dos 60
anos de idade. Com forte impacto social, econdbmico e de saude publica, a DA
atinge cerca de 55 milhdes de pessoas em todo o mundo, com perspectiva de
alcancar 78 milhdes em 2030 e 139 milhdes em 2050, em face do aumento da
expectativa de vida (Gauthier et al., 2022; Alzheimer’s Association, 2022).

A DA apresenta-se em multiplos mecanismos patogénicos que envolvem a
deposicdo de proteinas beta-amiloide levando a formacdo de placas senis
(CASTRO; MARTINEZ, 2006); a hiperfosforilacdo da proteina tau que destréi a
organizacao de microtubulos nos neurénios e leva a formacéo de emaranhados
neurofibrilares (ALONSO; GRUNDKE-IQBAL, 1996; PEREZ-NIEVAS et al.,
2013) e a atrofia neuronal; o aumento do estresse oxidativo (ANDERSEN, 2004;
DUMONT; BEAL, 2011); o comprometimento da fungdo mitocondrial (CANO-
ABAD et al., 2001); e a deterioracdo da transmissdo sinaptica (JELLINGER,
2006; CUMMINGS, 2004; KOLEV et al., 2009; ITO et al., 2010; BERTRAM et
al., 2010). Esta dltima suportou a hipétese colinérgica, na qual inibidores
reversiveis da enzima acetilcolinesterase (AChEi) constituem o0s principais
medicamentos aprovados pela Food and Drug Adminstration (FDA) para o
tratamento inicial da DA, pela restauragdo parcial da hipofuncéo colinérgica com
melhora nos processos cognitivos. Além disso, estudos com cérebros de
pacientes com Alzheimer mostraram que o0s niveis de citocinas proé-
inflamatérias e.g. Interleucinas (IL-1b, IL-6, IL-12) e fator de necrose tumoral
alfa (TNF-a) bem como proteina c-reativa, também estdo associados a
patogénese da doenca, induzindo o processo de neurodegeneracdo e
ocasionando alteragGes funcionais e/ou morte cerebral (HOLMES et al., 2009;
TAKADA, 2017).

Tendo em consideracdo sua caracteristica multifatorial e que a terapéutica
baseada em Unico alvo ndo interrompe o progresso da doencga, novos estudos
baseados no planejamento racional de farmacos tém focado atencdo a
estratégia denominada ligantes multialvo-dirigidos (LMAD) por meio de
arcaboucos multifuncionais capazes de atuar em distintos alvos moleculares na
cascata neurodegenerativa da DA (LEON; GARCIA; MARCO-CONTELLES,
2011; RAMPA et al., 2011; BOLOGNESI et al., 2011; CAVALLI et al., 2008; LUO,



O 00 N o u B~ W N P

(I )
= O

20
et al., 2011; DOS SANTOS TRAMONTIN et. al., 2020; LEMES et. al., 2016;
RAMOS et. al., 2021).

Os principais constituintes do liquido da casca da castanha de caju (LCC),
um residuo da industria de beneficiamento da castanha de caju, ndo comestivel
e abundante no Nordeste brasileiro, tém sido explorados no planejamento
racional de farmacos e.g. bactericidas, fungicidas, antiproliferativos, anti-
inflamatorios e anticolinesterasicos. Neste sentido, descrevemos neste trabalho
a sintese e avaliacdo de derivados tetraidroacridinicos planejados a partir dos
lipideos fendlicos do LCC como ligantes multialvos para Doenca de Alzheimer em

continuidade aos nossos esfor¢os visando a obtencdo de candidatos a farmacos
sustentaveis e de baixo custo para o tratamento de doencas neurodegenerativas.
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2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. PREVALENCIA DA DOENCA DE ALZHEIMER

O envelhecimento populacional no Brasil vem alterando a piramide etaria nas
tltimas décadas (Figura 1), seguindo a tendéncia mundial de estreitamento da
base e alargamento do corpo e topo (idosos). Segundo o Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE, 2018), o Brasil apresenta mais de 28 milhdes de
pessoas nessa faixa etaria, nimero que representa 13% da populagdo do pais.
As estatisticas apontam que em 2043 um quarto da populacdo deverd ter mais
de 60 anos, enquanto a propor¢cdo de jovens até 14 anos sera de 16,3%. E a
partir de 2047 a populacdo devera parar de crescer, contribuindo para o processo
de envelhecimento populacional (PERISSE, MARLI, 2019)

Figura 1: Projecéo da populacdo por sexo e idade para o Brasil até 2060

omen et 1940 1980

0

wm " "

Fonte: Projecdes da Populagéo: Brasil e unidade de Federacgédo, revisdo 2018 (IBGE 2018)

Com o aumento de idosos observa-se também o aumento na prevaléncia de
doencas neurodegenerativas e.g. Doenca de Alzheimer (DA) e Doenca de
Parkinson (DP). A prevaléncia de pessoas entre 65 e 69 anos de idade que
possuem a Doenca de Alzheimer € de 1,4 % e aumenta consideravelmente aos
85 anos (20,8 %), subindo para 38,6 % aos 90 anos (SANTOS et al., 2020).

Cerca de 55 milhGes de pessoas no mundo sofrem com deméncia e
aproximadamente 10 milhdes de novos casos séo registrados por ano. Em razéo

do envelhecimento da populacéo global, a Organizacdo Mundial da Saiude (OMS
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2021) estima que os atuais 55 milhdes com a DA aumentara para 139 milhdes
até 2050. Muito deste aumento deve-se claramente ao aumento do nimero de

pessoas com deméncia em paises de baixo e médio rendimento (Grafico 1).

Grafico 1: Crescimento do nimero de pessoas com deméncia (em milhdes) em
paises de elevado, baixo e médio rendimento.
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Fonte: Alzheimer’s Disease Internacional, 2019

Os nove paises, computados em 2010, com 0 maior nimero de pessoas com
deméncia foram a China (5,4 milhdes), EUA (3,9 milhdes), india (3,7 milhdes),
Japéo (2,5 milhdes), Alemanha (1,5 milhdes), Russia (1,2 milhdes), Franca (1,1
milh&o), Italia (1,1 milhdo) e o Brasil (1,0 milhdo) (ALZHEIMER'S DISEASE
INTERNACIONAL, 2019). Em 2019, a OMS estimou o0 gasto total com
deméncias no mundo seja em torno 1,3 trilhdo de ddlares, equivalente a 1,1 %
do PIB mundial e que aumenta a cada ano, juntamente com o aumento da
populacao idosa (SANTOS et al., 2020).



O 00 N O b WwWwNBE

W W W W W W W N N N N N NN N NN N DN P PR PP R, R, R R R
a v A W N P O O 0 N OO U B W N P O O O N O U B W N = O

24
2.2. A DOENCA DE ALZHEIMER

Em 1906, Alois Alzheimer descreveu aspectos anatomopatolégicos da
doenca dos neurdnios do Cértex Cerebral cujas principais caracteristicas eram
0 acumulo de placas senis, de emaranhados neurofibrilares e a perda neuronal.
Em 1910, Emil Kraepelin estudou casos semelhantes dessa doenca e propds o
nome Doenca de Alzheimer em homenagem ao psiquiatra e neuropatologista
Alois Alzheimer (VIEGAS et al., 2011).

No desenvolvimento da DA h& a reducéo das extensGes neuronais e atrofia
cerebral com reducéo no peso e volume do cérebro, acometendo principalmente
as porcdes mesiais dos lobos temporais. A doenca também leva a alteracfes
comportamentais e pode afetar as pessoas de diversas formas; entretanto o
sintoma mais comum comeca afetando principalmente a memoria recente
(ALZHEIMER’S ASSOCIATION, 2012). Isto acontece devido a degradacdo de
neurdnios colinérgicos em muitas areas do Sistema Nervoso Central (SNC),
responsaveis pelas fungcbes de aprendizado, memoria, raciocinio,
comportamento e controle emocional (FRANCIS et al., 1999; MICHAELIS, 2003;
LANTHIER et al., 2019) causando desordem neurodegenerativa e reducdo dos
transmissores, entre os quais a acetilcolina (JUNIOR et al., 2004).

Na DA avancada, as pessoas precisam de ajuda para tomar banho, se
vestir, usar o banheiro, comer e realizar outras atividades diarias. Aqueles nos
estagios finais da doenca perdem a capacidade de comunicar-se, deixam de
reconhecer os entes queridos e tornam-se dependentes de cuidados continuos
0 que leva ao agravamento da deméncia e evolucdo até a morte (ALZHEIMER’S
ASSOCIATION, 2009).

A DA nédo tém etiologia completamente elucidada, mas estudos evidenciam
gue esta doenca neurodegenerativa é uma sindrome multifatorial resultante de
complexos fatores neuroquimicos e pode estar relacionada com fatores
ambientais e fendbmenos epigenéticos (BOLOGNESI et al., 2009).

A fisiopatologia da DA esta associada a atrofia neuronal, o aumento do
estresse oxidativo (ANDERSEN, 2004; DUMONT,; BEAL, 2011), o
comprometimento da funcdo mitocondrial (CANO-ABAD et al., 2001) e a
deterioracdo da transmissao sinaptica (JELLINGER, 2006; NANGIALASCHE et
al.,, 2010; CUMMINGS, 2004; KOLEV, et al., 2009; ITO et al., 2010; BERTRAM,
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et al., 2010), desequilibrio de metais, disfuncdo da mitocéndria, aumento do

colesterol e outros fatores vasculares (BOLOGNESI et al., 2009) (Figura 2).

Figura 2: Multifatores relacionados com a DA
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Fonte: Adaptada da Referéncia BOLOGNESI, et. al., 2009.

Além disso, estudos com cérebros de pacientes com Alzheimer mostraram
gue os niveis de citocinas pré-inflamatorias e.g. IL-6 e TNF-a, proteina c-reativa,
estavam associado na patogenia da doenga, induzindo o processo de
neurodegeneracdo e ocasionando alteragdes funcionais e/ou morte cerebral
(HOLMES et al., 2009; TAKADA, 2017).

Tendo em consideracdo sua caracteristica multifatorial e que a terapéutica
baseada em unico alvo ndo interrompe o progresso da doenca, novos estudos
baseados no planejamento racional de farmacos tem focado sua atencdo a
estratégia denominada ligantes multialvo-dirigidos (LMAD), com arcabougos
multifuncionais capazes de atuar em distintos alvos moleculares na cascata
neurodegenerativa da DA (LEON; GARCIA; MARCO-CONTELLES, 2011;
RAMPA et al., 2011; BOLOGNESI et al., 2011; CAVALLI et al., 2008; LUO, et al.,
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2011; DOS SANTOS TRAMONTIN et. al., 2020; SANTOS et al., 2020).
Neste sentido, diferentes hipéteses a respeito das bases moleculares da DA
foram levantadas e gradualmente vém sendo modificadas devido ao avanco

tecnolégico ao longo do tempo.

2.3. AHIPOTESE COLINERGICA

A primeira hipétese a descrever os mecanismos fisiopatoldgicos da DA foi a
hipétese colinérgica (WILSON et al., 2004). Ela € baseada na deficiéncia de
acetilcolina (ACh) que ocorre devido a atrofia do nucleus basalis de Meynert, o
qual é a fonte produtora da enzima colina acetiltransferase (CAT). Essa enzima
€ transportada para estruturas-alvo no SNC para formacéo hipocampal, coértex
cerebral e amigdala, dentre outros, onde catalisa a reacdo de biossintese da
ACh, a partir da colina e da aceticoenzima A (acetil-CoA) (MINETT,;
BERTOLUCCI, 2000; JUNIOR et al., 2004; CHALUPOVA et al., 2019).

Depois de liberada na fenda sinaptica, a ACh pode ser acoplada aos
receptores muscarinico e nicotinico, e o restante degradada pela enzima
acetilcolinesterase (AChE) em colina e acetato. A redugcdo da neurotransmissao
colinérgica resulta em perda de memoria e deterioracdo de outras funcdes
cognitivas e ndo cognitivas, e pode favorecer processos de formacdo de
proteinas beta-amiloide, levando a formacdo de placas senis (CASTRO;
MARTINEZ, 2006; KARRAN; MERCKEN; STROOPER, 2011), a
hiperfosforilagdo da proteina Tau — que destréi a organizacdo de microtdbulos
nos neurénios e leva a formacdo de emaranhados neurofibrilares (ALONSO;
GRUNDKE-IQBAL, 1996, PEREZ-NIEVAS et al., 2013)

Outra enzima estudada no processo da DA é a butirilcolinesterase (BuChE)
gue € capaz de hidrolisar substratos mais volumosos como butirilcolina (BuCh).
Em um cérebro saudavel, a enzima AChE hidrolisa predominantemente a
acetilcolina em acetato e colina, enquanto a BUChE desempenha papel durante
a regulacdo do ténus colinérgico. Em baixas concentracfes de acetilcolina, a
atividade da AChE se torna altamente dominante, enquanto a BUuChE € mais
eficiente em hidrélise quando ha altas concentracdes de acetilcolina (MUSHTAQ

et al., 2014). As duas enzimas exibem diversidade de caracteristicas cinética
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dependendo das concentracGes de acetilcolina (CHAUDHARY et al., 2018).
Estudos sugerem que a AChE ndo é necessaria para o estabelecimento das vias
colinérgicas e que a BUChE pode substituir essa enzima ao exercer a fungéo de
hidrolise de acetilcolina no cérebro normal (MESULAM et al.,, 2002). A
reatividade maior da BChE foi observada em placas senis da DA sugerindo que
a BChE poderia facilitar a formacgéao dessas placas (BIZZARRO et al., 2010).

AChE e BUuChE apresentam sitio catalitico, sitio anibénico periférico e varios
sitios aromaticos periféricos na BUChE (CHEN; BAZINWT, 2015; PEZZEMENTI,
NACHON; CHATONNET, 2011). A AChE possui 20 A desde o sitio anionico
periférico — composto por residuos de aminoacidos Trp279, Tyr70, Tyrl2l e
Asp72 — até atriade catalitica — composta por residuos de aminoacidos Ser200,
His440 e Glu327. O sitio aromatico é responsavel pela interagcdo com o grupo
amino protonado da colina (Figura 4) (LUO, et al., 2011, SAMADI, et al., 2011,
HUANG, et al. 2010, KORABECNY, et al.,2010)

Figura 3: Desenho hipotético da regido ortoestérica da enzima AChE

Sitio Anionico Periférico

Fonte: ROMEIRO, L.A.S., 2011

Neste sentido, a enzima acetilcolinesterase (AChE) constitui um dos alvos
terapéuticos de diversos estudos, cuja inibicdo, tanto do sitio ativo catalitico
(SAC) quanto anidnico periférico (SAP), estd relacionada ao aumento da
disponibilidade de acetilcolina para sinapse entre 0s neurdnios bem como
diminuicdo da velocidade de agregacdo beta-amiloide induzida pela propria

AChE. Porém, apesar dos primeiros farmacos propostos para DA e aprovados
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pela FDA serem os inibidores de AChE na fenda sinaptica, esses inibidores
aliviam os sintomas da doenca e retardam sua evolugdo mas ndo revertem o
estado patologico (YIANNOPOULOU; PAPAGEORGIOU, 2013; FAN; CHIU,
2010).

2.4. AHIPOTESE AMILOIDE

A hip6tese amiloide sugere que a DA esta relacionada com a deposicéo e
agregacdo do peptideo B-amiloidesoisa2 causando problemas de disfuncdo
neuronal, oxidacdo e fosforilacdo da proteina Tau (MORLEY et al., 2012,
FRISONI, 2022). Na DA, o B-amiloideso (BA40) é produzido em pequenas
guantidades, enquanto ha producdo exacerbada de BA42 que € mais toxico com
potencial de agregacao superior. O acumulo desses peptideos provoca déficit na
neurotransmissao colinérgica, serotoninérgica, dopaminérgica e noradrenérgica
com predominio da disfuncéo colinérgica (LI et al., 2012).

Essa hipotese da cascata amiloide € a teoria mais aceita relacionada com a
etiologia da DA, mas ainda ndo estd suficientemente comprovado que o0s
depdsitos de placas de BA e de emaranhados neurofibrilares sejam os
causadores da doenca. Apesar disso, estudos na area de Quimica Farmacéutica
e Medicinal tém buscado substéncias que blogueiem ou revertam a formacgao
dos agregados de BA insoluveis (CAVALLI et al., 2007; JUNIOR et al., 2004;
BOLOGNESI et al., 2011).

2.5. AHIPOTESE DA PROTEINA TAU HIPERFOSFORILADA

Essa hipotese mostra que alteragcdes da proteina Tau e formacdo de
neurofilamentos séo responsaveis pela indugcdo do mecanismo da DA (WILSON
et al., 2004). A proteina Tau é componente essencial dos microtlbulos que se
encontram na forma polimerizada e o polimero torna-se instavel gquanto mais
fosforilada for a proteina. A hiperfosforilacdo da Tau esta relacionada com a
diminuicdo da estabilidade do citoesqueleto ocasionando prejuizos estruturais e
funcionais e favorecendo a morte celular devido a formacgédo dos emaranhados
neurofibrilares (EN) (PAULA et al., 2009). Estudos indicam que o acumulo de A
pode ser o evento ativador da hiperfosforilagdo da proteina Tau, porém os fatores
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gue desencadeiam este desequilibrio ainda ndo sdo bem entendidos (FALCO et
al., 2016; PICHET BINETTE et al., 2022).

A inibicdo da agregacédo da proteina Tau e bloqueio da hiperfosforilagdo séo
as principais estratégias de tratamento que estdo sendo exploradas. A terapia
utilizada e clinicamente mais avancada é o cloreto de metiltioninio (azul de
metileno) que dissolve filamentos de proteina Tau isolados em cérebros com a
DA, in vitro, e para evitar a agregacdo em modelos celulares (CITRON et al.,
2010; MORLEY et al,. 2012; SANCHEZ-MUT et al. 2014).

2.6. AHIPOTESE GLUTAMATERGICA

A hipétese glutamatérgica tem sido estudada desde a década de 80, com
papel importante na DA. Ela € baseada nos receptores de N-metil-D-aspartato
(NMDA), que apresentam estrutura complexa com diferentes sitios de ligacéao
para o glutamato e diversos moduladores. O glutamato € o principal
neurotransmissor excitatério do SNC e tem sua atividade mediada por
receptores NMDA, do acido a-amino-3-hidréxi-5-metil-4-isoxazolapropiénico
(AMPA) e de kainato. Nessa hipétese, acredita-se que o glutamato liberado ative
inicialmente os receptores de AMPA e de kainato, que, apesar da baixa
afinidade, promoveriam a rapida despolarizacdo da célula por meio da entrada
de ions de sddio (Na*) e calcio (Ca?*), levando ao aumento das concentracfes
intracelulares destes metais capaz de iniciar 0 processo de apoptose neuronal.

Umavez que a proteina beta-amiloide induz a ativag&o de receptores NMDA,
e consequentemente aumenta o influxo de célcio, relacionado a morte neuronal,
0 uso de antagonistas fracos NMDA tem sido a estratégia, na fase mais
avancada da doenca, para a homeostase de calcio intracelular (ROSINI et al.,
2008).
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2.7. OUTROS MECANISMOS PATOGENICOS

As lesbes provocadas na DA sédo geralmente associadas a disfuncao
mitocondrial, aumento da resposta inflamatoria e estresse oxidativo.

O estresse oxidativo esta ligado a presenca de agregados amiloides que
podem produzir espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de
nitrogénio (ERN) na presenca de ions metalicos, gerando danos ao sistema de
membranas neuronais com consequente peroxidagao de lipideos e oxidacéo das
proteinas membranares, levando a morte das células neuronais (MACHADO;
CARVALHO;SOBRINHO, 2020). O controle da produ¢éo de ERO €&, portanto, de
particular interesse na prevencao ou tratamento da DA (LANTHIER et al., 2019).

A ativacéo do sistema imune e inflamag¢&o — provocadas por processos de
lesdo e destruicdo no SNC, provavelmente devido a deposicdo de peptideos
beta-amiloide — estdo relacionados a patogénese e manutencdo da DA. Estudos
sugerem que proteinas desdobradas e agregadas, no cérebro, se ligam a
receptores de reconhecimento de padrbes na microglia e astrocitos e
desencadeiam resposta imune inata, caracterizada pela liberacdo de
mediadores inflamatérios e neuroinflamac&o, que contribuem para a progressao
e gravidade da DA (HENEKA; KUMMER; LATZ, 2014; TRUDLER; FARFARA
FRENKEL, 2010).

