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RESUMO

NADUR, Nathalia Fonseca. Otimizac¢ao Estrutural de 7-((piperidin-1-il)alcoxi)-cumarinas:
Homologaciao e Construcio de Heterociclos Miméticos Visando o Desenvolvimento de
Novos Inibidores Mistos de Colinesterases: Seropédica, RJ. 2025. 288p Tese (Doutorado
em Quimica). Instituto de Quimica, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica,
RJ, 2025.

A Doenga de Alzheimer (DA) caracteriza-se por ser um distirbio neurodegenerativo
progressivo e irreversivel de memoria e outras fungdes cognitivas, afetando o funcionamento
ocupacional e social. O uso de compostos envolvendo ligantes multialvo (MTDLs), como
inibidores mistos da enzima acetilcolinesterase (AChE) que atuam inibindo indiretamente a
agregacdo do B-amiloide (AB) ou que combinem a inibicdo das colinesterases (ChEs) com
outros mecanismos de acdo vem sendo apontado como de grande valia para o tratamento da
DA devido a possibolidade de se modular simultancamente alvos que contribuem para a
instalacdo e manutencdo da doenga. Recentemente, nosso grupo de trabalho (LaDMol-QM)
descreveu duas classes de cumarinas (24 e 25a-b) que possuiam atividade inibitdria mista,
atuando no sitio catalitico (CAS) e periférico (PAS) ao mesmo tempo, com valores de Clso de
até 20 nM sobre a AChE e seletividades de até 354 vezes sobre a butirilcolinesterase (BChE).
Tendo como base o mapa farmacoforico dessas séries, este trabalho tem como objetivo geral o
planejamento, sintese e a avaliagdo farmacoldgica de uma série de benzil-triazol-cumarinas e
de heterociclos miméticos de cumarinas como possiveis agentes inibidores da enzima AChE de
forma mista. Foram propostas trés séries, sendo a primeira uma otimizagao da série triazol-
cumarina, com a sintese de novos derivados benzilicos (série A), e as séries com os heterociclos
miméticos quinolinona (série B) e aminoquinazolina (série C). A sintese da série A, homdloga
superior da série 25, foi concluida apds dez etapas sintéticas, levando a obtencao de dez novos
derivados da série triazol-cumarina (26a-j), em que todos os compostos foram capazes de inibir
a AChE com valores de Clso variando de 4,2 a 103,8 nM e¢ seletividades de até 685 vezes frente
a BChE. O estudo de ancoramento molecular mostrou consisténcia com os resultados do estudo
de cinética enzimatica de compostos triazol-cumarinicos, que os classifica como inibicdo do
tipo mista. O potencial multialvo da série A foi evidenciado pelos resultados obtidos frente a
hH3R, MAO-A ¢ MAO-B. A sintese da série B, bioisostero classico da série 24, foi concluida
apos seis etapas sintéticas, levando a obteng¢do de sete novos derivados da quinolinona (58a-g),
que demonstraram um perfil de inibicdo dual das colinesterases (ChEs). Os estudos de
ancoramento molecular permitiram elucidar os distintos mecanismos de inibigdo observados
para os derivados da série B. A sintese da série C, bioisostero nao-classico da série 24, foi
realizada de forma convergente apos a obten¢do dos dois principais blocos de construgdo
reacional, do fenol-2-aminoquinazolina e do cloridrato de cloroalquil piperidina, levando a
obtencdo de dois novos derivados da série aminoquinazolina (67a-b), que demonstraram ser
capazes de inibir a BChE de forma seletiva. O estudo de ancoramento molecular mostrou
consisténcia com os resultados do estudo de cinética enzimatica, que os classifica como inibi¢ao
do tipo mista.

Palavras-chave: Alzheimer. Inibidores colinesterasicos. Multialvo.



ABSTRACT

NADUR, Nathalia Fonseca. Structural Optimization of 7-((piperidin-1-yl)alkoxy)-
coumarins: Homologation and Construction of Mimetic Heterocycles Aiming at the
Development of New Mixed Cholinesterase Inhibitors: Seropédica, RJ. 2025. 288p Thesis
(PhD in Chemistry). Institute of Chemistry, Federal Rural University of Rio de Janeiro,
Seropédica, RJ, 2025.