As citocinas, as quais podem ser produzidas a partir da ativacdo de
micréglias e astrécitos no SNC, também contribuem diretamente para o processo
de neuroinflamacdo. A microglia produz citocinas pré-inflamatorias como as
Interleucinas (IL-18, IL-6, IL-12) e o TNF-a que estdo associados na patogénese
da doenca induzindo o processo de neurodegeneracdo e ocasionando
alteracdes funcionais e/ou morte cerebral (HOLMES et al., 2009; TAKADA,
2017). A IL-1B, em particular, € uma das principais colaborando para a evolugao
da DA devido ao estimulo para a producdo de peptideo B amiloide neurotéxico;
o aumento da fosforilagdo de proteina tau; a ativagdo de mais microglias e
astrécitos, liberando maior quantidade de citocinas; além de estimular a sintese
de 6xido nitrico; e assim, contribuindo para a neurodegeneracdo (HOLMES et
al., 2009; TAKADA, 2017; MACHADO; CARVALHO; SOBRINHO, 2020).

Inibidores das enzimas GSK3-beta (HERNANDEZ et al.,, 2009) e BACE-1
(HUANG et al., 2010), gama-secretase (WOLFE, 2008; LUNDKIST; NASLUND,
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2007), de receptores nACh (BELLUARDO et al., 2000; VAN BEEK; CLAASSEN,
2011), de histonas H3 (GEMKOW et al., 2009; BITNER et al., 2011), AMPA
(MALA et al., 2012) e GABA (LUCHETTI; HUITINGA; SWAAB, 2011), inibidores
de HDAC (BANG et al., 2015), antioxidantes (DUMONT; BEAL, 2011) bem como
anticorpos, também tém sido investigados como alvos terapéuticos da DA
(SABBAGH et al., 2009).

2.8. ESTRATEGIAS TERAPEUTICAS

2.8.1 —Inibidores da enzima AChE

Para o tratamento DA foram desenvolvidos da classe dos inibidores da
enzima AChE (IAChE). Os medicamentos aprovados para este fim
compreendem o0s agentes anticolinesterasicos tacrina (1, Cognex®, THA),
donepezil (2, Aricept®), o produto natural galantamina (3, Reminyl®) e
rivastigmina (4, Excelon®) (Figura 4). Estes farmacos atuam no sentido de
restaurar o nivel do neurotransmissor acetilcolina (ACh) por meio da inibigc&o
reversivel da enzima acetilcolinesterase. Entretanto, o uso clinico destes
agentes é limitado em funcao dos efeitos adversos periféricos com excessiva
ativacdo do sistema colinérgico. A tacrina (ICso: 500 nM) foi o primeiro farmaco
aprovado em 1993, pelo Food and Drug Administration (FDA), para o tratamento
da DA e retirado do uso clinico cinco anos depois devido aos efeitos adversos
hepatotoxicos, causados pela estimulacdo de ERO, e gastrointestinais
apresentados (LANTHIER et al, 2019).
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Figura 4: Inibidores da enzima AChE
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Em 2019, Chalupova e colaboradores sintetizaram novos analogos da THA,
1), mais potente e com toxicidade limitada em comparagdo com a tacrina,
utilizando as tetraidroacridinas 6-clorotacrina (5, 6-CI-THA) e 7-metoxitacrina (6,
7-OMe-THA) (Figura 5). Os derivados com a 6-clorotacrina mostraram ser
melhores inibidores da AChE com melhor perfil e seletividade que a THA
(CHALUPOVA et al., 2019).

Figura 5: Tetraidroacridinas utilizadas na sintese de LMAD

NH, NH, NH,
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1: Tacrina 5: 6-Clorotacrina 6: 7-Metoxitacrina
(THA) (6-CI-THA) (7-OMe-THA)

Evidéncias experimentais mostraram que inibidores de AChE (iIAChE)
capazes de se interagirem simultaneamente ao SAC e SAP podem ter maior
efeito benéfico na terapia da DA por sua acdo antiagregante. A afinidade de
IAChE pelo SAP inibe a velocidade da agregacao de BA diminuindo a formacéo
de monémeros de BA em fibrilas e outros complexos altamente tdxicos
(LANTHIER et al, 2019).

2.8.2 — Antagonistas de receptores NMDA

Adicionalmente aos inibidores da enzima acetilcolinesterase, a utilizagcéo
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de antagonista nao-competitivo de receptores NMDA, como por exemplo a
memantina (7), blogueia a abertura dos canais e a ativacdo patoldégica do
receptor, preservando a ativagcdo e a aquisicdo ou O processamento da
informacdo cognitiva permitindo neuroplasticidade (ENGELHARDT; LAKS;
CAVALCANTI 2003; FALCO et al., 2016). No ambito desta estratégia,
compostos com perfil antagonista NMDA tém sido avaliados na cascata da DA
(BOLOGNESI et al.,, 2009; HOWLETT et al., 1999), em especial contendo
poliaminas em suas estruturas (MASUKO et al., 2010; TUMIATTI, 2008;
IGARASHI; KASHIWAGI, 2010; POHLER et al., 2007; BOLOGNESI et al., 2007).

Figura 7: Memantina: Antagonista de receptor NMDA

NH,

7: Memantina

2.8.3 — Derivados polifendlicos

Fitoquimicos, incluindo polifenois, cuja a¢cdes antioxidante e anti-inflamatoria
diminuem a inflamagdo neuronal, também tém sido wusados como
neuroprotetores, contribuindo para melhora na fungao cognitiva. Exemplos como
a curcuma, as catequinas, o licopeno, o resveratrol inibem a agregacao de BA, a

hiperfosforilagdo da proteina TAU e a producéo de citocinas.

2.8.4 — Derivados anti-inflamat6rios nao-esteroidais

Outros medicamentos, como os anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES),
principalmente ibuprofeno (8), diclofenaco (9) e indometacina (10), que
diminuem o estado inflamatério no SNC a partir da inibicdo das ciclooxigenases
(COX) e inibem as vias de ativacdo da micréglia, tém sido utilizados no
tratamento da DA (SANTOS et al.,, 2020). Neste sentido, faz-se necessério
abordar mecanismos imunoldgicos inflamatérios que podem estar envolvidos na

patogénese da DA, contribuindo para o estudo de novas terapias capazes de
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modular as vias moleculares envolvidas no desenvolvimento da doenca
(MACHADO; CARVALHO; SOBRINHO, 2020).

Figura 8: Anti-inflamatdrios ndo-esteroidais

Cl OH
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2.9 LIGANTES MULTIALVO-DIRIGIDOS (LMAD)

Tendo em consideracdo que desde 2003 nenhum novo medicamento foi
aprovado pelo FDA para DA (CUMMINGS et. al., 2019) estudos na area da
Quimica Farmacéutica e Medicinal, por meio da exploracdo da estratégia de
modificac&o estrutural de prototipos naturais e/ou hibridizagdo molecular, tém se
concentrado na busca de novos prototipos Uteis ao tratamento da DA que sejam
mais eficientes que os farmacos atualmente na clinica (LANTHIER et al, 2019;
HIREMATHAD et al, 2018; BANG et al, 2015; CHEN et al, 2018; RIOS et al,
2010; LIN et al., 2017; BOLOGNESI et al, 2007; FISCHER, 2008).

Sabendo que a DA apresenta caracteristica multifatorial e que a terapéutica
baseada em Unico alvo ndo atendeu a expectativa de interromper 0 progresso
da doenca, um novo paradigma no planejamento racional de farmacos tem
focado sua atencdo a estratégia denominada ligante multialvo-dirigido (LMAD),
com arcabougcos multifuncionais capazes de atuar em distintos alvos
moleculares na cascata neurodegenerativa da DA (RAMOS, 2014; ROLDAN-
PENA et. al., 2019).

Nas ultimas décadas, os LMAD baseados em derivados tetraidroacridinicos

tém sido explorados, alguns deles visando minimizar os efeitos adversos
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encontrados na tacrina, enquanto outros fazem uso de arcaboucos substituidos
mesmo toxicos como as tetraidroacridinas 5 (6-CITHA, ICso: 7,18 nM) e 6 (7-
MeOTHA, ICso: 10500 nM) (Figura 5). (NEPOVIMOVA et. al., 2014).

O primeiro hibrido da tacrina foi a bis-(7)-tacrina (11) sintetizado em 1996
representando o primeiro inibidor dual projetado para interagir simultaneamente
com o0 SAC e SAP da AChE. Essa interacdo permitiu obter um dos mais potentes
e seletivos inibidores de AChE com IC50 de 0,40 nM. A partir desta estratégia,
uma gama de compostos hibridos planejados como heterodimeros da THA,
contendo diferentes espacadores entre as subunidades aromaticas, foram
desenvolvidos, cujos alguns exemplos estdo apresentados na Figura 9. Carlier
et al. (1999) desenvolveram o derivado 12 (IC50: 8,8 nM) contendo a subunidade
5-amino-5,6,7,8-tetraidro-2(1H)-quinolona e espacador com dez unidades
metilénicas. Por sua vez, visando agregar propriedades antioxidantes ao perfil
IAChE, Fang et al. (2008) identificaram o derivado 13 (IC50: 4,4 nM) com melhor
perfil entre a série de compostos hibridos THA-feruloilamida. O derivado 14
(IC50: 19,3 nM), concebido como hibrido THA-flurbiprofeno, foi explorado por
Eriksen et al. (2013). Baseados em estudos de modelagem molecular, Camps et
al (2008) desenvolveram o composto 15 (IC50: 0,3 nM) contendo a subunidade
6-CI-THA. Rodriguez-Franco et al. (2006) exploraram a capacidade antioxidante
da melatonina para a obtencdo do hibrido 16 contendo a subunidade 6,8-diCl-
THA que exibiu perfil anticolinesterasico com IC50 de 8,0 pM. Por sua vez, Rosini
et al. (1998), baseados nas propriedades antioxidante e antagonista fraca do
antagonista adrenérgico misto carvedilol, planejaram o uso da subunidade
carbazola na concepc¢éo do hibrido 17 (ICso: 1,5 nM), com a THA contendo
espacador protonavel analogo a poliamina espermidina. Por fim, Mao et al.
(2012) hibridos THA-o-hidroxibenzilaminicos com destaque para o derivado 18
(ICs0: 6,1 nM).
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1  Figura 9: LMAD contendo as subunidades tetraidroacridinas
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7 29. LIPIDEOS FENOLICOS DO LCC: A MATERIA-PRIMA
8
9
10 Com o passar dos anos, temos percebido a necessidade de desenvolver

11  novos medicamentos que atendam a complexidade da DA e que sejam

12 sustentaveis, ndo s6 do ponto de vista ambiental, mas também financeiro para

13 que sejam acessiveis as pessoas e sistema de salude que deles necessitam.

14  Sendo assim, temos explorado nos ultimos anos, em nNosso grupo de pesquisa,

15 a possibilidade de desenvolver novas estratégias farmacoldgicas para a DA a

16  partir dos lipideos fendlicos presentes no liquido da casca da castanha de caju

17 (LCO).

18 O liquido da casca da castanha do caju (LCC) consiste em um 6éleo de

19 coloragcdo escura obtido da casca da castanha do caju — fruto do cajueiro
20  (Anacardium occidentale L.) nativo do Brasil (VORIRIN et al., 2013). O LCC, uma
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das fontes mais ricas em misturas de lipideos fendlicos ndo-isoprenoides e.g.
acidos anacérdicos (19), cardanois (20), cardois (21) e 2-metilcardois (22)
(Figura 10), compreende 25 % do peso do fruto, sendo uma matéria-prima barata
e de facil acesso a partir da castanha de caju in natura (LCC natural) ou como
subproduto do beneficiamento industrial da castanha (LCC técnico) (MENGER;
SORRELS, 2006; MAZZETTO et al.,, 2009). Os compostos fendlicos do LCC
apresentam nucleo aromatico contendo cadeia lateral com 15 carbonos com
variagdo no nimero de insaturacdes em posicdo meta as hidroxilas fendlicas
(Figura ) (ULIASSI et al, 2021).

Figura 10: Lipideos fendlicos ndo isoprenodides constituintes do LCC

OH OH OH
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O LCC in natura ou natural, produzido no mesocarpo esponjoso da castanha
do caju, € composto majoritariamente pela mistura de acidos anacardicos (19),
seguida das misturas de cardois (21), cardanois (20) e 2-metilcardois (22). Por
sua vez, estes mesmos constituintes quando obtidos durante o processo de
beneficiamento da castanha geram o LCC técnico uma vez que sao submetidos
a temperaturas proximas a 200 °C levando a descarboxilagdo da mistura de
acidos anacardicos (19) favorecendo a formacéo da mistura de cardanois (20) e
de polimeros né&o identificados (MAZZETO et al., 2009; AMORATI et al., 2010;
ULIASSI, et al., 2021).

A composi¢do dos principais constituintes nos LCC natural e técnico esta
sumarizada na Tabela 1.
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Tabela 1: Composi¢des quimicas dos LCC natural e técnico?

Constituinte LCC Natural LCC Técnico
Acidos Anacardicos (19) 71,70-82,00 % 1,09-1,75 %
Cardanois (20) 1,60-9,20 % 67,82-94,60 %
Cardois (21) 13,80-20,10 % 3,80-18,86 %
2-Metilcardois (22) 1,65-3,90 % 1,20-4,10 %
Componentes Minoritarios 2,20 % 3,05-3,98 %
Material Polimérico 0,34-21,63 %

8Reproduzido de Mazzetto e Lomonaco (2009).

Os lipideos fendlicos do LCC séao considerados quimicamente versateis para
interconversdes de grupos funcionais, explorando as reacfes de fendis bem
como das insaturacdes presentes nas cadeias alifaticas em C-8, C-11" e C-14,

cuja composi¢cao percentual esta descrita na Tabela 2.

Tabela 2: Composi¢ao percentual relativa de insaturagdes nos constituintes fendlicos do LCC
obtida por CG/MS?

ACi,dO.S Cardanois Cardois 2
Constituinte Anacardicos Metilcardois
(19) (20) (21) (22)
Saturado 2,2-3,0 % 39-44%| 0,2-2,7% 0,9-1,3 %
Monoeno (8’) 25,0-33,3 % 21,6-32,2 % 8,4-15,2%| 16,3-25,3 %
Dieno (8, 11’) 17,8-32,1 % 15,4-18,2 % 24,2-28,9 % 20,6-24,4 %
Trieno (8, 11°, 14’ 36,3-50,4 % 45,1-59,0 % 36,5-67,2 % 49,8-62,2 %

8Reproduzido de Mazzetto e Lomonaco (2009).

O LCC, como subproduto da industria do caju, € um residuo ndo comestivel
de baixo custo e sustentavel para o desenvolvimento de novos medicamentos
explorando suas reatividades quimicas a partir de procedimentos classicos de
sintese organica, ou suas propriedades estruturais como compostos puros e
bioativos (BAUER; BRONSTRUP, 2014; LEMES et al., 2015; OLIVEIRA, 2016;
KIAMETIS et al., 2017; CARDOSO, 2017; CERONE et al., 2019; ROMEIRO et
al., 2019).

Do ponto de vista quimico, os lipideos fendlicos do LCC configuram-se como

matéria-prima versatil para transformac¢fes quimicas explorando a reatividade
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dos grupos funcionais polares, o anel aromético e as insaturacfes na cadeia
alifatica em C-8, C-11 e C-14 (MAZZETTO, LOMONACO, 2009).

Considerando o arcabougco molecular destes compostos, os derivados
fendlicos do LCC constituem sistema bioférico natural que compreende
caracteristicas eletrbnicas e hidrofdbicas, as quais sdo requisitos estruturais
relevantes ao reconhecimento molecular por diferentes biomacromoléculas,
além de interacdes com estruturas lipidicas de membranas. Ha vérias décadas,
as misturas dos derivados fenolicos do LCC bem como seus derivados isolados
e semissintéticos tém demonstrado relevantes atividades com diferentes perfis
bioldgicos/farmacoldgicos e.g. anticolinesterasica, bactericida, fungicida,
antiproliferativa, anti-inflamatdria, epigenética (PAULA et al., 2009; STASIUK;
BARTOSIEWICZ; KOZUBEC, 2008; DE SOUZA et al., 2018; SUNG et al., 2008;
GREEN et al., 2008; CHANDREGOWDA; RUSH; REDDY, 2009; ROMEIRO et
al., 2019).

Estudos desenvolvidos em nosso grupo de pesquisa sobre inibidores da
IAChE planejados a partir do LCC (Figura 11) evidenciaram caracteristicas
estruturais relevantes para a inibicdo da enzima com ICso variando de 1 uM a 20
UM (LEMES, 2016; RAMOS, 2014; LEMES et al., 2016; RAMOS, 2018; RAMOS
et al., 2021).

Figura 11: Planejamento racional de compostos anticolinesterasicos a partir dos
lipideos fendlicos do LCC
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Neste sentido, esta proposta da continuidade a esta estratégia de
planejamento racional visando obter hibridos dos lipideos fendlicos do LCC (19-
21) com tetraidroacridinas (THA, 6-CI-THA, 7-OMe-THA) na obtencdo de novos

agentes terapéuticos multifuncionais candidatos Uteis ao tratamento da DA.
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3. PLANEJAMENTO ESTRUTURAL

Os compostos-alvo foram planejados a partir da hibridagcdo molecular dos
lipideos fendlicos do LCC com tetraidroacridinas de forma a gerar novos padrdes
moleculares com arcabougo estrutural complementar aos residuos de
aminoéacido da AChE.

Neste sentido, foram planejados trés padrdes moleculares utilizando como
produtos de partida as misturas fendlicas do LCC — &cido anacéardico (19),
cardanol (20) e cardol (21) — visando explorar efeitos antioxidante, anti-
inflamatdrio adicionais destes compostos (LEMES et al, 2015; DE SOUZA et al.,
2018; ULIASSI et al., 2021).

Adicionalmente, para que os novos hibridos apresentassem perfil de inibicao
da AChE e atividade antineuroinflamatoria em uma Unica estrutura, idealizamos
a hibridacdo molecular com as tetraidroacridinas tacrina (1, THA), 6-clorotacrina
(5, 6-CI-THA) e 7-metdxitacrina (6, 7-MeOTHA).

O planejamento molecular esta apresentado na Figura 12.

Figura 12: Hibridagdo molecular de derivados do LCC com derivados da THA
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4. PLANEJAMENTO SINTETICO

O planejamento sintético para a obtengdo dos derivados-alvo das 3 séries,
convergente e de dominio nos trabalhos do laboratério, compreendeu a
exploracdo de procedimentos sintéticos classicos, e.g. protecdo e desprotecao
de grupos funcionais, bem como interconversdo de grupos funcionais por meio
de O-alquilacdes, ozondlise, reducdo com hidretos metalicos, hidrogenacédo e
reacdes de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2).

A rota sintética foi planejada, sempre que possivel, de acordo com o0s
principios da Quimica Verdel. Neste sentido, algumas reacfes assistidas por
micro-ondas, sem solvente ou com solventes menos agressivos, e reatores de
fluxo continuo, foram utilizados a fim de melhorar a sustentabilidade geral do
planejamento sintético.

Inicialmente, as misturas dos componentes naturais insaturados 19-21,
extraidas e isoladas dos LCC natural e técnico, seriam O-metiladas com iodeto
de metila levando as misturas 22-26 e submetidas a clivagens oxidativas
(ozonolise) seguidas de tratamento redutivo dos ozonideos secundarios com
boroidreto de sddio (NaBH4) fornecendo os respectivos alcoois 27-29.

Para investigar a contribuicdo dos grupos fendlicos, primeiramente a mistura
de acidos anacéardicos (19) seria convertida na mistura de ésteres metilicos (30)
com iodeto de metila e bicarbonato de sddio, a qual juntamente com as misturas
19-21 seriam O-benziladas com brometo de benzila para fornecer as misturas
31-33, que apoés ozondlise e tratamento redutivo com NaBHa4 levaria aos
respectivos alcoois 34-36. De posse dos é&lcoois 27-29 e 34-36, estes seriam
convertidos em seus metanossulfonatos 37-42 pela reagcdo com cloreto de
mesila e trietlamina (TEA) em diclorometano seco.

Para obtencdo dos hibridos acridinicos, os mesilatos 37-42 seriam
submetidos a reagBes de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) com as
tetraidroacridinas THA (1), 6-CI-THA (5), 7-MeOTHA (6), na presenca de
hidroxido de potassio em DMSO com assisténcia de radiagcdo micro-ondas, que
forneceria os derivados 43-60. A desprotecéo dos grupos benzila, por meio de
hidrogendlise na presenca de catalisador Pd/C 10 %, levaria aos derivados
hidroxilados 61-69. Por fim, a remocdo dose ésteres metilicos nos derivados

t Utilizacao de técnicas quimicas e metodologias que reduzem ou eliminam o uso de solventes

e reagentes ou geracao de produtos e sub-produtos téxicos, que sdo nocivos a salude humana
ou ao ambiente.
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salicilicos 43-45 e 61-63 com DMSO e tert-butoxido de potassio forneceria os

derivados 70-75 (Esquema 1).

Esquema 1: Rota sintética para obtencado de intermediarios e derivados-alvo

OMe OH OBn
W W W
Mel, K,COg3 BnBr, K,CO3
Me,CO, 110 °C Me,CO, 110 °C
Y CisHa1-2n 24h Y CisHa1-2n 12h Y CisHa1-2n
24: W=CO,Me; Y=H 19: W=COyH; Y=H 31: W=CO,Me; Y=H
25:W=H;Y=H Mel, NaHCO4 200 W=H;Y=H 322.W=H;Y=H
26: W=H;Y=0H Me,CO, ta. 24 h 21: W=H;Y=0H 33: W=H;Y=0Bn
30: W=CO,Me; Y =H
1. 03/0, DCM/MeOH (1:1) 1. O4/0,, DCM/MeOH (1:1)
0°C,6h 0°C,6h
2. NaBH,, MeOH/EtOH (1:1) 2. NaBH,, MeOH/EtOH (1:1)
0°Cata,16h 0°Cata.,16h
OMe oz OBn
w W w
MsCI, TEA MsCI, TEA
OH DCM, 0°C ata. OMs DCM, 0°C ata. OH
Y . 12h Y . 12h Y 8
27: W=CO,Me; Y =H 37: W=COyMe; Y=H; Z=Me 34: W=CO,Me; Y=H
28:W=H;Y=H 38:W=H;Y=H;Z=Me 35:W=H;Y=H
29: W=H;Y=0H 39: W=H;Y=0Me; Z=Me 36: W=H;Y=0Bn
40: W =CO,Me; Y =H; Z=Bn
41: W=H;Y=H;Z=Bn
NH, 42: W=H;Y=0Bn;Z=Bn
R2 N LR;=H,Ry=H
5:R;=ClLRy=H
Ry N7 6: Ry = H, R, = OMe
43: Ry =H; R, =H; W=CO,Me; Y =H; Z=Me
44: Ry =Cl; R, =H; W=CO,Me; Y =H; Z=Me
KOH, DMOSO 45: Ry =H; R, = OMe; W=CO,Me; Y =H; Z=Me
MO, 100 °C, B0 W 0z 46: Ry=H; Ry =H; W =H; Y=H; Z = Me
47:R; =Cl; R, =H;W=H;Y=H; Z=Me
W, 48: Ry =H; R, = OMe; W=H; Y =H; Z = Me
49: R; = H; Ry =H; W =H; Y =OMe; Z = Me
50: Ry =CI; R, =H; W=H;Y = OMe; Z=Me
HN v 51: R; =H; R, =OMe; W=H; Y = OMe; Z = Me
7 52: Ry = H; R, = H; W = CO,Me; Y = H; Z=Bn
R 53: Ry =Cl; R, =H; W=CO,Me; Y=H; Z=Bn
2 X 54: R; = H; R, =OMe; W = CO,Me; Y =H; Z=Bn
55:R;=H;R;=H;W=H;Y=H;Z=Bn
— 56: Ry =Cl;R;=H; W=H;Y=H;Z=Bn
Ry N 57.R1=H;R;=OMe; W=H;Y=H; Z=Bn
58:R;=H;R;=H; W=H; Y=0Bn; Z=Bn
59: Ry = Cl; R, = H; W = H; Y = OBn; Z = Bn He PdiC 10%
60: R; =H; R, =OMe; W=H; Y =0Bn; Z=Bn
(0] oz OH
W,
HO
HN 7 HN 7 Y
R2 R2
\ DMSO, t8uok A
Pz THF, 40 °C, =
Ry N 12h Ry N
70: Ry =H; Ry =H; Z=Me

71: Ry =Cl; R, =H; Z=Me
72: Ry =H; R, =OMe; Z=Me
73:Ry=H;R,=H;Z=H
74:Ry=Cl;R,=H; Z=H
75:R;=H;R,=0OMe; Z=H

62: Ry =Cl; R, =H; W=CO,Me; Y = H;
63: R; = H; R, = OMe; W = CO,Me; Y = H;
64: Ry =H; R, =H; W=H; Y =H;
65: R =Cl;R,=H; W=H; Y
66: R; = H; R, = OMe; W =H;
67: Ry =H; R, =H; W=H; Y =0H;

=H;Y

H

{61: Ry =H; R, =H; W=CO,Me; Y = H;

68: Ry =Cl; R, =H; W
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5. OBJETIVOS

5.1 OBJETIVO GERAL

No ambito de uma linha de pesquisa que visa 0 emprego dos lipideos
fendlicos ndao-isopropenoides do cajueiro (Anacardium occidentale) como
matéria-prima sustentavel e de baixo custo, o presente tem por objetivo a utilizar
misturas de &cidos anacardicos, cardanois e cardois na obtencéo racional de
novos ligantes multialvo hibridos da tacrina candidatos a agentes terapéuticos

para o tratamento da DA.

5.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Compreenderam os objetivos especificos:

o Obter e purificar as misturas de lipideos fendlicos do LCC;

o Sintetizar e caracterizar de intermediarios e derivados-alvo;

o Caracterizar propriedades fisico-quimica e espectroscopica dos
compostos intermediarios e derivados-alvo;

o Avaliar o perfil inibitério dos derivados-alvo para AChE e BuChE;

o Avaliar a hepatotoxica e acitotoxica dos derivados-alvo em modelos
experimentais in vitro;

o Prever da permeabilidade pela barreira hematoencefalica;

o Avaliar da estabilidade plasmatica;
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RESULTADOS E DISCUSSAO
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 DESENVOLVIMENTO SINTETICO

Iniciamos a sintese dos derivados intermediarios a partir da extracéo de lipideos
fendlicos (19-21) dos LCC natural e técnico.

Para obtencdo da mistura de &cidos anacéardicos (19), as castanhas foram
cortadas e separadas as améndoas das cascas da castanha de caju. As cascas foram
picotadas e colocadas em refluxo com etanol por 7 horas para obtencdo do LCC
natural — composto pelas misturas de acidos anacéardicos (19), cardanois (20) e
cardois (21).

A mistura 19 foi obtida a partir da reacao do extrato de LCC natural com hidréxido
de calcio levando a precipitacdo do anacardato de calcio (76) (Figura 13) o qual,
solubilizado em acetato de etila, foi tratado com solucdo de acido cloridrico a 50 %
para liberacdo dos acidos fornecendo a referida mistura em rendimento de 70 % em

relacdo a massa aplicada.

Figura 13: Mistura de anacardatos de calcio (76)

o

n=2 /\/\/m
C15H31_2n n=3 W

Ca?*[LDTLLi]? (76)

A mistura 19, apresentando material polimérico polar, foi purificada em coluna
cromatogréafica contendo gel de silica eluida com gradientes de hexano:acetato de
etila (7:3), e apresentou fator de retencédo (Rf) 0,3 (hexanoso%:AcOEtio%) em
cromatografia em camada delgada (CCD), padrdo em nosso laboratorio.

Para a obtencédo das misturas de cardanois (20) e cardois (21) foi utilizado o LCC
técnico doado pela industria Resibras-Cashol (Fortaleza-CE). O LCC técnico é um
Oleo — gerado como residuo da industria de beneficiamento da castanha de caju — que

guando aquecido a temperaturas de 190 °C-200 °C leva a descarboxilagcao dos acidos
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anacardicos convertendo-os na mistura de cardanois e polimeros polares. Todo esse
6leo é subproduto do agronegdcio de caju com baixissimo valor agregado, justificando
a sua utiizacdo como matéria prima barata e abundante no Nordeste do Brasil
(MAZZETTO; LOMONACO, 2009).

Neste contexto, as misturas 20 e 21 foram purificadas em coluna cromatografica
contendo gel de silica, eluida com de mistura de hexanos, apresentando respectivos
rendimentos de 68 % e 23 %. Este resultado estd de acordo com a literatura
(MAZZETO, LOMONACO, 2009), cujos contetdos maximos para as misturas sao de
aproximadamente 70 % para cardanois e 25 % de cardois. As misturas 20 e 21, ndo
caracterizadas por métodos espectroscopicos, apresentaram fatores de retencdo de
Rt 0,7 (DCM) para mistura de cardanois (20) e de Rs 0,3 (DCM) para a mistura de
cardois (21), de acordo com os padrdes presentes no laboratério e por Rfsj& descritos
na literatura. A Tabela 1 (pag. 22) apresenta dados dos percentuais para as principais
misturas encontradas nos LCCs natural e técnico corroborando os resultados
encontrados.

De posse das misturas 19-21, estas foram submetidas a reagdes de O-metilagao
com Mel e K2COs em acetona sob refluxo levando a obtencdo das misturas de 2-
metoxianacardatos de metila (24, 74 %), metdxicardanol (25, 48 %), e dimetoxicardol
(26, 66 %). As misturas O-metiladas foram purificadas por cromatografia em coluna
contendo gel de silica eluida com gradiente de misturas de hexano e acetato de etila
(5 %-10 %).

Para a sintese dos éalcoois 27-29 os intermediarios O-metilados 24-26 foram
submetidos a reacdes de ozondlise, por meio de fluxos continuos de ozdnio/oxigénio
em mistura de diclorometano e metanol (1:1) a 0 °C. Apos consumo de todo o material
de partida identificado por CCD, a mistura foi purgada com fluxo de nitrogénio seguida
de tratamento redutivo do ozonideo secundario com boridreto de sodio gerando os
produtos 27 (60 %), 28 (70 %) e 29 (43 %).

Para investigar a contribuicdo dos grupos fendlicos, o planejamento sintético inicial
foi alterado em funcéo da indisponibilidade de reagentes controlados pelo Ministério
do Exército. Neste sentido, a mistura de cardanois (20) foi primeiramente O-acetilada
com anidrido acético e catalise com acido fosforico, sob assisténcia de radiacdo micro-
ondas em forno convencional, levando a mistura de cardanois acetilados (77) em

rendimento de 67 %. Posteriormente 77 foi submetida a reacdo de ozondlise para
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obtencédo do derivado alcool 78 em 80 % de rendimento. Por fim, ja na Universidade

de Bolonha, o grupo fendlico de 78 foi quimiosseletivamente protegido como éter

benzilico por meio da reacdo com brometo de benzila e carbonato de potassio em

acetona fornecendo o derivado 35 em 92 % de rendimento (Esquema 2).

Esquema 2: Rota sintética para obtencdo dos intermediarios 78 e 35

OH

CisHz1.2n

OBn

OH

35

Ac,0
—_—
MO, 450 W, 3'
67 %

BnBr, K2C03

-

OAc

CisHz1.2n

7

OH

Me,CO, 110°C, 12 h

80 %

78

OH

1. 04/0,,
DCM/MeOH (1:1)
0°C,6h

2. NaBH,,
MeOH/EtOH (1:1)
0°Cata.,16h

Os grupos metilenos contendo a hidroxila alcodlica nos derivados 27-29 e 35 foram

caraterizados por RMN de H como tripletos variando entre 2,54 ppm e 2,64 ppm,

corroborados pelos deslocamentos quimicos que variaram entre 62,9 ppm e 63,2 ppm
no RMN de 13C (Tabela 3).
Tabela 3: Dados de Rendimento e RMN (*H e 13C) para os derivados de 27-29 e 35

a

OCH,A
W
b
Y OH
27: W=CO,Me; Y=H;A=H
28: W=H;Y=H;A=H
29: W=H;Y=0Me;A=H
35:W=H;Y=H;A=Ph
. Rend. | RMNIH (@) | RMN33C(a) | RMNH (b) | RMN 13C (b)
omposto "
(%) (ppm) ppm) (ppm) (ppm)
27 60 3,81 56,0 3,62 63,1
28 70 3,81 55,3 3,64 63,2
29 43 3,78 55,3 3,63 63,1
35 74 5,07 70,1 3,65 63,1

* considerando duas etapas: ozondlise e benzilagao



O 00 N O Uu B~ W N

10

11

12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24

51

Dando prosseguimento a rota sintética planejada, os alcoois 27-29 e 35 foram
transformados em seus ésteres metanossulfénicos 37-39 e 41 por meio de reacéo
com cloreto de mesila e TEA em diclorometano seco em rendimentos que variaram
de 78 % a 87 %. A caracterizacdo dos mesilatos se deu pela presenca de simpletos
entre 2,96 ppm e 3,00 ppm em RMN de H referentes as metilas do grupo sulfonila,
confirmados pelos deslocamentos quimicos na faixa de 37,2 e ppm 37,5 ppm nos
espectros de RMN de 13C (Tabela 4).

Tabela 4: Dados de Rendimento e RMN (*H e 13C) para os derivados de 37-39 e 41

OCH,A
W
O O
N
v o Na
37: W=CO,Me; Y=H;A=H
38:W=H;Y=H;A=H
39: W=H;Y=0Me;A=H
41:W=H;Y=H;A=Ph
1 13
Composto Rend (%) RMN *H (a) RMN 13C (a)
(ppm) (ppm)
37 85 3,00 375
38 78 2,98 37,5
39 80 2,99 37.4
41 87 2,96 37,2

Para finalizar a estratégia sintética convergente, foram sintetizadas as
tetraidroacridinas — THA (1) e 6-CI-THA (5) — a partir de ciclohexanona (79) e 2-
aminobenzonitrila (80) ou 2-amino-4-clorobenzonitrila (81) levando as respectivas
aminas em iguais rendimentos de 70 % (Esquema 3), apés recristalizacdo em
etanol/agua para remover o ZnCl2 e as impurezas. Destacamos que o derivado 7-
OMe-THA (7) foi gentilmente doado pelo professor Kamil Kuca do Departamento de
Quimica da Faculdade de Ciéncias da Universidade Hradec Krélové (Republica
Tcheca).
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Esquema 3: Obtencé&o das tetraidroacridinas THA (1) e 6-CI-THA (5)

o] NH,
Na
R
1.ZnCly, 3 h, 140 °C >
+ —
2. NaOH (pH 13) P
H,N R R N
79 80: R= H LR=H
8L:R=Cl 5:R=Cl

A caracterizagao estrutural das tetraidroacridinas 1 e 5 por RMN de hidrogénio
esta apresentada na Figura 14.

Figura 14: Sinais de RMN de H para o anel aromético das THAs 1 e 5

NH, NH,
7,88 ppm 8,15 ppm
7,32 ppm \ 7,25 ppm X
7,66 ppm P~ =
N Cl N

7,54 ppm 7,59 ppm
1: Tacrina (THA) 5: 6-Clorotacrina (6-CI-THA

De posse dos derivados tetraidroacridinicos 1, 5 e 6, os intermediarios mesilados
37-39 e 41 foram submetidos a reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2)
assistida por reator de micro-ondas. Esse procedimento melhorou rendimentos e
reduziu o tempo de reacéo (de 12 h para 12 min), em compara¢cdo ao aguecimento
convencional. Para formacéao do nucledfilo nas respectivas THA foi utilizada solugéo
de KOH em DMSO seco. Apesar do DMF ser um 6timo solvente para reacdo de
substituicdo nucleofilica, buscamos utilizar solventes mais sustentaveis e
ecologicamente corretos. Neste sentido, optamos pelo DMSO por ser mais seguro
(PRATI, et al. 2016).

As condicdes reacionais permitiram a substituicdo nucleofilica no carbono
eletrofilico na posicdo alfa ao mesilato dos respectivos intermediarios resultando nos
derivados-alvo 43-47, 49-50 e 55-56 em rendimentos que variaram de 20 % a 34 %.
Apesar dos baixos rendimentos, essa reacdo especifica foi realizada de acordo com
o estudo de Perna (2017), no qual diferentes condi¢des experimentais foram avaliadas
(Tabela 5).
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Tabela 5: Estudo das condi¢cdes experimentais paraas reagdes Sn2 entre as THAs (1, 5 e 6)
e 0s mesilatos (38-40 e 42)

Base | Catalisador | Solvente em ?%r)atu fa Te(rl:])po M?gfloi_aocr?g as Ren %:/LT)] S
NaNH: -- THF t.a. 24 N&o -
NaNH: -- THF 66 24 N&o --
NaNH: -- THF 170 2 Sim Tracos

NaH Kl DMF 120 8 N&o 10
NaH Kl DMF 120 1 Sim -
NaH -- DMF 120 1 Sim --
NaH -- DMF 120 0,2 Sim 11
KOH -- DMSO t.a. 15 N&o 30
KOH - DMSO 120 0,2 Sim 33

A auséncia dos simpletos em torno de 3,00 ppm no espectro de RMN de 1H bem

como dos deslocamentos quimicos em torno de 37,5 ppm em RMN de 13C referente

a metila do grupo sulfonila confirmaram a saida dos grupos mesila. Adicionalmente,

os sinais observados nos espectro de RMN de 13C na faixa de 62,9 ppm e 63,2 ppm,

referentes aos grupos metilenos ligados a oxigénio nos derivados 27-29 e 35, foram

deslocados para a faixa de 33,4 ppm e 35,9 ppm caracteristica de grupos metilenos

ligado a nitrogénio, corroborando a formacéo dos derivados-alvo tetraidroacridinicos

(Tabela 6).

Tabela 6: Dados de Rendimento e RMN (1H e 13C) para os derivados-alvo 43-47, 49-50 e 55-

56
OCH,A
w Ay
a |
Y H N
43-47; 49-50; 55-56 1:R;=H; Ry =H
Ry, 5:R1=ClRy=H
6: Ry =H; R, = OMe
R
1 13,
Derivados W Y A | THA Reond. RMN de H (a) RMN de ~C (a)
(%) (Ppm) (Ppm)
43 CO:Me H H 1 20 2,53 33,4
44 CO:Me H H 5 34 2,51 33,3
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45 CO:Me H H 6 24 2,51 33,3
46 H H ) 28 2,57 35,9
47 H H 6 29 2,53 35,9
49 H OMe | H 5 35 2,58 33,4
50 H OMe | H 6 25 2,58 33,9
55 H H Bn ) 32 2,55 33,9
56 H H Bn 6 24 2,56 33,8

Dentre os derivados-alvo, o0s derivados éteres benzilicos 55 e 56 foram
hidrogenados usando sistema H-cube. Essa reacdo acontece com fluxo continuo de
hidrogénio que permitiu remover o grupo benzilico e obter a hidroxila fendlica livre nos
derivados 64 (41 %) e 65 (45 %). A auséncia do sinal em 5,02 ppm, caracteristico do
metileno do grupo benzilico no espectro de RMN de 1H, corrobora a hidrogendlise do
referido grupo protetor.

Partindo do principio que a atividade anti-inflamatéria parece derivar dos
compostos com as fungdes fenol e acido benzoico, foram sintetizados os derivados
contendo a subunidade salicilato de metila 61 (25 %) e 62 (25 %), por meio da
desprotecdo seletiva do grupo metoxila nos éteres 43 e 44 usando BBrs em
diclorometano, bem como com a subunidade salicilica a partir da hidrolise dos ésteres
metilicos 64 e 65 com solu¢céo de KOH 3,5 M em MeOH/H20 (2:1) sob radiacédo micro-
ondas fornecendo os respectivos acidos 73 (84 %) e 74 (54 %). A analise dos
espectros de RMN de 1H e de 13C dos novos derivados mostrou auséncia dos sinais
referentes as metilas dos grupos metoxila — 3,81 ppm e 51,9 ppm — bem como dos
ésteres — 3,89 ppm e 55,8 confirmando as respectivas interconversées de grupos
funcionais.

De posse de todos os derivados foi realizada a relagdo estrutura-atividade para

validar a hipétese sobre os derivados do LCC na atividade anti-inflamatéria.

6.2 AVALIACAO BIOLOGICA

6.2.1 Perfil de atividade frente as enzimas AChE e BChE humanas

E sabido que os inibidores de colinesterases sdo eficazes quanto a melhora
temporaria do comportamento e bem-estar, bem como retardam o declinio cognitivo
de pacientes com DA. Além da AChE, ha evidéncias pré-clinicas que sugerem que a



O 00 N o U A W N

N N NN P B PR R R R R R R
W N B O W 00 N O U1 A W N KL O

N
N

NN
o

27

55

inibicho da BChE pode ser importante para manter a normalidade da funcéo
colinérgica na DA, umavez que aparece mais pronunciada durante o curso da doenca.
Dados da literatura confirmam que a tacrina (1) e seus derivados atuam como
inibidores duais de AChE e BChE (MEHTA, ADEM E SABBAGH,2012). Sendo assim,
a atividade inibitéria dos derivados sintetizados e dos compostos de referéncia
derivados da THA (1, 5 e 6) foram avaliados quanto ao perfil de inibicdo de AChE e
BChE humanas pelo método de Ellman (ELLMAN et al., 1961).

Todos os hibridos avaliados apresentaram atividade inibitéria de AChE e BChE
satisfatéria com valores de ICso que variaram da ordem de nanomolar a picomolar e
foram significativamente mais potentes que o0os compostos de referéncia 1, 5 e 6
(Tabela 7).

A THA 1 nao substituida mostra ligeira seletividade para hBuChE, enquanto a o
composto 5 (6-CI-THA) é inibidor mais potente de hAChE gracas ao efeito positivo do
atomo de cloro (SAVINI, et al., 2003). Além disso, a presenca de substituinte metoxila
(7) é prejudicial para ambas as inibicbes de AChE e BuChE, embora potencialmente
positiva em termos de metabolismo/toxicidade (SOUKUP et al., 2013). Notavelmente,
todos os hibridos 25-35 mostraram melhor atividade em relagdo aos compostos de
referéncia 1, 5 e 6 (hAChE: 1,2- a 13,5 vezes para derivados da tacrina e de 1,1- a 5,7
vezes para derivados da Cl-tacrina; hBuChE: 1,5- a 1300 vezes para derivados da
tacrina e de 4,2 a 1900 vezes para derivados da Cl-tacrina), corroborando a eficacia
da estratégia de hibridagdo molecular. No entanto, os perfis inibitérios da
AChE/BUChE exibem tendéncias variaveis. Assim, arelacdo estrutura-atividade sera

discutida separadamente para as duas enzimas.

Tabela7: Perfilde atividades dos compostos 43-47,49-50,61-62, 64-65e 73-74 e compostos
de referéncia 1, 5 e 6 frente as enzimas hAChE e hBChE

0z, O 0z,

i /@\/\/\/\/\
Y1 NH Y1 NH
Rzm Rzm
= =
43-45, 61-62, 73-74 Ry N 46-47, 49-50, 64-65 Ry N

Derivados

hAChE hBChE

[o]
N Wil Y s R Re ICs + SEM (nM) ICs + SEM (nM)
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43 Me H Me H H 20,8+ 3,8 0,0352 + 0,0077
44 Me H Me Cl H 2,54 +£ 0,07 0,265 + 0,027
45 Me H Me H OMe 1260 + 10 3,49 + 0,09
61 Me H H H H 17,0+ 2,7 0,177 £ 0,005
62 Me H Cl H 2,81+0,14 4,25+ 0,48
73 H H H H 184 + 59 11,2+2,3
74 H H H Cl H 13,4+4,2 120 + 12
46 - H Me H H 40,0 £ 3,3 7,72 + 0,96
47 - H Me Cl H 571+0,43 25,8+0,5
64 - H H H 19,2+4,0 3,74+0,10
65 - H Cl H 4,19+ 0,81 19,4+ 4,0
49 - OMe Me H H 47,2 +9,8 29,2+54
50 - OMe Me Cl H 5,10 + 0,99 83,2+3,5

1 - - - H H 230+ 12 45,8 + 3,0

5 - - -- Cl H 145+0,9 505 + 28

6 - - -- H OMe 8000 * 650 8860 * 640

Considerando o perfil inibitério para a enzima hAChE, o composto 44 — hibrido do
acido anacardico dimetilado com 6-CI-THA (5) — foi o mais potente (ICso: 2,54 nM),
enquanto o menos ativo foi o derivado 45 (ICso: 1260 nM) que difere de 44 quanto a
subunidade THA em que foi utilizada a tetraidroacridina 7-OMe-THA (6). Isso reforga
a que a subunidade 6-CI-THA é mais eficaz que a 7-OMe-THA no reconhecimento do
sitio ativo catalitico da enzima. Como confirmacgao da relevancia da subestrutura das
THA dentro dos subconjuntos homogéneos dos hibridos, como for¢ca motriz para o
reconhecimento pela hAChE, a poténcia da subunidade farmacoforica é classificada
na seguinte ordem: 6-CI-THA (5) > THA (1) > 7-OMe-THA (6). Quanto as subestruturas
derivada dos lipideos fendlicos do LCC, os derivados metdxicardanois 46 e 47 e os
metoxicardois 49 e 50 exibiram perfis semelhantes, sugerindo que uma segunda
metoxila no anel aromatico ndo faz interacdes adicionais. As metilas da subunidade
salicilica do &cido anacardico (func¢des carboxilicas e fendlicas) foram benéficas para
a afinidade como visto nos derivados dimetilados 43 e 44, enquanto 0s ésteres
metilicos 61 e 62 foram inibidores mais eficazes do que os acidos anacardicos livres
73 e 74.
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Os resultados mais marcantes foram observados para a inibicdo de hBChE, com
trés derivados-alvo (43, 44 e 61) exibindo perfis subnanomolares. Para inibicdo da
hAChE foi observado melhor perfil dos derivados contendo a subunidade THA (1),
sendo mais potentes que os derivados hibridos com a 6-CI-THA (5). Na verdade, este
resultado é consistente com achados anteriores, mostrando que a inser¢cdo do atomo
de cloro na posi¢céo 6 do nucleo da tacrina € prejudicial para a inibicdo de hBChE por
causa do impedimento estérico (SAVINI et al., 2003). A presenca da subunidade do
acido anacérdico parece importante para aumentar a interagcdo com a enzima. Na
verdade, o subconjunto dos hibridos do acido anacéardico (43-44 e 61-62) foi mais
potente do que os correspondentes para o cardanol (46-47 e 64-65) e cardol (49-50).
Mais uma vez, a metilacdo dos hibridos do acido anacardico — em ambas as fungcdes
carboxilico e fenol — faz uma contribuicdo favoravel para a atividade, visto que os
derivados 43 e 44 e o éster metilico 61 foram mais potentes do que os derivados de
acido livre 73 e 74. Particularmente, 43, 44 e 61 foram os inibidores com melhor perfil
da série.

De todos os derivados, o composto 43 apresentou inibicdo mais potente da série
para hBuChE com alta poténcia e seletividade sobre hAChE (DIGHE et al., 2016;
KOSAK et al., 2018; HOFFMANN et al. 2019; LI et al., 2020), incluindo alguns
inibidores multifuncionais relatados recentemente (PANEK et al., 2018; VIAYNA et al.,
2014; BUTINI et al., 2013).

6.2.2 Ensaio de toxicidade em células de hepatoma humano (HepG2)

A falha de alguns candidatos ao tratamento da DA pode ser atribuida a toxicidade
apés a administracdo cronica de medicamentos. Particularmente, em pacientes
geriatricos, devido ao envelhecimento, comorbidade e politerapia subsequente, ha um
risco aumentado de interacbes medicamentosas e hepatotoxicidade. Além disso, a
tacrina (1) foi retirada do mercado por seus efeitos adversos graves, sendo o mais
notério o hepatotéxico (CUMMINGS; MORSTORF; ZHONG, 2014).

Neste sentido, foram determinados os perfis de toxicidade nas linhagens de
células de hepatoma humano HepG2 (Tabela 8), SH-SY5Y semelhante a neurénio

humano e linha de células BV-2.
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A hepatotoxicidade de 43-35 foi avaliada preliminarmente usando um sistema in
vitro baseado em HepG2, em comparagcdo com os compostos de referéncia 19a e 1.
A linha celular HepG2 tem sido amplamente empregada como sistema in vitro
adequado, gracas as suas caracteristicas celulares homogéneas e consistentes.

Para progredir com as moléculas potencialmente desprovidas de
hepatotoxicidade, estabelecemos como ponto de corte inicial viabilidade celular maior
gue 80% a concentracdo de 10 pM. Com base nos dados obtidos, bem como nos
perfis de inibidores de colinesterase, os compostos 43, 44, 47, 61, 62, 65, 73 e 74

foram selecionados como 0s mais promissores para continuar o estudo.

Tabela 8: Perfil de citotoxicidade em células HepG2 dos compostos 43-47,49-50,61-62, 64-
65 e 73-74 e compostos de referéncia 1 e 19a

0z, O oz, OH O
ow, OH
Y, N \ /N Y, N \ /N CisHat
43-45, 61-62, 73-74 46-47, 49-50, 64-65 19a
R, R4 R, R4

Ne | Wi Y, Zi | RR| R 0,1 pM 1 uM 10 pM
43 | Me H Me | H H 93,4+ 4,0 97,7+6,8 93,8+2,9
44 | Me H Me | cCl H 95,4 + 2,4 95,1+1,8 | 81,5%24*
45 | Me H Me | H | OMe | 94,7+39 92,9+9,2 932+1,3
61 | Me H H | H H 89,9+ 7,2 90,2 + 1,4 89,6 + 3,6
62 | Me H cl H 100,0 + 2,5 93,4 +3,6 99,4 +5,3
73 H H H H 94,4 + 6,0 855+0,5 | 61,4+ 35"
74 H H H | cl H 94,9+7,7 92,5+4,9 | 78,5+ 2,3%
46 - H Me | H H 95,6 + 5,6 81,0+1,3 | 84,2+10,3*
47 - H Me | Cl H 90,3 + 4,2 86,6 + 2,4 88,1+5,2
64 - H H | H H 1055+ 0,5 | 108,2+57 | 100,8+2,5
65 - H H | c H 100,0+5,0 | 100,0+2,9 92,7+ 7,6
49 ~ | oMe | Me | H H 98,8+ 5,0 86,0+ 15,9 | 59,1+ 3,1+
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50 - OMe Me Cl H 91,3+3,6 95,5+ 3,7 90,0 + 3,3
1 - - - H H 97,79+ 6,5 95,0 + 3,6 82,3 + 2,8*
19a H H H - - 95,4 +2,2 92,2+2,6 110 +18

2 Os resultados sé@o expressos como a média de pelo menos trés experiéncias.* A significancia foi
determinadapor ANOVA; Teste de comparagao multipla de Dunnett p < 0,05, ** p<0,01, *** p < 0,001
e **** p < 0,0001.

6.2.3 Ensaio de citotoxicidade em células SH-SY5Y

As moléculas menos téxicas no ensaio de citotoxicidade anterior 43, 44, 47, 61,
62, 65, 73 e 74 foram selecionadas para avaliacdo através do ensaio de viabilidade
MTT tratando células humanas diferenciadas SH-SY5Y com concentracdes
crescentes (0,1 uM a 1 yM) dos compostos selecionados por 24 h (Gréfico2). A tacrina
(1) e o acido anacérdico saturado (19a) foram usados como compostos de referéncia.

Todos os compostos ndo foram significativamente neurotdéxicos em ambas as
concentracdes testadas, sendo a viabilidade celular comparavel ou mesmo ligeira e

significativamente aumentada em relacdo as células de controle.

Grafico 2: Efeito dos hibridos na sobrevivéncia/morte celular através do ensaio de MTT em
células SH-SY5Y nas concentracdes de 0,1 uM e 1 uM dos derivados-alvo 43, 44, 47,61, 62,
65, 73 e 74 por 24 horas

120+ @ o ° 140+
120+ —_—re—- = e
1004
80+
60+
40+
20-

1004 =111 =

Viabilidade Celular
% do Controle
3
L
Viabilidade Celular
% do Controle

[ s | L p T T | p s m— T T T T
6\@' 43 44 47 61 62 65 73 74 68" 43 44 47 61 62 65 73 74
0.1 uM 1M

6.2.4 Ensaio de citotoxicidade em células de BV-2

Paralelamente ao ensaio anterior, os mesmos hibridos também foram avaliados

BN

guanto a citotoxicidade frente a linhagem celular de micréglias (BV-2) em trés
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concentragoes, 0,1 uM, 1 uM e 10 uM por 24 horas e a viabilidade celular medida pelo
ensaio de MTT (Grafico 3).

Na concentragdo mais baixa (0,1 uM), os compostos nao foram citotdxicos, pois a
viabilidade celular das células tratadas era comparavel aos controles. A 1 uM, apenas

0s compostos 43, 44 e 47 mostraram ligeira, embora significativa, citotoxicidade.

Gréafico 3: Efeito dos hibridos na sobrevivéncia/morte celular através do ensaio de MTT em
células BV-2 nas concentracfes de 0,1 uM e 1 uM dos derivados-alvo 43, 44, 47, 61, 62, 65,
73 e 74 por 24 horas
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6.2.5 Ensaio em células BV-2 ap0s ativacdo por LPS

Para avaliar o potencial antineuroinflamatério, submetemos os compostos menos
toxicos (43, 44, 47, 61, 62, 65, 73 e 74) a triagem baseada em fendtipo em células
BV2. A descoberta de que pacientes com DA apresentam niveis aumentados de
mediadores inflamatorios e a associacdo entre os genes de risco da DA e as funcdes
imunes inatas indicam importante papel para a neuroinflamacgéo na patogénese da DA
(LENG; EDISON, 2021).

As células BV-2 foram tratadas com as amostras por 24 horas e
subsequentemente expostas a 100 ng/mL de LPS por mais 24 horas (). Conforme
avaliado pelo ensaio MTT, o tratamento com LPS induziu reducéo significativa da
viabilidade celular. Os derivados hibridos do acido anacardico (62, 73-74) e cardanol
(65) ndo mostraram capacidade de neutralizar o dano induzido por LPS (a viabilidade

celular das células tratadas era comparavel as células expostas ao LPS) (Gréfico 3).
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Por outro lado, os derivados hibridos do acido anacardico dimetilados 43 e 44,
metoxicardanol 47 e o éster metilico do &cido anacardico 61 reduziram
significativamente a morte celular induzida por LPS. Em particular, enquanto 12
mostrou efeito moderado, embora significativo, ja em 0,01 uM, 9 proporcionou
protecdo total contra LPS apenas na concentracdo testada mais alta (0,1 pM).
Notavelmente, ambos os derivados hibridos 43 e 44 (independentemente da
subunidade tacrina) restauraram a viabilidade celular aos niveis normais ja na
concentracdo mais baixa de 0,01 uM.



62

Gréfico 4: Efeitos anti-inflamatorios de 43, 44, 47, 61, 62, 65, 73 e 74 contra LPS em células

1
2
3

BV-2. As células BV-2 foram tratadas com concentracdo crescente dos compostos
selecionados (0,01 uMe 0,1 uM) por 24 horas e expostasa LPS 100 ng/mL por mais 24 horas
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6.2.6 Ensaio de expresséo génica em células BV-2 ap0s exposi¢cdo com LPS

Os hibridos 43 e 44 foram os compostos mais eficazes ndo apenas na
neutralizagdo do dano induzido por LPS, mas também na inibicAo de hBuChE e
hAChE, respectivamente. Por esse motivo, seu perfil anti-inflamatério foi investigado
com mais profundidade, visando avaliar sua capacidade de modular a expressédo das
principais citocinas neuroinflamatorias, ou seja, IL-18, TNF-a, e mediadores, ou seja,
INOS e COX-2.

As células BV-2 foram tratadas com 43 e 44 por 24 horas e expostas a LPS 100
ng/mL por mais 24 horas, quando a expressdo dos mediadores inflamatodrios foi
avaliada por reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-PCR). Os compostos
de referéncia 19a e 1 foram adicionados ao experimento como controles positivos e

negativos, respectivamente.

Grafico 5: Expresséo de citocinas e enzimas pro-inflamatérias em células BV-2 induzidas por
LPS tratadas com 19a, 1, 43 e 44 . As células BV-2 foram tratadas com 1 (0,1 uM) por 24
horas e expostas a LPS 100 ng/mL por mais 24 horas
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O composto original 19a se assemelha quimicamente ao acido salicilico e DE
SOUZA (2018) demonstraram que ele possui maior atividade anti-inflamatéria que o
acido acetilsalicilico in vitro (DE SOUZA et al., 2018). Com base nessas
consideracfes, escolhemos 19a, em vez dos acidos salicilico/acetilsalicilico, como
controle positivo.

O LPS aumentou significativamente a expresséo de TNF-a, IL-13, COX-2 e INOS
em comparacdo com as células de controle. Como esperado, 1 ndo foi eficaz,
enquanto 19a, 43 e 44 suprimiram de forma significativa a transcricdo dos genes COX-
2 e INOS e citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1B). Tanto 43 quanto 44 mostraram
atividade anti-inflamatéria maior que 19a. Na verdade, 44 foi capaz de reduzir
significativamente a expressédo de todos os mediadores inflamatorios testados e 43
desregulou significativamente IL-13, COX-2 e INOS (e ndo TNF-a); por sua vez, 19a
reduziu apenas a expressao de IL-1p e COX-2. A maior atividade anti-inflamatéria de
43 e 44, em comparacdo com 19a, parece estar ligada a eficacia do planejamento de
hibridacdo aplicada.

Notavelmente, as evidéncias indicam o sistema colinérgico como mediador das
interacdes neuroimunes (REALE, 2014) e BChE como ator importante na regulacdo
da inflamacéo intrinseca e atividade das células gliais de sitios colinoceptivos
(DARREH-SHORYI, 2013). Assim, pode-se dizer que a maior atividade de 43 e 44 em
relacdo a 19a pode ser devido & modulacdo concomitante de ambas as vias. No
entanto, a possibilidade de que isso possa ser devido a diferente biodisponibilidade
celular dos dois compostos nédo pode ser descartada.

Os resultados sobre a atividade anti-inflamatéria de 19a estdo parcialmente de
acordo com os dados de De Souza et al.,, (2018) mostrando que 19a € capaz de
reduzir significativamente a expressao de TNF-q, iINOS, COX-2, NF-kB, IL-1(3 e IL-6.
Essa discrepancia pode estar relacionada as diferentes concentra¢gdes usadas (50 uM
vs 0,1 pM). Além disso, De Souza et al. (2018) investigaram a atividade anti-
inflamatéria de 19a em modelo diferente, ou seja, a linhagem celular de macréfago
murino RAW264.7.

Como esperado, 43 nao influenciou a expressdo de todos os mediadores
inflamatorios testados. A atividade anti-inflamatoria de 43 e 44 também foi confirmada
por ELISA. O pré-tratamento com 43 e 44 foi capaz de diminuir significativamente a

liberac&o de IL-1B no meio de cultura quando comparado as células tratadas com LPS.
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Grafico 6: Secrecao de IL1-B em células BV-2 ativadas tratadas com 43 e 44. As células BV-
2 foramtratadas com 43 e 44 (0,1 yM) por 24 horas e expostas a 100 ng / mL LPS por mais
24 horas
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* p<0,05 em comparagdo com LPS.

O aumento da expressdo de enzimas pro-inflamatorias e citocinas € mediado pela
migracdo do fator de transcricdo NF-kB para o nucleo. NF-kB esta geralmente
localizado no citoplasma em associagdo com IkBa. Apés a fosforilacéo e degradacéo
de IkBa, o NF-kB é isolado e translocado para o nucleo (LI; VERMA, 2002). Portanto,
pretendemos ainda determinar se 43 e 26 podem modular a translocagdo nuclear
induzida por LPS de NF-kB. Neste sentido, as células BV-2 foram tratadas com 43 e
44 a 0,1 uM por 24 horas, e expostas a LPS por mais 24 horas, e a localizacdo do
fator de transcricdo NF-kB foi avaliada por imunofluorescéncia confocal (Figura ).

Os compostos 19a e 43 foram usados como compostos de referéncia. O LPS
induziu forte aumento nos niveis de NF-kB tanto no citoplasma quanto no nucleo.
Consistente com os resultados de RT-PCR, a translocagdo nuclear mediada por LPS
de NF-kB foi consideravelmente bloqueada pelo pré-tratamento com 43 e 44 e, em
menor grau, com 19a. Isso sugere que 43 e 44 neutralizam a neuroinflamacao,

inibindo a ativacao transcricional de NF-kB.

Figura 15: Translocag&o nuclear de NF-kB em células BV-2 induzidas por LPS tratadas com
19a, 5,43 e 44
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*As células foram tratadas com os compostos 43 e 44 (0,1 yM) e 19a e 5 como compostos de
referéncia (0,1 uM) por 24 horas edepois expostas a100ng /mL de LPS por mais 24 horas. As células
BV-2 foram imunocoradas com um anticorpo primério contra NF-kB p65 seguido por anticorpo IgG
anti-coelho conjugado com Alexa Fluor 488 secundario (verde) e os nucleos das células (azul) foram
visualizados com DAPI. Barras de escala: 10 um.
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6.2.7 Previsédo de permeabilidade pela barreira hematoencefalica

Uma caracteristica fundamental dos farmacos antialérgicos € sua aplicacdo eficaz
no cérebro em concentracdes terapéuticas, principalmente por causa da presenca da
barreira hematoencefélica (BHE). O ensaio PAMPA-BHE é uma ferramenta in vitro
desenvolvida para prever rapidamente a permeagdo passiva da BHE. A
permeabilidade BBB dos derivados mais promissores 43 e 44 foi estimada usando o
modelo PAMPA-BHE em comparacdo com farmacos padrdo, incluindo os AChEI
tacrina (1) e donepezil (2). O ensaio previu que tanto 43 quanto 44 tém potencial de
cruzar a barreira hematocefalica. Particularmente, os valores de Pe corresponderam
aos de dois farmacos para DA padrdo (donepezil (2) e 43), conhecidos pela

penetracéo eficaz da BHE (Tabela 9).

Tabela 9: Predi¢cbes da permeabilidade da BHE in vitro (Pe) para os derivados 43 e 44 e
farmacos comerciais relacionadas ao SNC

Estimativa de Permeabilidade a BHE

Composto Pe £ SEM (% 106 cm/s)a CNS (+/-)
43 6,99 + 1,04 CNS +
44 17,70 £ 4,63 CNS +
Furosemida 0,19 £ 0,07 CNS -
Ranitidina 0,35+0,31 CNS -
Donepezil (2) 21,93 + 2,06 CNS +
Tacrina (1) 5,96 + 0,59 CNS +

6.2.8 Ensaio de estabilidade plasmatica

Considerando que ambos hibridos 43 e 44 carregam funcionalidade éster labil,
realizamos ensaio preliminar de estabilidade no plasma humano. Conforme

determinado pela andlise de HPLC-MS (Gréfico ), 43 ndo mostrou decomposi¢cédo ao
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longo de intervalo de 6 h. Isso sugere que 43 é estavel e ndo foi convertido no derivado

desmetilado 73, menos ativo neste periodo de tempo.

Grafico 7: Estabilidade do composto 43 no plasma humano apds incubacdo a 37 °C. A
concentracao foi avaliada por meio de HPLC-MS. As andlises foram realizadas em duplicata
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CONCLUSOES E PERSPECTIVAS
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

7.1.CONCLUSOES

O planejamento sintético para a obtencdo dos derivados-alvo das compreendeu a
exploracdo de procedimentos classicos e.g. O-alquilagdo, ozondlise,
metanossulfonac&o, interconversdao de grupos funcionais. O desenvolvimento
sintético foi realizado a partir dos principais derivados fendlicos do LCC, fonte
renovavel e de baixo custo, para obtencdo de uma nova série de hibridos da tacrina,
combinando a atividade de inibicdo da AChE (THA (1), 6-CI-THA (5), 7-MeO-THA (6))
com propriedades anti-inflamatorias (LCC). A utilizagcdo de componentes do LCC,
residuo alimentar barato e altamente disponivel, que oferece recurso inestimavel para
o desenvolvimento de novos LMAD para a DA. Utilizamos esse recurso também pela
importancia e viabilidade econdmica em nosso pais, que apresenta renda baixa e
meédia que estd entre os maiores produtores de caju. Em principio, as novas
moléculas, além das vantagens peculiares dos LMAD, podem oferecer medicamentos
mais acessiveis aos pacientes com DA.

Em relacdo ao desenvovimento sintético, os derivados-alvos obtidos a partir da
reacdo SN2 entre 0s metanossulfonatos e as tetraidroacridinas apresentaram
rendimentos que variaram entre 20 % a 35 %. Por sua vez, as desprotecdes, via
desbenzilacdo e desmetilagcdes de éteres e ésteres, levaram aos derivados com
grupos hidroxila (fendlicos e carboxilicos) em rendimentos que variaram de 25 % a
84%. Todos os compostos foram estruturalmente caracterizados por RMN de 1H e
RMN de 13C bem como HRMS em que a maioria apresentou pureza por HPLC em
torno de 95 %, exceto para 0 composto 47 com 94 %.

Estudos enzimaticos revelaram inibidores potentes e seletivos de AChE e BChE.
Os compostos 43, 44 e 61, dotados de atividades subnanomolares, podem ser listados
entre os inibidores de BChE mais eficazes desenvolvidos até agora. O composto 43
foi 0 que apresentou valor de ICso mais baixo (0,0352 nM).

A investigacdo em células da microglia BV-2 revelou atividade protetora contra
insultos neurotéxicos dos compostos 43 e 44 ja a concentracao de 0,01 uM. Ambos
compostos suprimem a expressao de IL-1B8, COX-2 e INOS induzida por LPS (TNF-a

apenas para 44). Particularmente, eles sdo capazes de neutralizar a neuroinflamacéao
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por meio da inibicdo da ativacdo transcricional de NF-kB, sem causar citotoxicidade
em linhagens celulares microgliais, neuronais e hepéticas. Com base nos dados
bioldgicos obtidos e PAMPA-BHE, podemos especular que 43 e 44 podem acessar 0

cérebro em concentracdo nanomolar.

7.2.PERSPECTIVAS

Compreendem as perspectivas deste trabalho a sintese e a avaliacdo dos
compostos contendo a subunidade 7-OMe-THA (6) para as séries do cardanol e
cardol, bem como o estudo de novas metodologias visando a otimizacdo dos

rendimentos para obtencao dos derivados-alvo.
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PARTE EXPERIMENTAL
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8. PARTE EXPERIMENTAL

8.1. GENERALIDADES, MATERIAIS E METODOS

Os procedimentos experimentais em Sintese Orgéanica foram realizados no
Laboratério de Desenvolvimento de Inovagbes Terapéuticas (LDT) do Nucleo de
Medicina Tropical da Universidade de Brasilia. Adicionalmente, parte do projeto foi
desenvolvido em colaboracdo com o grupo da professora Dra. Maria Laura Bolognesi
do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas e Biotecnologia da Universidade de
Bologna, em especial, durante visita técnica em julho de 2018.

Os reagentes e solventes quimicos utilizados neste trabalho foram adquiridos das
industrias  Sigma-Aldrich® (EUA), Tedia® (EUA) e Synth® (Brasil) e PanReac®
(Espanha). Para alguns procedimentos, o diclorometano (DCM), acetonitrila (MeCN)
e trietilamina (TEA) foram previamente tratados com hidreto de calcio e destilados
antes do uso.

As reacOes foram realizadas sob agitacdo magnética, a temperatura ambiente ou
em aquecimento em banho de 6leo, monitoradas por cromatografia em camada
delgada (CCD) utilizando cromatofolhas (5,0 x 1,5 cm) de silica Kieselgel 60 F254
suportada em aluminio com espessura de 0,25 mm (SILICYCLE®) reveladas em
lAmpada de UV (254-365 nm), que permitiu o calculo dos fatores de retencdo (Rf).
Quando necessario, 0s produtos foram revelados com solucdo alcodlica de FeCls 20
% a fim de evidenciar a presenca da hidroxila fendlica.

Para as reac0Oes realizadas sob radiacdo micro-ondas, foi utilizado Sintetizador
Micro-ondas Discover SP®. Para as reacdes de hidrogenacado foi utilizado reator de
fluxo continuo H-Cube® Mini Plus (H-Cube, ThalesNano Nanotechnology, Budapeste,
Hungria). Para as reacdes 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. A
evaporacdo dos solventes foi realizada em evaporador rotatério Tecnal® TE-211, a
pressdo reduzida, variando entre 10 e 0,1 mmHg, e em temperaturas entre 40 °C e 60
°C.

A caracterizacdo das estruturas intermediarias foi realizada a partir da analise de
espectros de ressonancia magnética nuclear de hidrogénio (RMN de 1H) e de carbono-
13 (RMN de 13C), obtidos no Centro Nordestino de Aplicacdo e uso da Ressonancia
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Magnética Nuclear (CENAUREMN) da Universidade Federal do Ceara (UFC), em
aparelho Bruker Avance DRX300 e DRX500 obtidos a 300 MHz e 75 MHz ou a 500
MHz e 125 MHz. Para os derivados-alvo os espectros foram obtidos no Instituto de
Quimica da Universidade de Bologna Varian VXR 400 (400 MHz para 1H, 100 MHz
para 13C). Para a realizacdo dos espectros, as amostras foram solubilizadas em
cloroférmio deuterado (CDCIs), tendo tetrametilsilano (TMS) como referéncia interna.
Os valores de deslocamento quimico (d) séo referidos em parte por milhdo (ppm) em
relacdo ao TMS e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As areas dos
sinais foram obtidas por integracdo eletronica e suas multiplicidades descritas como:
simpleto (s); simpleto largo (sl); dupleto (d); duplo dupleto (dd); tripleto (t), quarteto (q),
quinteto (qi), multipleto (m). A numeracao e legendas estdo de acordo com a Figura .

Os espectros de massas foram registrados em aparelho Waters ZQ4000, XevoG2-
XSQTof, Acquity arc-QDA LC-MS com ionizagédo por eletrospray (ESI) em modo
positivo. Os compostos foram nomeados de acordo com as regras IUPAC aplicadas
por ChemBioDraw Ultra (versdo 16.0). A pureza dos compostos foi determinada
usando um KinetexR 5uM EVO C18 100 A, coluna LC 150 x 4,6 mm e um instrumento
HPLC Jasco Corporation (Téquio, Japdo) (PU-1585 UV equipado com uma valvula de
loop de 20 pL).

Figura 16: Numeracéo e legendas empregadas nos assinalamentos de sinais em espectros
de RMN de 'H e RMN 3C
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8.2 METODOLOGIA SINTETICA E CARACTERIZACAO DOS COMPOSTOS

8.2.1 Obtencdo do liquido da casca da castanha de caju a partir das

castanhas de caju (LCC Natural)

Em um baldo com sistema de refluxo foram adicionados 222 g de casca da
castanha de caju, cortados em pequenos pedacos, e etanol (600 mL). A extracéo foi
repetida a cada 2 horas com troca da mesma quantidade de solvente até obtencado de
solucdo clara (3 trocas, ~ 7 horas). ApoOs este periodo, o solvente foi evaporado a
pressdo reduzida fornecendo 40 g de LCC natural correspondendo a 18,2 % em

relacdo a massa de cascas de castanhas.

8.2.2 Obtencao da mistura de acidos anacardicos (19) a partir do LCC

natural

OH OH O

W
1. Ca(OH),, MeOH/H,O OH
2. AcOEL., H,0, HCI 50 %
Y

CisHz1.2n C1sHz12n

O,
Y
VY

T

=H 19

N3k
-3
non

COzH; Y
H;Y=H
HY=0

I

A um baldo de 500 mL foram adicionados 30 g de LCC natural, 15 g de hidroxido
de célcio (Ca(OH)2) e solugdo contendo MeOH (180 mL) e agua (30 mL). O sistema
permaneceu em agitacdo sob refluxo de 60 °C por 3 horas. Apds este periodo, a
mistura foi filtrada a vacuo e o sélido transferido para um Erlenmeyer de 1 L no qual
foram adicionados acetato de etila (150 mL), agua destilada (50 mL) e solucéo de HCI
a 50% em volume suficiente para chegar a pH 1. A solucdo obtida foi lavada com
solucéo saturada de cloreto de sédio (20 mL) e seca com sulfato de sodio anidro. O
solvente foi evaporado a pressao reduzida e o residuo purificado em coluna
cromatogréafica contendo gel de silica eluida com hexano e mistura de hexano e
acetato de etila (7:3) fornecendo 16 g da mistura de &cidos anacardicos (19)
correspondendo a aproximadamente 54 % da massa de LCC natural utilizada.
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8.2.3 Obtencao da mistura de cardanois (20) e cardois (21) a partir do
LCC técnico

20 g de LCC técnico foram purificados em coluna cromatografica contendo gel de
silica eluida com gradiente de mistura de hexano e acetato de etila (5 % - 10 %)
fornecendo 14 g da mistura de cardanois 20 (70 % da massa aplicada). Apés
isolamento da mistura de cardanois a polaridade do eluente foi alterada para gradiente
de mistura de hexano e acetato de etila (30 % - 35 %) fornecendo 4,8 g da mistura de

cardois 22 (24 % da massa aplicada).

8.2.4 Procedimento geral para obtencdo das misturas O-metiladas de

acidos anacérdicos (24), cardanois (25) e cardois (26)

OH OMe

W wW
Mel, K,CO3
_—
Me,CO, 100 °C
Y CisHa12n 24h Y CisHa12n

19: W=COyH; Y =H 24: W=COyMe; Y=H
20: W=H;Y=H 25:W=H;Y=H
21: W=H; Y =OH 26: W =H; Y =0OH

A um baldo de 500 mL foram adicionados 10,0 g da mistura de 19 (36,5 mmol)
ou 12,5 g da mistura de 20 (33,5 mmol) ou 5,0 g (18,7 mmol) da mistura de 21,
carbonato de potéassio (2,0, 3,0 eqv, 5 eqv — respectivamente para metilacdo da
mistura de cardanois e dimetilagdo de &cidos anacérdicos e cardois) e acetona (300
mL). A mistura reacional permaneceu sob agitagéo durante 2 horas. Ao final deste
tempo, foi adicionado iodeto de metila (2,5 eqv, 3,0 eqv, 6 eqv, respectivamente) e
a reacao permaneceu sob refluxo a 100 °C, com sistema de resfriamento a —8 °C,
por 24 horas.

Apos resfriamento, o solvente foi evaporado a vacuo, o carbonato de potassio
residual foi solubilizado em &agua destilada (40 mL) e a mistura extraida com
diclorometano (3x 30 mL). As fases organicas reunidas foram lavadas com solugao
de HCla 10% (10 mL), solugcéo saturada de cloreto de sédio (10 mL) e secas em
sulfato de sodio anidro. Apés evaporacao do solvente a presséo reduzida, oresiduo
foi purificado em coluna contendo gel silica eluida com mistura de hexano e acetato
de etila (5 % - 10 %) para fornecer a mistura dos compostos de O-metilanacardatos
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de metila 24; mistura de hexano e acetato de etila (5 % - 8 %) para fornecer a
mistura de O-metilcardanois 25; e mistura de hexano e acetato de etila (5 % - 20
%) para fornecer a mistura de O,O-dimetilcardois 26. Todos os compostos foram
obtidos na forma de 6leo castanho.

2-Metbxianacardatos de metila (24)

o o
o~ Rendimento 74 %
Rf 0,3 (Hex:AcOEt 20%)
CreHatan Massa Molar: 376,625 g.mol™

Metdxicardanois (25)

o

Rendimento 48 %
Rf 0,7 (Hex:AcOEt 20%)
CrsHa1.0n Massa Molar; 236,355 g.mol ™t

Dimetoxicardois (26)

o

Rendimento 66 %
Rf 0,6 (Hex:AcOEt 20%)
e CrsHazon Massa Molar: 348,574 g.mol ™!

8.2.5 Procedimento geral para obtencdo dos derivados 2-(8-hidroxioctil)6-
metoxi)benzoato de metila (27), 8-(3-metoxifenil)octan-1-ol (28) e 8-(3,5-
dimetéxifenil)octan-1-ol (29)

OMe OMe

W 1. 03/0,, DCM/MeOH (1:1) W
0°C,6h
2. NaBH,,, MeOH/EtOH (1:1) OH
% CisHa1.2n 0°Cata.,16h Y .
24: W = CO,Me; Y = H 27: W =CO,Me; Y = H
25: W =H; Y = H 28:W=H;Y=H
26:W=H;Y=0H 29: W =H; Y =OH

A um baldo de ozondlise (150 mL) foram adicionados a mistura 24 ou 25 ou 26,
diclorometano (30 mL) e metanol (30 mL) e o baldo, resfriado a temperatura de
aproximadamente 0 °C, foi submetido a fluxo continuo de ozénio em oxigénio por 3
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horas e 20 minutos (5 ciclos de 40 minutos). Ao final deste tempo, a mistura foi
purgada com nitrogénio para eliminar o excesso de 0zonio. Em seguida a mistura, sob
banho de gelo, foiadicionado boroidreto de sédio (3 eqv) e a reacdo permaneceu sob
agitacdo magnética com evolucdo da temperatura de 0 °C & ambiente por 24 horas.
ApoOs adicao de solugcdo de HCl a 10 % (10 mL) mistura foi extraida com diclorometano
(3 x 30 mL) e as fases orgéanicas lavadas com solu¢do saturada de cloreto de sédio
(10 mL). Apés secagem com sulfato de sodio anidro, o solvente foi evaporado a
pressdo reduzida e residuo purificado em coluna contrendo gel de silica, eluida com
gradiente de mistura de hexano e acetato de etila (20 % - 35 %) fornecendo os

respectivos alcoois 27, 28 e 29.

2-(8-Hidroxioctil)-6-metoxibenzoato de metila (27)

O O
o~ Oleo castanho claro
Rendimento 60 %
; OH Massa Molar: 294,391 g.mol™

RMN de tH (500 MHz, CDCls): 5 1,31 (m, 8H, 3-6); 1,57-1,53 (M, 4H, 2 e 7); 1,86 (s,
1H, OH); 2,54 (t, J = 7,8 Hz, 2H, 1); 3,62 (t, J = 6,6 Hz, 2H, 8): 3,81 (s, 3H, ArOCHa),
3,91 (s, 3H, ArCO2CHs); 6,76 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 3); 6,82 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 5);
7,26 (t, J = 8,0 Hz, 1H, 4’). RMN de 13C (125 MHz, CDCl): 5 25,8; 29,4-29,5; 31,2;
32,8; 33,6; 52,3; 56,0; 63,1; 108,5; 121,6; 123,5; 130,4; 141,4; 156,4; 169,1.

8-(3-Metoxifenil)octan-1-ol (28)

o

Oleo incolor
Rendimento 70 %
; OH Massa Molar: 236,355 g.mol ™

RMN de 1H (300 MHz, CDCl3): 6 1,33 (m, 8H, 3-6); 1,54-1,58 (m, 2H, 7); 1,60-1,63 (m,
2H, 2); 2,59 (t, J = 6,0 Hz, 2H, 1); 3,64 (t, J = 6,0 Hz, 2H, 8): 3,81 (s, 3H, ArOCHa),
6,72-6,79 (m, 3H, 2,4’ e 6); 7,18-7,21 (m, 1H, 5). RMN de 13C (75 MHz, CDCl): &
25,9; 29,6; 29,4; 29,5: 31,5; 32,9; 36,2; 55,3; 63,2; 110,9; 114,4; 121,1; 129,3; 144,7;
159,7.
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8-(3,5-Dimetoxifenil)octan-1-ol (29)

Oleo castanho claro

Rendimento 43 %
0 , TOH Massa Molar: 266,381 g.mol™
RMN de H (300 MHz, CDCls): & 1,32 (sl, 8H, CHz, 3-6); 1,53-1,60 (m, 4H, CHz, 7 e 2):
2,07 (s, 1H, OH); 2,54 (t, J = 7,7 Hz, 2H, CH2, 8); 3,62 (t, J = 6,6 Hz, 2H, CH2, 1);
3,78 (s, 6H, ArOCHs); 6,30 (t, J= 2,2 Hz, 1H, 4); 6,35 (d, J = 2,2 Hz, 2H, 2’ € 6'). RMN
de 13C (75MHz, CDCIs): & 25,8; 29,3-29,6; 31,3; 32,8; 36,4; 55,3; 63,1; 97,7; 106,6;
145,4; 160,8.

8.2.6 Obtencéo dos derivado 3-(8-hidroxioctil)fenol (78)

OH OAc 1,040, OH

DCM/MeOH (1:1)
Ac,0 0°C,6h
R
MO, 450 W, 3' 2. NaBH,,
CisHz12n 67 % CisH31-2n MeOH/EtOH (1:1) ; OH

0°Cata,16h

20 v 90 % 78

Em um Erlenmeyer 2,0 g de (~6,6 mmol), 1,25 mL de anidrido acético destilado
(13,1 mmol) e acido fosfoérico (4 gotas) foram aquecidos em forno de micro-ondas
convencional por 3 min (3 x 1 min) a poténcia de 450 W (50 %). Em seguida, a mistura
foi extraida com AcOEt (3 x 10 mL) e as fragdes organicas reunidas foram lavadas
com solugdo de NaHCOz a 5 % (10 mL), solugdo de HCl a 10 % (10 mL) e solugao
salina saturada (10 mL) e secas sobre Na2SOa4 anidro. ApOs evaporagdo do solvente
a pressado reduzida, a mistura foi purificada por cromatografia em coluna contendo gel
de silica eluida com diclorometano, levando a mistura acetilada 77 com 90 % de
rendimento. Em seguida, em um baldo de ozondlise (150 mL), 2,0 g de 77 (9,4 mmol)
foram solubilizadas em diclorometano/metanol (1:1) (60 mL) e, apés resfriamento do
baldo 0 °C, a solucéo foi tratada com 0zdnio em oxigénio por 3 horas e 20 minutos (5
ciclos de 40 minutos). Posteriormente, 0 excesso de ozonio foi purgado com fluxo de
nitrogénio e a solucdao, resfriada a 0 °C sob banho de gelo-agua, foram adicionados
mistura de metanol/etanol (1:1) (60 mL)e 2,0 g de NaBH4 (8,0 equiv) permanecendo
a reacdo sob agitacdo magnética com evolucédo da temperatura de 0 °C a ambiente
por 16 horas. ApGs este periodo, a mistura foi acidificada com solu¢cdo concentrada
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de &cido cloridrico a pH 3 e o residuo foi extraido com acetato de etila (3 x 20 mL). As
fracdes organicas combinadas foram lavadas com solucdo saturada de cloreto de
sédio (10 mL), secas sobre Na2SOa4 anidro e o solvente evaporado a pressao reduzida.
O residuo foi purificado por cromatografia em coluna contendo gel de silica eluida com
gradiente de mistura diclorometano/etanol (0 % - 5 %), levando ao alcool 78 como
6leo amarelo claro.

3-(8-Hidroxioctil)fenol (78)

OH

Oleo camarelo claro
Rendimento 67 %
; OH Massa Molar: 270,460 g.mol™

RMN de H (CDCls, 500 MHz): & 1,30 (s, 8H, 3-6); 1,56-1,58 (m, 4H, 2 e 7); 2,53 (t,
2H, J = 7,5 Hz, 1); 3,65 (t, 2H, J = 6,5 Hz, 8); 6,66 (d, 1H, J = 8,3 Hz); 6,67 (s, 1H);

6,72 (d, 1H, J = 7,4 Hz); 7,12 (t, 1H, J =7,6 Hz ). RMN de 13C (CDCls, 125 MHz): 5
25,8; 29,2: 29,3; 29,4; 31,3; 32,7; 35,9; 63,3; 112,8; 115,6; 120,8; 129,5; 144,9; 156,0.

8.2.7 Obtencéo dos derivado 8-(3-benziloxifenil)octan-1-ol (35)

OH OBn
BnBr, K,CO3
Me,CO, 110 °C, 12 h
, OH 80 % ; OH
78 35

Em um baldo de 50 mL foram adicionados 0,74 mmol do composto 78 (1,0 equiv)
e 1,11 mmol de K2CO3(1,5 equiv) e acetona (7,40 mL). Em seguida, 0,74 mmol de
brometo de benzila (1,0 equiv) foi adicionado e a reacdo permaneceu sob refluxo
durante 12 h. O solvente foi entdo evaporado a pressao reduzida e o residuo foi
solubilizado em acetato de etila (3 x 10 mL) e lavado com agua. As fases organicas
reunidas foram secas sobre Na2SOasanidro e, ap0s evaporagdo do solvente a vacuo,
o residuo foi purificado em coluna cromatogréafica contendo gel de silica eluida com
mistura éter de petréleo/acetato de etila/metanol (7,5:2,0:0,5), levando ao composto
35 obtido como um dleo incolor.
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8-(3-Benziloxifenil)octan-1-ol (35)

()7
Oleo incolor

Rendimento 92 %
; OH Massa Molar: 298,430 g.mol™

RMN de H (CDCls, 400 MHz): 6 1,36 (s, 8H); 1,56-1,66 (m, 4H); 1,94 (s, OH); 2,60 (t,
2H,J =7,6 Hz); 3,63 (t, 2H, J = 6,8 HZz); 5,07 (s, 2H); 6,87-6,82 (m, 3H); 7,22 (s, 1H, J
= 8 Hz); 7,35-7,48 (m, 5H). RMN de 13C (CDCls, 100 MHz): 6 25,7; 29,2; 29,4; 29,5;
31,3; 32,7; 36,0; 62,9; 70,1; 111,7; 115,2; 121,2; 127,5; 127,9; 128,5; 129,2; 137,2,
144.6; 158,8.

8.2.8 Procedimento Geral para  obtencéo dos derivados
metanossulfonatos 37-39 e 41

oz oz
W W
MsCI, TEA

—_—

DCM,0°Cata.
Y . OH 12h Y - OMs
27: W=CO,Me; Y =H;Z=Me 37: W=CO,;Me; Y =H;Z=Me
28: W=H;Y=H;Z=Me 38:W=H;Y=H;Z=Me
29: W=H;Y =0Me; Z=Me 39: W=H;Y =0Me; Z=Me
35:W=H;Y=H;Z=Bn 41: W=H;Y=H;Z=Bn

A um baldo de 25 mL foi adicionado o alcool 27, 28, 29 ou 35 (1,00 mmol)
trietilamina (2 eqv) e diclorometano (10mL). O sistema foi resfriado em banho de gelo
e a reacdo adicionado, gota a gota, cloreto de mesila (1,1 eqv) e a reacao
permaneceu sob agitagdo a temperatura ambiente por 24 horas. Ao final deste
periodo, a mistura foi extraida com diclorometano (3 x 10 mL) e as fases organicas
reunidas lavadas com solucdo de bicarbonato de sodio a 5 % (10 mL), solugdo
saturada de cloreto de sédio (10 mL) e secas em sulfato de sédio anidro. O solvente
foi evaporado a pressdo reduzida e o produto purificado em coluna contendo gel de
silica eluida com diclorometano fornecendo os derivados metanossulfonatos
correspondentes.
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2-Metoxi-6-[8-metilsulfonil)octillbenzoato de metila (37)

~So o
P Oleo incolor
(o] Rendimento 85 %
Rf 0,6 (DCM)
; OMs Massa Molar: 372,486 g.mol™*

RMN de H (500 MHz, CDCls): § 1,30 (m, 6H, CHz, 3-5); 1,38 (m, 2H, CHz, 6); 1,57
(m, 2H, CHz, 7); 1,70-1,76 (m, 2H, 2); 2,53 (t, J = 7,8 Hz, 2H, CHz, 1); 3,00 (s, 3H,
SO2CHs): 3,81 (s, 3H, ArOCH3); 3,90 (s, 3H, ArCO2CHs); 4,21 (t, J = 6,0 Hz, 2H, 8);
6,76 (d, J = 8,3 Hz, 1H, 3); 6,81 (d, J = 7,7 Hz, 1H, 5); 7,27 (t, J = 8,0 Hz, 1H, 4).
RMN de 13C (125 MHz, CDCls): § 25,5; 29,0; 29,2-29,4; 31,2; 33,6; 37,5; 52,3; 56,0;
70,3; 108,5; 121,6; 123,6; 130,4; 141,3; 156,4; 169,1.

8-(3-Metoxifenil)octiimetanosulfonato (38)

o

Oleo castanho claro
Rendimento 60 %
, OMs Massa Molar: 314,450 g.mol™

RMN de 1H (300 MHz, CDCls): § 1,32-1,42 (m, 8H, CHz, 3-6); 1,56-1,63 (m, 2H, CHz,
2): 1,79-1,89 (m, 2H, CHa, 7); 2,57 (t, J = 6 Hz, 2H, CHz, 8); 2,98 (s, 3H, SO2CHs); 3,40
(t, J = 6 Hz, 2H, CHz, 1); 3,79 (s, 3H, ArOCHa); 6,71-6,78 (m, 3H, 4, 5, 6'); 7,20 (dd,
J =9 Hz, 1H, 2’). RMN de 13C (75 MHz, CDCh): & 28,2; 28,7-29,1-29,3; 31,3; 32,8;
34,1; 36,0; 37,5; 55,1; 110,8; 114,2; 120,8; 129,2; 144,5; 159,5.

8-(3,5-Dimetoxifenil)octiimetanossulfonato (39)

Oleo castanho claro
Rendimento 80 %
© ; OMs Massa Molar: 344,476 g.mol™

RMN de 1H (300 MHz, CDCls): 6 1,33-1,44 (sl, 8H, CH2, 3-6); 1,60 (t, J = 6,5 Hz, 2H,
CHz, 2); 1,69-1,78 (m, 2H, CH2, 7); 2,54 (t, J = 7,6 Hz, 2H, CH2, 8); 2,99 (s, 3H,
S0O2CH?3); 3,78 (s, 6H, ArOCHz3); 4,21 (t,J = 6,5 Hz, 2H, CH2, 1); 6,30 (t, J = 2,2 Hz,
1H, 4’); 6,34 (d, J = 2,2 Hz, 2H, 2’ € 6’). RMN de 13C (75 MHz, CDCl3): § 25,5; 29,0;
29,2-29,4; 31,3; 36,3; 37,4; 55,3; 70,3; 97,7; 106,6; 145,3; 160,8.



0 N oo B~ W

10
11

12

13
14

15
16
17
18
19
20
21

22
23

24
25
26
27

83

8- (3-(Benziloxi)fenil)octilmetanosulfonato (41)

()7
Oleo incolor

Rendimento 87 %
, OMs Massa Molar: 376,510 g.mol™
RMN de 1H (CDClz, 400 MHz): § 1,35-1,41 (m, 8H); 1,64-1,76 (m, 4H); 2,61 (t, 2H, J =
7,6 Hz); 2,96 (s, 3H); 4,21 (t, 2H, J = 6,0 HZ); 5,06 (s, 2H); 6,81-6,85 (m, 3H); 7,22 (t,
1H, J =8,0 Hz); 7,34—7,47 (m, 5H). RMN de 13C (CDCls, 100 MHZz): 5 25,4; 28,9; 29,1;
29,1; 29,3; 31,2; 35,9; 37,2; 69,8; 70,2; 111,7; 115,2; 121,1; 127,5; 127,9; 128,5; 129,2,
137,2; 144,5; 158,8.

8.2.9 Procedimento geral para obtencéo das tetraidroacridinas THA (1) e
6-CI-THA (5)

o) NH,
N
A R,
1. ZnCl,, 3 h, 140 °C X
+ L —
2. NaOH (pH 13) _—
H,N R Ry N
79 80: R= H

‘R= LR =H;R;=H
81: R=Cl 5:R;=Cl;R,=H

A um baldo de 50 mL foram adicionados 4,7 mmol de 2-aminobenzonitrila (80) ou
2-amino-4-clorobenzonitrila (81) e ZnClz (4,7 mmol) solubilizados em ciclohexanona
(79) (54,2 mmol). O sistema foi mantido sob refluxo a 140 °C por 3 h. Ao final deste
periodo o solido formado foifiltrado e adicionado a solucdo de NaOH a 10 % em agua,
pH 12, e mantido sob refluxo por 1 h. O sélido em suspenséo foi filtrado e, em seguida,
recristalizado em mistura etanol/agua.

1,2,3,4-Tetraidroacridina-9-amina (THA,1)

Sélido Branco
= Rendimento 70 %
N7 Massa Molar: 198,264 g.mol™
RMN de 1H (CDCls, 400 MH2): § 1,91 (m, 4H): 2,57 (t, 2H, J = 6,4 Hz): 3,01 (t, 2H, J =
5,2 Hz), 4,65 (s, 2H), 7,32 (t, 1H, J = 7,2 H2), 7,54 (t, 1H, J = 7,6 Hz), 7,66 (d, 1H, J =

8,4 Hz), 7,88 (d, 1H, J = 8,4). RMN de 13C (CDClIs, 100 MHz): § 22,8; 22,9; 23,7; 34,2;
110,4; 117,2; 119,6; 123,8; 128,4; 128,9; 146,3; 146,6; 158,6.
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6-Cloro-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina (CI-6-THA, 5)

N Sélido Branco
Rendimento 70 %
cl N7 Massa Molar: 232,711 g.mol*

RMN de tH (DMSO-d6, 400 MHz): 5 1,78 (m, 4H): 2,49 (t, 2H, J = 6,0 Hz); 2,77 (t, 2H,
J=5,2 Hz); 6,44 (s, 2H); 7,25 (dd, 1H, J= 9,0 Hz, J = 2,4 Hz): 7,59 (d, 1H, J = 2,4 H2);
8,15 (d, 1H, J = 8.8 Hz). RMN de 13C (DMSO-d6, 100 MHz): & 22,8; 22,9; 24,0; 33,9;
109,9; 116,0; 123,2; 124,6; 126,8; 132,9; 147,5; 148,7; 159,3.

8.2.10 Procedimento geral para obtencdo dos derivados-alvo 43-47, 49-50,
55-56

oz oz

A\ W
KOH, DMSO 43: R; =H; R, =H; W=CO;Me; Y =H; Z=Me
MO, 100 °C, 80 W 44: Ry = Cl; R, =H; W=CO,Me; Y =H; Z=Me
Y OMs Y ; NH 45: Ry = H; R, = OMe; W =CO,;Me; Y = H; Z=Me

7 46: Ry =H;R;=H;W=H;Y=H;Z=Me
R, 47:R;=Cl;R;=H;W=H;Y=H;Z=Me

37: W=CO,Me; Y=H; Z=Me = 49: Ry =H; R, =H; W=H;Y=0Me; Z=Me
38:W=H;Y=H;Z=Me 50: Ry =Cl; R, =H; W=H; Y =0Me; Z=Me
39: W=H;Y=0Me; Z=Me X 55:R;=H; R, =H; W=H;Y=H;Z=Bn
41: W=H;Y=H;Z=Bn N Ry 56: Ry =ClI;R,=H; W=H;Y=H; Z=Bn

Em um tubo de ensaio de micro-ondas foi adicionado a respectiva acridina (0,15
mmol), DMSO anidro (1,3 mL), KOH (0,24 mmol) e peneira molecular (100 mg). A
mistura foi deixada em agitacdo magnética a temperatura ambiente por 60 min e
depois desse tempo foi adicionado o respectivo metilsulfonato (0,18 mmol). Em
s1’eguida o tubo de ensaio foi colocado no reator de micro-ondas por 12 minutos,
temperatura 120 °C, poténcia 100 W em alta agitacdo. Ao término da reacao a mistura
foi lavada com diclorometano/H20 (3 x 15 mL) e evaporado a pressdo reduzida.
Posteriormente a mistura foi lavada com acetato de etila/H20 (3x de 15 mL) e acido
cloridrico 2 N (2 x 10 mL). As fases organicas foram reunidas e evaporadas a pressao
reduzida e os produtos purificados em coluna de gel de silica eluida com mistura de
solvente éter de petréleo/acetato de etila/ diclorometano/metanol/hidroxido de aménio
(7,5/2/0,5/1/3gotas), fornecendo os derivados-alvos 25-33 em rendimentos que

variaram de 20-34 %.
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2-Metoxi-6-(8-((1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino)octil)benzoato de metila (43)

v .
@\):/o\/w - Oleo castanho
. NN Rendimento 20 %
Massa Molar; 470,182 g.mol*

RMN de 1H (CDCls, 400 MHz): 6 1,30-1,39 (m, 8H); 1,55-1,66 (m, 4H); 1,92 (m, 4H);
2,53 (t, 2H, J = 8,0 Hz); 2,70 (m, 2H); 3,06 (m, 2H); 3,47 (t, 2H, J = 7,6 Hz); 3,81 (s,
3H); 3,89 (s, 3H); 6,75 (d, 1H, J= 8,4 Hz); 6,80 (d, 1H, J =7,2Hz); 7,26 (t, 1H, J=7,6
Hz); 7,33 (t, 1H, J = 7,2 Hz); 7,56 (t, 1H, J = 7,2 HZz); 7,90-7,96 (m, 2H). RMN de 13C
(CDCIs, 100 MHz): 6 22,4; 22,8; 24,5; 26,8; 29,1; 29,2; 29,2; 29,3; 30,9; 31,0; 31,6;
32,9; 31,7; 33,4; 33,4; 49,3; 51,9; 55,9; 108,5; 113,5; 121,4; 121,5; 122,9; 123,6; 123,8;
127,4; 129,0; 130,2; 141,2; 156,3; 168,8.

2-(8-((6-Cloro-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino)octil)-6-metoxibenzoato de metila
(44)

o~ Z N
] Oleo castanho
3 N Rendimento 34 %
o Massa Molar; 504,627 g.mol™*

RMN de 1H (CDCls, 400 MHz): § 1,28-1,35 (m, 8H): 1,53-1,66 (m, 4H); 1,89 (s, 4H):
2,51 (t, 2H J = 7,6 Hz); 2,63 (m, 2H); 3,04 (m, 2H); 3,50 (t, 2H, J = 7,2 Hz); 3,79 (s,
3H); 3,87 (s, 3H); 6,72-6,79 (m, 2H); 7,24 (m, 2H): 7,89-7,93 (m, 2H). RMN de 13C
(CDCls, 100 MHz): § 22,4; 22,8; 24.,4; 26,8; 29,1; 29,2; 29,2; 30,9; 31,6; 33,2; 33,4;
49,4; 52,0; 55,9; 108,5; 115,0; 117,8; 121,4; 123,6; 124,4; 124,7; 126,5; 130,2; 141,2;
151,4; 156,3; 168,8.

2-(8-((7-Metdxi-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)Jamino)octil)-6-metoxibenzoato de metila
(45)

©\/::\/oi/\/\ _ |N
\ -
s N Oleo castanho

Rendimento 23 %
OMe Massa Molar: 500,208 g.mol™
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RMN de H (CDCls, 400 MHz): § 1,29-1,37 (m, 8H); 1,55-1,66 (m, 4H); 1,90 (m, 4H):
2,51 (t, 2H, J = 7,6 Hz): 2,69 (m, 2H); 3,05 (m, 2H); 3,42 (t, 2H, J = 6,8 Hz): 3,79 (s,
3H); 3,87 (s, 3H); 3,89 (s, 3H): 6,73-6,80 (m, 2H); 7,24 (m, 4H); 7,99 (d, 1H, J = 7,2
Hz). RMN de 13C (CDCls, 100 MHz): § 20,9; 22,1; 24,2; 26,6; 28,8; 29,0; 29,1; 29,2;
30,9; 31,4; 33,3; 48,1; 52,1: 55,0; 103,3; 108,4; 117,8; 121,4; 122,9; 123,2; 130,2;
141,0; 154,0; 156,2; 156,6; 168,3.

N-(8-(3-Metoéxifenil)octil)-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina  (46)

7 .
©\MW “ |N Oleo castanho
3 N Rendimento 24 %

Massa Molar: 412,146 g.mol™

RMN de 1H (CDCIs, 400 MHz): 6 1,30-1,39 (m, 8H); 1,55-1,66 (m, 4H); 1,92 (m, 4H);
2,53 (t, 2H, J = 8,0 Hz); 2,70 (m, 2H); 3,06 (m, 2H); 3,47 (t, 2H, J = 7,6 Hz); 3,77 (s,
3H); 6,70-6,75 (m, 3H); 7,17 (t, 1H,J =7,6 Hz,)); 7,35 (t, 1H, J = 7,2 Hz); 7,58 (t, 1H, J
=7,2 Hz); 7,99 (d, 1H, J = 8,8 Hz); 8,09 (d, 1H, J = 7,6 Hz). RMN de 13C (CDCls, 100
MHZz): 6 21,5; 22,4; 22,7; 22,8; 24,0; 26,7; 29,1; 29;1; 29,3; 29,7; 31,2; 31,4; 35,9; 49,0;
55,1; 110,7; 114,3; 117,6; 120,9; 123,6; 124,4; 129,2; 130,6; 144,4; 153,5; 154,5;
159,6.

6-Cloro-N-(8-(3-metoxifenil)octil)-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina (47)

©\M/\M ZN Oleo castanho
; N Rendimento 29 %
o Massa Molar: 446,591 g.mol ™!

RMN de H (CDCls, 400 MHz): § 1,32-1,38 (m, 8H); 1,60-1,68 (m, 4H); 1,91 (m, 4H):
2,57 (t, 2H J = 7,6 Hz); 2,65 (m, 2H); 3,05 (m, 2H); 3,51 (t, 2H, J = 7,6 Hz); 3,79 (s,
3H); 6,72-6,77 (m, 3H); 7,19 (t, 1H, J = 8,4 Hz); 7,27 (m, 1H); 7,90-7,93 (m, 2H). RMN
de 13C (CDCls, 100 MHz): § 22,5; 22,8; 24,5; 26,8; 29,1; 29,2; 29,3; 31,2; 31,7; 33,5;
35,9; 49,5; 55,1; 110,7; 114,3; 115,3; 118,0; 120,8; 124,3; 124,7; 126,9; 129,1; 134,3;
144.4; 151,2; 159,6.
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N-(8-(3,5-Dimetodxifenil)octil)-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina (49)

@\MW « p Oleo castanho
o ; NN Rendimento 25 %

Massa Molar: 426,173 g.mol ™!

RMN de 1H (CDCls, 400 MHz): 6 1,13-1,46 (m, 8H); 1,46-1,73 (m, 4H); 1,91 (t,4H, J=
6,6 Hz); 2,39-2,58 (m, 2H); 2,68 (s, 2H); 3,08 (s, 2H); 3,49 (t, 2H, J = 7,1 Hz); 3,61 (t,
2H, J = 6,6 HZz); 3,75 (s, 6H); 5,79-6,46 (m, 2H); 6,76 (m, 1H); 7,28 (m, 1H); 7,54 (t,
1H); 7,95 (d, 2H, J = 8,6 Hz). RMN de 13C (CDCls, 100 MHz): & 22,6; 24,5; 25,2; 26,8;
29,1; 29,3; 31,6; 33,4; 39,6; 49,9; 52,2; 54,8; 55,2; 57,6; 97,4; 106,5; 107,1; 1084,
119,9; 121,4; 123,0; 123,9; 130,2; 141,0; 141,3; 145,2; 159,2; 160,7.

6-Cloro-N-(8-(3,5-dimetdxifenil)octil)-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina (50)

J@\W ~ Oleo castanho

o ; NN Rendimento 25 %

o Massa Molar: 460,618 g.mol ™

RMN de 1H (CDCls, 400 MH2): § 1,10-1,40 (m, 8H): 1,57-1,62 (m, 4H): 1,91 (t, 4H, J =
2.9 Hz); 2,47-2,58 (m, 2H): 2,65 (s, 2H); 3,02 (s, 2H): 3,45 (s, 2H): 3,77 (s, 6H): 6,16-
6,46 (M, 3H); 7,57-6,97 (m, 2H); 7,80-7,90 (m, 2H). RMN de 13C (CDCls, 100 MH2):

d 22,6; 22,9; 24,5; 26,9; 29,1; 29,2; 29,3; 31,1; 31,7; 33,9; 36,2; 49,6; 55,2; 97,5; 106,5;
115,6; 118,3; 124,2; 124,6; 127,5; 134,0; 145,2; 148,3; 150,9; 159,4; 160,7.

N-(8-(3-(Benziloxi)fenil)octil)-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina (55)

©/\o
@\MW ~ N Oleo castanho
: N Rendimento 32 %

" Massa Molar: 488,244 g.mol™

RMN de 1H (CDCls, 400 MH2z): 6 1,30-1,39 (m, 8H); 1,56-1,89 (m, 4H); 1,89 (m, 4H);
2,55 (t, 2H, J = 7,6 Hz); 2,62 (m, 2H); 3,14 (m, 2H); 3,61 (t, 2H, J = 7,2 Hz); 5,02 (s,
2H); 6,75-6,79 (m, 3H); 7,17 (t, 1H, J = 7,6 Hz); 7,30-7,42 (m, 6H); 7,53 (t, 1H, J=7,2
Hz); 8,00 (d, 1H, J = 8,4 Hz); 8,12 (d, 1H, J = 8,0 Hz). RMN de 13C (CDCls, 100 MH2):
0 22,8; 23,0; 24,7; 26,9; 29,1; 29,3; 29,4; 31,3; 31,8; 33,9; 35,9; 49,5; 69,9; 111,6;
115,2; 115,7; 120,1; 121,1; 122,9; 123,6; 127,5; 127,9; 128,4; 128,5; 129,2; 137,1;
144,5; 147,3; 150,9; 158,2; 158,8.
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N-(8-(3-(Benziléxi)fenil)octil)-6-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina (56)

(¥
@W - Oleo castanho
: N Rendimento 24 %
o  Massa Molar: 522,689 g.mol™

RMN de H (CDCls, 400 MHz): & 1,24-1,36 (m, 8H): 1,59-1,64 (m, 4H); 1,88-1,91 (t,
4H, J = 8,0 Hz); 2,56 (t, 2H, J = 8,0 Hz); 2,63 (t, 2H, J = 8,0 Hz); 3,02 (t, 2H, J = 8,0
Hz); 3,47 (t, 2H, J = 8,0 Hz); 5,03 (s, 2H); 6,76-6,81 (m, 3H); 7,15-7,43 (m, 8); 7,87-
7,90 (m, 2H). RMN de 13C (CDCls, 100 MHZ): § 22,6; 22,9; 24,5; 26,9; 29,1; 29,2: 29,3;
31,2; 31,7; 33,8; 35,9; 49,6; 69,9; 111,6; 115,2; 121,1; 124,2; 124,6; 127,5; 127,9;
128,5; 129,2; 137,1; 144,4; 151,2; 158,8.

8.2.11 Procedimento geral para obtencéo dos derivados-alvo 64-65

\O OH
@M/\NH Cjw/\r\m
H,, Pd/C 10 %
S EEE—
= Rz H-Cube, 5 bar = Rz
X A
N R N Ry
55:R; =H; Ry=H 64: Ry =H; Ry=H
56: R, =Cl;R, = H 65: R, =Cl;R,=H

Em um tubo de ensaio foi adicionado 0,01 M do composto 55 ou 56 (0,76 mmol)
em mistura etanol:metanol (1:1). A solucéo foi colocada no hidrogenador H-cube,
usando Pd/C 10 % como catalisador, com fluxo de 1 mL/min, pressdo de 5 Bar, e
temperatura 25 °C. A mistura foi filtrada em coluna cromatogréfica rapida para

obtencado dos derivados 64 e 65.

3-(8-((1,2,3,4-Tetraidroacridin-9-iljamino)octil)fenol (64)
OH
@\M/\/\/\ 7 |N OleO castanho
: NN Rendimento 41 %

Massa Molar: 398,119 g.mol !

RMN de tH (CDCls, 400 MHz): § 1,22-1,45 (m, 10H): 1,67 (g, 2H, J = 6,8 Hz); 1,87 (m,
4H); 2,44 (t, 2H, J = 7,6 Hz), 2,66 (m, 2H); 3,10 (m, 2H); 3,62 (t, 2H, J = 6,8 Hz); 4,44
(br, NH); 6,62 (m, 2H): 6,73 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 7,07 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 7,34 (t, 1H, J
= 8,0 Hz); 7,53 (t, 1H, J = 8,0 Hz); 8,00-8,06 (m, 2H). RMN de 13C (CDCls, 100 MHz):
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S 22,3; 22,8; 24,5; 26,4; 28,5; 28,6; 29,1, 29,7; 30,7; 31,4; 32,4; 35,5; 48,9; 113,0;
114,5; 115,4; 119,2; 119,6; 123,2; 123,8; 126,8; 129,2; 129,2; 144,2; 152,1, 157,1;
157,2.

3-(8-((6-Cloro-1,2,3,4-tetrahidroacridin-9-il)amino)octil)penol (65)
OH
©\M/\M ZN Oleo castanho
. N Rendimento 45 %
o Massa Molar: 432,564 g.mol ™t

RMN de 1H (CDCls, 400 MHz): 6 1,13-1,40 (m, 8H); 1,51 (m, 2H); 1,69 (m, 4H); 1,84-
2,00 (m, 2H); 2,43-2,55 (m, 2H); 2,63-2,73 (m, 2H); 3,02-3,17 (m, 2H); 3,51-3,64 (m,
2H); 4,00-4,36 (m, 1H); 6,70 (m, 3H); 7,12 (m, 1H); 7,28 (m, 1H); 7,97 (m, 2H). RMN
de 13C (CDCls, 100 MHz): &6 22,3; 22,7; 24,4; 26,5; 28,6; 28,7; 29,1; 30,8; 31,5; 32,8;
35,6; 49,2; 113,0; 114,8; 115,4; 117,6; 119,8; 124,4; 124,9; 126,2; 129,2; 134,7; 144,3;
146,9; 151,8; 157,2; 158,6.

8.2.12 Procedimento geral para obtencéo dos derivados-alvo 61-62

BBrs, DCM
—_—
7 Rz o°cata,40min = Rz
N N
N Ry N R

il 62 R. = Gl R h
A um baldo de 50 mL foi solubilizado o composto 43 ou 44 (0,25 mmol, 1 eq) em
DCM (3,0 mL) e adicionado, a 0 °C e gota a gota, BBrs (1,00 mmol, 4 eq). Apés
completa reagéo, foi adicionada solugéo saturada de NaHCO3 (1 mL) e agua (20 mL).
Em seguida, a solucédo foi extraida com diclorometano/agua (3 x 10 mL). As fases
organicas foram reunidas e evaporadas a pressao reduzida e os produtos purificados
por cromatografia em coluna contendo gel de silica com diferentes eluentes para

obtencéo dos derivados 61 e 62.
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2-Hidroxi-6-(8-((1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)Jamino)octil) benzoato de metila (61)

Cis/iw ~ Oleo incolor
. N N Rendimento 25 %

Massa Molar: 465,155 g.mol ™t

RMN de 1H (CDCls, 400 MH2z): 6 1,25-1,38 (m, 8H); 1,50-1,52 (m, 2H); 1,64 (t, 2H, J =
8,0 Hz); 1,91 (s, 4H); 2,69 (s, 2H); 2,85 (t, 2H, J = 8,0 Hz); 3,06 (s, 2H); 3,48 (t, 2H, J
=7,1 Hz); 3,92 (s, 4H); 6,69 (d, 1H, J = 7,5 Hz); 6,83 (d, 1H, J = 8,2 Hz); 7,29 (dt, 2H,
J=158;J=7,7Hz); 7,54 (t, 1H, J = 7,5 Hz); 7,80-8.05 (m, 2H). RMN de 13C (CDCls,
100 MHz): 6 22,7; 23,0; 24,7; 26,9; 29,3; 29,4; 29,7; 31,8 31,9; 33,8; 36,4; 49,5; 52,1;
112,2; 115,5; 115,6; 120,1; 122,3; 122,8; 123,6; 128,4; 128,5; 134,0; 145,8; 147,9;
150,9; 158,2; 162,3; 171,8.

2-(8-((6-Cloro-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino)octil)- 6-hidroxibenzoato de metila

(62)
OH (o]
m Z Oleo incolor
; NN Rendimento 25 %

o Massa Molar: 490,600 g.mol ™t

RMN de H (CDCls, 400 MHz): § 1,23-1,40 (m, 8H); 1,47-1,54 (m, 2H); 1,67 (dt, 2H, J
= 8,0 Hz); 1,88-1,89 (m, 4H); 2,63 (s, 2H); 2,79-2,92 (m, 2H); 3,04 (s, 2H), 3,51 (t, 2H,
J=6,8 Hz); 3,92 (s, 3H); 4,19 (s, 1H); 6,69 (d, 1H, J = 7,5 Hz); 6,75-6,98 (m, 1H); 7,11-
7,33 (m, 2H); 7,92 (dd, 2H, J = 16,0 Hz, J = 5,2 Hz). RMN de 13C (CDCls, 100 MHz):
§22,4: 22,8; 24,4; 26,9; 29,3; 29,4; 29,7; 31,7; 31,9; 33,3; 36,5; 49,5; 52,1; 111,0;
115,0; 115,6; 117,8; 122,4; 124,4: 124,7; 126,5; 134,1; 134,6; 145,9; 151,4; 158,5:
162,5; 171,8.
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8.2.13 Procedimento geral para obtencdo dos derivados-alvo 73-74

KOH, MeOH/H20
—_—————— >
/ Rz Mo, 100°C, 10 min = Rz
N N
N R N Ry

61: Ry=H; Ry=H 73:Ry=H; Ry=H
62: Ry =Cl; R, = H 74:R;=Cl;R, = H

91

Em um tubo de reator de micro-ondas foram adicionados o composto 61 ou 62
(0.07 mmol, 1 eq) e solugcdo de KOH 3.5M (2 mL, H20:MeOH 2:1). Em seguida a
reacdo foi submetida a radiacdo micro-ondas, com pré-agitacdo de 15 s, por 10

minutos a temperatura de 100 °C e poténcia 100 W. Apés o final da reacédo e

resfriamento da mistura, uma solugcéo de HCl a 2 N foi adicionada, gota a gota, até pH

2. O precipitado branco formado foi filtrado para obtencéo dos derivados-alvo 73 e 74.

Acido 2-hidroxi-6-(8-((1,2,3,4-tetraidr oacridin-9-ilJamino)octil) benzoico (73)

@i‘i/\ﬂ ) Oleo incolor
; N Rendimento 84 %

Massa Molar: 442,128 g.mol™

RMN de H (CDsOD, 400 MHz): § 1,21-1,43 (m, 8H); 1,52 (s, 2H); 1,76-1,83 (m, 2H);
1,93 (s, 4H); 2,67 (s, 2H); 2,88-2,94 (m, 2H); 2,99 (s, 2H); 3,92 (t, 2H, J = 6,4 Hz); 6;62
(dd, 2H, J = 18,5 Hz, J= 7,7 Hz); 7,11 (t, 1H, J = 7,8 Hz); 7,55 (t, 1H, J = 7,6 Hz); 7,74
(d, 1H, J = 8,4 Hz); 7,81 (t, 1H, J = 7,2 Hz); 8,35 (d, 1H, J = 8,7 Hz). RMN de 13C
(CDsOD, 100 MHz): § 20,4; 21,5; 23,4; 26,0; 27,9; 28,5; 28,8; 29,1; 29,9; 31,3; 31,6;

34,9; 111,4; 113,9; 118,7; 121,0; 124,9; 125,0; 132,6; 137,8; 148,2; 154,8; 159,9.



a v b~ W

10

11
12

13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29

92

Acido-2-(8-((6-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-ilJamino)octil)-6-hidroxibenzoico (74)

@\):/Oi/\ﬂ ~ ' Oleoincolor
: N Rendimento 54 %
« Massa Molar: 476,573 g.mol*

RMN de H (CDCls, 400 MHz): 6 1,25-1,41 (m, 5H); 1,53 (s, 1H); 1,79 (dd, 1H, J =
14,1 Hz, J =6,8 Hz); 1,92 (d, 3H, J = 2,8 Hz); 2,64 (s, 1H); 2,77-2,89 (m, 1H); 2,97 (s,
1H); 3,24-3,31 (m, 1H); 3,91 (t, 2H, J= 7,3 Hz), 6,66 (dd, 2H, J = 13,1 Hz, J = 8,0 HZ);
7,17 (t, 1H,J =7,8 Hz); 7,52 (dd, 1H,J =9,3 Hz, J = 1,9 Hz); 7,75 (d, 1H, J =1,9 H2);
8,35 (d, J =9.3 Hz, 1H). RMN de 13C (CDCls, 400 MHZz): 6 20,5; 21,9; 24,2; 25,9; 27,8;
27,9; 28,4, 28,7, 29,7, 30,8; 31,8; 36,3; 48,3; 110,7; 111,8; 115,4; 118,5; 122,2; 125,6,
126,6; 134,1; 138,3; 138,4; 147,2; 151,7; 155,4; 163,2; 173,3.

8.3 AVALIACAO BIOLOGICA

8.3.1 Inibicdo de AChE e BuChE

O teste foi realizado pelo método de Ellman et al. (1961). A solucdo estoque de
hAChE foi preparada por dissolu¢gédo de po liofilizado de AChE humana recombinante
(Sigma, Itdlia) em tampéao fosfato 100 mM (pH 8,0) contendo 0,1 % Triton X-100.
Solucéo estoque de BChE de soro humano (Sigma, Itélia) foi preparada dissolvendo
0 po liofilizado em solugcdo aquosa de 0,1 % de gelatina. Solu¢cbes estoque dos
compostos testados (1 mM) foram preparados em metanol e diluidos em metanol. A
solugdo de ensaio consistia em um tampao de fosfato 0,1 M (pH 8,0), com a adi¢ao
de 340 uM de &cido 5,5'-ditio-bis-(2-nitrobenzoico), 0,02 unidades de hAChE ou
hBChE e 550 uM de substrato (iodeto de acetiltiocolina ou iodeto de butiriltiocolina,
respectivamente).

Os ensaios foram feitos com branco contendo todos os componentes, exceto a
enzima responsavel pela hidrolise ndo enzimética do substrato. Os hibridos de tacrina
testados foram adicionados a solucdo de ensaio e pré-incubados com a enzima por
20 min antes da adicao do substrato. Inicialmente, os ensaios foram realizados a 37
°C em espectrofotobmetro de feixe duplo JASCO V-530 (JASCO Europa, Italia)
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equipado com porta-cubetas termostatizado (37 °C). O valor de absorbancia em 412
nm foi registrado em 240 s, e a atividade enzimética foi calculada a partir da inclinacéo
da tendéncia linear obtida. As taxas de reacdo obtidas na presenca e na auséncia do
composto testado foram comparadas, e a inibicdo percentual foi calculada. Cinco
diferentes concentracdes de cada composto foram usadas para obter inibicdo da
atividade enzimética entre 20 % e 80 %. Os valores ICso foram determinados
graficamente a partir de curvas log de concentrac&o-inibicdo (Software GraphPad
Prism 4.03, GraphPad Software Inc.). Cada valor final € a média de pelo menos dois

experimentos independentes realizados em triplicata.

8.3.2 Determinacdo da hepatotoxicidade em células Hep G2

As células HepG2 (hepatdcitos humanos de carcinoma de figado, American Type
Culture Collection, ATCC) foram cultivadas em DMEM suplementado com 10 % de
FBS e 50 unidades/mL de penicilina/estreptomicina (Life Technologies Italia, Monza,
MB, Italia) a 37 °C em atmosfera umidificada contendo 5 % de CO2. Para os
experimentos, células (0,3 x 105 células/pogo) foram semeadas em placa de 96 pocos
em meio completo. Apos 24 horas, o0 meio foi removido e as células foram expostos
as concentracdes crescentes dos compostos-alvo (43-47, 49-50, 61-62, 65-66 e 73-
74) compostos de referéncia (0,1 yM, 1 yM e 10 pM), ou veiculo e dissolvido em

DMEM completo por 24 horas. A viabilidade celular foi medida pelo ensaio de MTT.

8.3.3 Determinacéo da toxicidade e do perfil de atividade dos compostos
selecionados em células SH-SY5Y e BV-2

Reagentes Quimicos: Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM), solu¢do de L-
glutamina, penicilina/estreptomicina, solucdo de tripsina-EDTA, solucdo salina
tamponada com fosfato (PBS), LPS do sorotipo Escherichia coli O127: B8, acido
totalmente trans-retindico (RA), dimetilsulfoxido (DMSO), brometo de 3-(4,5-

dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio (MTT), e os primers para RT-PCR foram
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adquiridos da Sigma-Aldrich-Merck (Mildo, Itélia). Soro fetal bovino (FBS) e FBS de

baixa endotoxina foram da Sigma-Aldrich-Merck (Miléo, Italia).

Culturas Celulares e Tratamentos: A linhagem celular SH-SY5Y foi adquirida da
Sigma-Aldrich-Merck (ECACC 94030304) (Milao, Italia) e foi cultivada em DMEM de
alta glicose suplementado com 10 % (v/v) de FBS, 2 mM de L-glutamina, 50 U/mL de
penicilina e 50 ug/mL de estreptomicina. Antes de iniciar os experimentos, as células
foram diferenciadas com &cido trans-retinéico (10 uM) por 7 dias. As células SH-SY5Y
diferenciadas foram tratadas por 24 horas com varias concentracdes dos compostos
testados. As células microgliais de BV-2 murino foram gentilmente cedidas pela Prof.
Elisabetta Blasi (Universidade de Modena and Reggio Emilia, Modena, Itélia) e foram
cultivadas em DMEM de alta glicose suplementado com 10 % (v/v) de FBS de baixa
endotoxina, 2 mM de L-glutamina, 50 U/mL de penicilina e 50 pg/mL estreptomicina.
As células BV-2 foram tratadas por 24 horas com varias concentra¢cdes dos compostos

testados e, em seguida, expostos a LPS (100 ng/mL) por mais 24 horas.

8.3.4 Ensaio de viabilidade MTT

A viabilidade celular foi avaliada pela medicdo de reducédo de MTT conforme a
referéncia Antognoni et al. (2020). As células foram semeadas em placas de cultura
de tecidos de 96 pocos e, no final dos tratamentos, incubadas com solugdo de MTT
0,5 mg/mL por 30 min (células BV-2) ou 90 min (células SH-SY5Y). No final, a solugéo
MTT foi substituida por DMSO para solubilizar os cristais de formazan formados.
Finalmente, a formacé&o de formazan foi medida espectrofotometricamente a 595 nm
usando espectrofotdmetro de microplaca (VICTOR3 V Multilabel Contador;
PerkinElmer, Wellesley, MA, EUA). Os dados s&o expressos como porcentagem de

células de controle, que séo consideradas 100 % células viaveis.

8.3.5 Extracdo de RNA

A extracdo do RNA total foi realizada usando Mini Kit RNeasy (QIAGEN GmbH,

Hilden, Alemanha), seguindo o protocolo do fabricante. O rendimento e a pureza do
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RNA foram medidos usando espectrofotometro NanoVue (GE Healthcare, Milao,

Italia).

8.3.6 Reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (PCR)

Um micrograma de RNA total foi transcrito reversamente para cDNA usando kit de
sintese de cDNA iScript (Bio-Rad, Hercules, CA, EUA), seguindo as instrucdes do
fabricante. A PCR em tempo real foi realizada em volume total de 10 uL contendo 2,5
bL (12,5 ng) de cDNA, 5 uL de Advanced Universal SYBR Green Supermix (Bio-Rad)
e 0,5 pL (500 nM) de cada primer. Os niveis de expressdo de IL-1B, TNF-qa, iNOS e
COX-2 (Sigma-Aldrich — Merck, Mildo, Italia) foram avaliados, enquanto o gene de
referéncia para células BV-2 foi utilizado GAPDH. O seguinte protocolo foi seguido
para amplificar o cDNA: 30 s a 95 °C (para ativar a polimerase) seguido de 5 s a 95
°C e 30 s a 60 °C durante 40 ciclos. Os niveis de expressdo normalizados foram

avaliados em relacéo as células de controle de acordo com Método 2-2ACT,

8.3.7 Microscopia confocal de imunofluorescéncia

As células BV-2 foram semeadas diretamente em placas de 6 pogos. Ao final dos
tratamentos, foram fixadas em temperatura ambiente com paraformaldeido a 2 % por
15 minutos e, em seguida, permeabilizadas com Triton X-100 0,1 % por 10 minutos.
Subsequentemente, as células BV-2 foram incubadas durante a noite com anticorpo
policlonal (1:500) contra NF-kB p65. Apds lavagem extensiva com PBS, as células
foram expostas, durante 1 h a temperatura ambiente, a anticorpo IgG anti-coelho
conjugado com Alexa Fluor 488 secundério (1:1000). Os ndcleos foram corados com
1 pg/mL 4'-6-diamidino-2-fenilindol (DAPI). As laminas foram analisadas em
microscoépio de varredura a laser confocal C2 Plus (Nikon Instruments, Firenze, Italia).
As imagens foram processadas usando o software de imagem NIS-Elements (Nikon

Instruments, Firenze, Italia).
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8.3.8 Quantificagdo de IL-1B

As células BV-2 foram semeadas em placas de 6 pocos e, no final dos
tratamentos, os meios de cultura foram retirados para detectar a concentracdo de IL-
18. A quantificacdo de IL-18 foi realizada usando kit IL-18 ELISA seguindo as
instru¢gdes do fabricante (Sigma-Aldrich — Merck). A absorbéancia (450 nm) foi medida

usando espectrofotébmetro de microplaca (VICTOR3 V Multilabel Counter).

8.3.9 Anédlise estatistica

Todas as analises foram realizadas pelo menos em triplicata e os dados foram
expressos como média * erro padrdo. Para comparar as diferencas entre 0os grupos,
foi usada ANOVA de uma via seguida pelo teste de Dunnett ou Tukey (Prism 7,
GraphPad Software, San Diego, CA). As diferencas ao nivel de p<0,05 foram

consideradas estatisticamente significativas.

8.3.10 Ensaio PAMPA

A membrana do filtro da placa doadora foi revestida com PBL (lipidio cerebral
polar, Avanti, AL, EUA) em dodecano (4 puL de 20 mg/mL PBL em dodecano), e o pogo
aceitador foi preenchido com 300 pL de PBS (pH 7,4) buffer (Va). Os compostos
testados foram dissolvidos primeiro em DMSO e diluidos com PBS (pH 7,4) para
atingir a concentracéo final no poco doador (40 uM a 100 uM). A concentragcéo de
DMSO néo excedeu 0,5 % (v/v) na solucdo doadora. Trezentos microlitros da solucéo
doadora foram adicionados aos poc¢os doadores (Vb), e a placa de filtro do doador foi
cuidadosamente colocada na placa aceptora de modo que a membrana revestida
ficasse “em contato” com a solugdo doadora e o tampao aceitador. O composto de
teste se difundiu do po¢o doador através da membrana lipidica (area = 0,28 cm?2) para
o aceitador também. As concentracdes dos compostos nos pocos doador e aceitador
foram avaliadas apdés 3 h, 4 h, 5 h e 6 h de incubagdo em quadruplicado usando o
leitor de placa UV Synergy HT (Biotek, Winooski, VT, EUA) no comprimento de onda
de absor¢cdo maximo de cada composto.
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Além disso, foi preparada e avaliada solucdo de concentracdo teorica do
composto, simulando o estado de equilibrio estabelecido se a membrana era
idealmente permeéavel. As concentracdes dos compostos nos pocos doador e
aceitador e a concentracao de equilibrio foram calculadas a partir da curva padréo e

expressas como a permeabilidade (Pe) de acordo com a equacéo (Dl et al., 2003):

P=Cx ln{l— [Farmaco] Aceptor ]

[Farmaco] Equilibrio

Onde

_ (Vb x Va)
(Vb x Va) area x tempo

8.3.11 Ensaio de estabilidade plasmética

A estabilidade de 43 no plasma foi avaliada incubando o composto ao longo de
periodo de tempo de 6 h a 37 °C, e analisando sua concentragdo por cromatografia
liguida de alta eficiéncia (HPLC) acoplada a espectrometria de massas (MS). O
plasma humano agrupado foi adquirido a VWR (Stfibrna Skalice, Republica Checa).
A solucdo estogue de 5 em DMSO foi diluida com plasma para atingir uma
concentragao final de 10 yM de 5. Duzentos microlitros de solugdo de plasma 10 uM
foram pipetados para os microtubos. A primeira amostra foiretirada para ser extraida,
enquanto as demais foram incubadas a 37 °C. A cada hora, uma amostra era retirada
e extraida. Dez microlitros de padréo interno (IS; hibrido tacrina-trolox 200 uM descrito
por Nepovimova et al. em metanol) (NEPOVIMOVA et al., 2015) foiadicionado a cada
amostra, agitado em vortice e suplementado por 700 uL de acetonitrila de grau LC —
MS (VWR, Stfibrna Skalice, Republica Tcheca). Em seguida, a amostra foi agitada (3
minutos, nivel 7, VM-10 Witeg, Wertheim, Alemanha) e centrifugada (10.000 RPM, 2
minutos, Roth Gusto, ROTILABO, llinois, EUA) e 700 uL de sobrenadante foram
transferidos para o frasco e analisado por HPLC-MS. As amostras de calibragdo foram
preparadas adicionando 10 uL de 5 (20 pM a 400 pM em DMSO) a 190 uL de plasma
em branco; as concentracdes finais estavam na faixade 1-20 yM. Em seguida, 10 pL
de IS foram adicionados e as amostras foram extraidas como acima e analisadas por
HPLC-MS.
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A analise de HPLC-MS foi realizada usando Dionex UltiMate 3000 UHPLC
consistindo em uma bomba quaternaria RS LPG, compartimento de coluna RS,
amostrador automatico RS e detector de matriz de diodos controlado pelo software
Chromeleon (versdo 7.2.9 build 11323) (Thermo Fisher Scientific, Germering,
Alemanha ) com um espectrometro de massa Q Exactive Plus Orbitrap com software
Thermo Xcalibur (verséo 3.1.66.10.) (Thermo Fisher Scientific, Bremen, Alemanha). A
deteccdo foi realizada por espectrometria de massa no modo positivo. As
configuracdes da fonte de eletropulverizacdo aquecida foram as seguintes: voltagem
de pulverizagdo, 3,5 kV; temperatura capilar, 300 °C; gas de bainha, 55 unidades
arbitrarias; gas auxiliar, 15 unidades arbitrarias; gas sobressalente, 3 unidades
arbitrarias; temperatura do aquecedor da sonda, 250 °C; corrente maxima de
pulverizagao, 100 pA; e nivel de RF da lente S:50. A avaliacdo da concentracdo de 5
foi realizada em modo de gradiente de fase reversa usando uma coluna Kinetex EVO
C18 (2,1 x 50 mm, 1,7 ym, Phenomenex, Torrance, Califérnia, EUA) com uma coluna
de guarda Kinetex SecurityGuard Ultra C18 (2,1 mm, Phenomenex, Torrance,
Califérnia, EUA ) A fase movel A era agua ultrapura do tipo ASTM | (resisténcia, 18,2
MQ cm a 25 °C) preparada pelo aparelho Barnstead Smart2Pure 3 UV/UF (Thermo
Fisher Scientific, Bremen, Alemanha) com 0,1 % (v/v) de acido formico (Grau LC-MS,
VWR, Stfibrna Skalice, Republica Tcheca); a fase movel B era acetonitrila (grau LC —
MS, VWR, Stfibrna Skalice, Republica Tcheca) com 0,1 % (v/v) de acido férmico. A
coluna foi temperada para 35 °C, o fluxo da fase movel foi ajustado para 0,5 mL/minuto
e 0 volume de inje¢céo foide 5 pL. O método comegou com 5 % B e foi estavel por 0,3
minuto, e entdo o gradiente foi de 5 % a 100 % B em 3 minutos, foi mantido em 100
% B por 0,5 minuto, entdo voltou a 5 % B e equilibrou por 2,2 minutos. O tempo total
de execucdo do método foi de 6 minutos. O composto e IS foram detectados em
espectrometro de massa na varredura de corrente total de ions em intervalo de 105-
700 m/z em modo positivo. O tempo de retencdo para 5 foi de 3,32 minutos com a
massa pesquisada 475,2952 e o tempo de retencdo para IS foi de 3,29 min com a
massa pesquisada 592,3297. A calibracéo teve cinco pontos (1 pM, 5 uM, 10 uM, 15

MM e 20 uM) e foi linear ao longo de toda a faixa.
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ANEXO 1: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): 2-(8-hidréxioctil)-6-metéxibenzoato de metila (27)
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ANEXO 1.1: Expansao do espectro de RMN de *H na regido aromatica (300 MHz, CDCls): 2-(8-hidréxioctil)-6-met6xibenzoato de metila

(27)

— 7.2
— 7. 25
— 7331

— A.EAT
—

— 6. 77461
— 6. TARS

T
6ES &R0 675

LEE LR e
A ME LT
EXINO 1
PROCHD 1

FD — Aoquini tioe Tararm e
T, HIR001

T Lo
INSTRLM et
PROBHD 5 moen Deesd 13037
PULPRAG ETY

™ 2513
SOLVENT DS
85 8

6 H

SWH  7IH1008 B
FIORES 0 MW6IE e
AD %6135
G 4

i L

e 300 e

T S0 E

i O] e
o ]

e CHANNEL ] =t
RO i}

2] LTS

1) 1048

SR 300 133000 Mik
[ S p—
sl 7768

SF 300 130080 Mix
W [57]

558 0

LA L0t

& ]

s Lo



ANEXO 2: Espectro de RMN de *3C (75 MHz, CDCls): 2-(8-hidréxioctil)-6-metéxibenzoato de metila (27)
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ANEXO 3: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): 8-(3-metéxifenil)octan-1-ol (28)
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ANEXO 3.1: Expanséo do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) na regido dos aromaticos: 8-(3-metdxifenil)octan-1-ol (28)
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ANEXO 4: Espectro de RMN de *3C (75 MHz, CDCl;) 8-(3-metdxifenil)octan-1-ol (28)
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ANEXO 5: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): 8-(3,5-Dimet6xifenil)octan-1-ol (29)
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ANEXO 5.1: Expanséo do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) na regido dos aromaticos: 8-(3,5-Dimetoxifenil)octan-1-ol (29)
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ANEXO 6: Espectro de RMN de *3C (75 MHz, CDCls): 8-(3,5-Dimetéxifenil)octan-1-ol (29)
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ANEXO 7: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): 3-(8-hidroxioctil)fenol (78)
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ANEXO 7.1: Expansdo do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) na regido dos aromaticos: 3-(8-hidroxioctil)fenol (78)
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ANEXO 8: Espectro de RMN de *3C (75 MHz, CDCls): : 3-(8-hidroxioctil)fenol (78)
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ANEXO 9: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls): 8-(3-benziléxifenil)octan-1-ol (35)
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ANEXO 9.1: Expancéo do espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCls) na regido dos aromaticos: 8-(3-benziléxifenil)octan-1-ol (35)
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ANEXO 10: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls): : 8-(3-benziléxifenil)octan-1-ol (35)
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ANEXO 11: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): 2-Met6xi-6-[8-metilsulfonil)octillbenzoato de metila (37)
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ANEXO 11.1: Expansdo do espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) na regidio dos aromaticos:
metilsulfonil)octillbenzoato de metila (37)
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ANEXO 12: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls): 2-Met6xi-6-[8-metilsulfonil)octillbenzoato de metila (37)
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ANEXO 13: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): 8-(3-metéxifenil)octiimetanosulfonato (38)
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ANEXO 13.1: Expanséo do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) na regi&o dos aromaticos: 8-(3-metoxifenil)octilmetanosulfonato
(38)
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ANEXO 14: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls): 8-(3-metéxifenil)octilmetanosulfonato (38)
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ANEXO 15: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): 8-(3,5-dimetéxifenil)octiimetanossulfonato (39)
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ANEXO 15.1: Expansdo do espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) na regido dos
dimetdxifenil)octiimetanossulfonato (39)
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ANEXO 16: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls): 8-(3,5-dimetéxifenil)octilmetanossulfonato (39)
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ANEXO 17: Espectro de RMN de *H (500 MHz, CDCly): 8- (3-(Benziloxi)fenil)octiimetanosulfonato (41)
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ANEXO 18: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls): 8- (3-(Benziloxi)fenil)octiimetanosulfonato (41)
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ANEXO 19: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): 2-Metdxi-6-(8-((1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)lamino)octil)benzoato de metila (43)
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ANEXO 19.1: Expans&o do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) na regido dos aromaticos: 2-Metdxi-6-(8-((1,2,3,4-tetraidroacridin-
9-il)amino)octil)benzoato de metila (43)
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ANEXO 20: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls): 2-Met6xi-6-(8-((1,2,3,4-tetraidroacridin-9-ilJamino)octil)benzoato de metila (43)
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ANEXO 21: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): 2-(8-((6-chloro-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-iljamino)octil)-6-metoxibenzoato de
metila (44)
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ANEXO 21.1: Expanséo do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) na regido dos aromaticos: 2-(8-((6-chloro-1,2,3,4-tetraidroacridin-

9-ilJamino)octil)-6-metoxibenzoato de metila (44)
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ANEXO 22: Espectro de RMN de *3C (75 MHz, CDCls): 2-(8-((6-chloro-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino)octil)-6-metoxibenzoato de
metila (44)
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ANEXO 23: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): 2-(8-((7-met6xi-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-ilJamino)octil)-6-metoxibenzoato de
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ANEXO 23.1: Expans&o do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) na regido dos aromaticos: 2-(8-((7-metoxi-1,2,3,4-tetraidroacridin-

9-ilJamino)octil)-6-metoxibenzoato de metila (45)
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ANEXO 24: Espectro de RMN

metila (45)
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ANEXO 25: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl5): N-(8-(3-metoxifenil)octil)-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina (46)
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ANEXO 25.1: Expansdo do espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) na regido dos aromaticos: N-(8-(3-metoxifenil)octil)-1,2,3,4-

tetraidroacridin-9-amina (46)

f-250

—-8.10
~38.08
—~8.00
~7.98
_7.59
—7.57
~\-7.56
737
—735
733
—7.24

7.19

7.17
~7.15

£ .

_~6.75
—~6.73
~6.71

k240
3230
k220
F210
}zoo
r 190

’r##///#4”7#44//,,,#r~4//"#‘4’k /,,#,,,/’/r’#l’r#‘l’r - 180
— L 170
}160
o [ 150
140
\ L 130
L 120
}110

A\

/

100
r90
80

| 60

r40
r30

r20
r10

@ F-10
e [

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
86 85 84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 7.4f z.3 )7.2 71 70 69 68 67 6.6 65 64 63 62 6.1 6.0
1 (ppm



ANEXO 26: Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCls): N-(8-(3-metéxifenil)octil)-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina (46)
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ANEXO 27: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls): 6-Cloro-N-(8-(3-metoxifenil)octil)-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina (47)
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ANEXO 27.1: Expansdo do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) na regido dos aromaticos: 6-Cloro-N-(8-(3-metoxifenil)octil)-
1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina (47)
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ANEXO 28: Espectro de RMN de 13C (75 MHz, CDCls): 6-Cloro-N-(8-(3-metoxifenil)octil)-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina (47)
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ANEXO 29: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): N-(8-(3,5-dimetoxifenil)octil)-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina (49)
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ANEXO 29.1: Expans&o do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) na regido dos aromaticos: N-(8-(3,5-dimetoxifenil)octil)-1,2,3,4-
tetraidroacridin-9-amina (49)
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ANEXO 30: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): 6-Cloro-N-(8-(3,5-dimetéxifenil)octil)-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina (50)
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ANEXO 30.1: Expansdo do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) na regi&o dos aromaticos: 6-Cloro-N-(8-(3,5-dimetoxifenil)octil)-
1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina (50)
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ANEXO 31: Espectro de RMN de *3C (75 MHz, CDCls): 6-Cloro-N-(8-(3,5-dimetéxifenil)octil)-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-amina (50)
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ANEXO 32: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls): 3-(8-((1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino)octil)fenol (64)
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ANEXO 32.1: Expanséo do espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) na regido dos aromaéticos: 3-(8-((1,2,3,4-tetraidroacridin-9-
illamino)octil)fenol (64)
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ANEXO 33: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls): 3-(8-((1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino)octil)fenol (64)
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ANEXO 34: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): 3-(8-((6-cloro-1,2,3,4-tetrahidroacridin-9-ilJamino)octil)penol (65)
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ANEXO 34.1: Expans&o do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls) na regido dos aromaticos: 3-(8-((6-cloro-1,2,3,4-tetrahidroacridin-
9-ilJamino)octil)penol (65)

$38Q S88] =88 RRRELA
NLs ~N NI/ N/
500
OH 450
GW g
. Ny ///////////////[//// 400
H
cl
k350
k300
k250
200
k150
\‘\
|
100
Fo
< & & &
. . .

84 83 82 81 80 79 78 77 76 75 74 73 72 71 70 69 68 67 66 65 64 63
f1 (ppm)



ANEXO 35: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls): 33-(8-((6-cloro-1,2,3,4-tetrahidroacridin-9-il)amino)octil)penol (65)

@
N KN —mea~hYm™ o NN NEONWY =
¥ TAOSTELTANL A e AT anm ~7.0
< MANNNN— — .

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

— 156.99

—151.73
77.31
77.00
76.68

—49.17

r6.5

r6.0

r5.5

OH r5.0

A

| r4.5

/

3

Iz

r4.0
Cl
r3.5
r3.0
r2.5
r2.0

r1.5

r1.0

0.5

r0.0

r-0.5

L B B B . 5 s e e B B I B B
230 220 210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 ‘ 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10
1 (ppm)



ANEXO 36: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): 2-hidréxi-6-(8-((1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)lamino)octil)benzoato de metila (61)
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ANEXO 36.1: Expansdo do Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCl;) na regido dos aromaéticos: 2-hidroxi-6-(8-((1,2,3,4-
tetraidroacridin-9-il)Jamino)octil)benzoato de metila (61)
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ANEXO 37: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls): 2-hidréxi-6-(8-((1,2,3,4-tetraidroacridin-9-ilJamino)octil)benzoato de metila (61)
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ANEXO 38: Espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls): 2-(8-((6-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-ilJamino)octil)-6-hidroxibenzoato de
metila (62)
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ANEXO 38.1: Expanséo do espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl;) na regido dos aromaticos: 2-(8-((6-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridin-
9-il)amino)octil)-6-hidroxibenzoato de metila (62)
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ANEXO 39: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls): 2-(8-((6-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino)octil)-6-hidroxibenzoato de
metila (62)
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ANEXO 40: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): Acido 2-hidréxi-6-(8-((1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino)octil)benzoico (73)
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ANEXO 40.1: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): Acido 2-hidréxi-6-(8-((1,2,3,4-tetraidroacridin-9-il)amino)octil)benzoico (73)
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ANEXO 41: Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCls): Acido 2-hidréxi-6-(8-((1,2,3,4-tetraidroacridin-9-illamino)octil)benzoico (73)
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ANEXO 42: Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCls): Acido-2-(8-((6-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-illamino)octil)-6-hidroxibenzoico
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ANEXO 42.1: Expansdo do espectro de RMN de 'H (300 MHz, CDCls) na regido dos aromaéticos: Acido-2-(8-((6-cloro-1,2,3,4-
tetraidroacridin-9-il)amino)octil)-6-hidroxibenzoico
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ANEXO 43: Espectro de RMN de **C (75 MHz, CDCls): Acido-2-(8-((6-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridin-9-ilJamino)octil)-6-hidroxibenzoico
(74)
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