Alzheimer's disease (AD) is characterized by being a progressive and irreversible
neurodegenerative disorder of memory and other cognitive functions, affecting occupational
and social functioning. The use of compounds involving multitarget-directed ligands (MTDLs),
such as mixed inhibitors of the enzyme acetylcholinesterase (AChE) that indirectly suppress
aggregation of P-amyloid (AP) or combine cholinesterase (ChEs) inhibition with other
mechanisms, has been observed as a high-value objective for AD treatment due to the
possibility to inhibit simultaneously different targets that contribute to the onset and
maintenance of the disease. Recently, our research group (LaDMol-QM) described two classes
of coumarins (24 and 25a-b) that exhibited mixed inhibitory activity, acting on at the catalytic
site (CAS) and at the peripheral site (PAS) simultaneously, with ICso values of up to 20 nM on
AChE and selectivities of up to 354-fold over butyrylcholinesterase (BChE). Based on the
pharmacophoric map of these series, this work has as its general objective the design, synthesis,
and pharmacological evaluation of a series of benzyl-triazole-coumarins and coumarin mimetic
heterocycles as possible mixed inhibitors of the AChE enzyme. Three series were proposed:
the first, an optimization of the triazole-coumarin series involving the synthesis of new benzyl
derivatives (series A); the second, a series with mimetic heterocycles, including quinolinone
(series B) and aminoquinazoline (series C). The synthesis of series A, a superior homolog of
series 25, was completed after ten synthetic steps, leading to the production of ten new
derivatives of the triazole-coumarin series (26a-j), in which all compounds were able to inhibit
AChE with ICs¢ values ranging from 4.2 to 103.8 nM and selectivities of up to 685-fold against
BChE. The molecular docking study showed consistency with the results of the enzymatic
kinetics study of triazole-coumarin compounds, which classified them as mixed-type inhibition.
The multitarget potential of series A was demonstrated by the results obtained against #H3R,
MAO-A, and MAO-B. The synthesis of series B, a classical bioisostere of series 24, was
completed after six synthetic steps, leading to the production of seven new quinolinone
derivatives (58a-g), which demonstrated a dual inhibition profile of cholinesterases (ChEs).
Molecular docking studies elucidated the distinct inhibition mechanisms observed for the B
series derivatives. The synthesis of the C series, a non-classical bioisostere of the 24 series, was
performed in a convergent manner after obtaining the two main reaction building blocks,
phenol-2-amino quinazoline and chloroalkyl piperidine hydrochloride, leading to the
production of two new derivatives of the amino quinazoline series (67a-b), which were shown
to be capable of inhibiting BChE selectively. The molecular docking study showed consistency
with the results of the enzyme kinetics study, which classified them as mixed-type inhibition.

Keywords: Alzheimer, cholinesterase inhibitors. multitarget.

vi



INDICE DE ESQUEMAS

Esquema 1. Analise retrossintética para obten¢do dos compostos planejados da série A. .....30

Esquema 2. Obtencdo da 3-bromo-cumarinas substituidas (34a-b)............cccccceevviieviennnnnen. 31
Esquema 3. Esquema de intermedidrios proposto para a formag¢do dos compostos 3-bromo-7-
(bromoalcoxi)cumariniCos (34a-b)..........ccciiiiiiiiiiiiiiiieeee e 32
Esquema 4. Obtencao dos intermediarios chave (29a-b).........c.ccccoeviieeiiiiciieeeeee e, 33

Esquema 5. Esquema de intermediario proposto para reagdo acoplamento de Sonogashira
para obtencao de 7-(bromoalcoxi)-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarinas (42a-b) (Adaptado de

(Sono@ashira, 2002)). ...cccuieeeiieeeieeeeiee et et e e ee e st e e e stteeesaaeeesaeeebaeessreeeesaeeeesbeeeanaeeennneas 35
Esquema 6. Sintese dos alcoois benzilicos (32a-h)........c.ccoooiiiiiiiiiiiiiiiee e 36
Esquema 7. Esquema de intermedidrios proposto para a formag¢do dos derivados de alcool
benzilico (32a-h) (Adaptado de (Clayden; Greeves; Warren, 2012)). ....cccccevvvevveecienieeneennen. 37
Esquema 8. Sintese dos brometos de benzila (31a-h)..........c.coccovviiiniiiiiiiniieieeeeeeeee 37
Esquema 9. Esquema de intermedidrios proposto para a formagao dos derivados de brometo
de benzila (31a-h) (Adaptado de (Clayden; Greeves; Warren, 2012)........cccceeveeviieiiiennennen. 38
Esquema 10. Sintese das benzil azidas (30a-1)..........ccccoeviiiiiiiiiiiiieieeeeeee e 39
Esquema 11. Esquema de intermediarios proposto para a formagao dos derivados de benzil
azida (30a-i) (Adaptado de (Smith, 2020)). ..ccueieiiiiiiieiiee e 39
Esquema 12. Sintese das 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas
(27785 ). ettt h et a bttt h ettt e h e e beeateete e bt enteeaeenees 40

Esquema 13. Mecanismo da CuAAC envolvendo ambos os complexos mono e bis acetileto
de Cu(l) X e XI respectivamente, proposto para a obtengao dos compostos 3-(1-R-benzil-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas (27a-j) (Adaptado de (JIN et al., 2015))......... 42
Esquema 14. Sintese da 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-

CUMATINGA (ZOA=). .eeviieiieiiieeiie ettt ettt et et e e bt et e et e e s ateesbeesseesaseesateenseassaeenseans 46
Esquema 15. Esquema de intermediérios proposto para formacao dos derivados 3-(1-R-
benzil-1H-1,2,3-triazol-4-1l)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-cumarina (26a-j) ........c.c.ccoceeeueeneee. 46
Esquema 16. Reagdo observada no ensaio de Ellman. .........ccccoecvvveiiiniiiiicieceie e 48
Esquema 17. Semelhangas entre os mapas farmacoforicos propostos de antagonistas HzR
(literatura) € 1IChE (LaDMOI-QM). .....oiiiiiiiiiiiieeeeetee ettt 53
Esquema 18. Reacdo observada no ensaio de atividade inibitoria dos compostos sobre as
150formas MAO A € MAO B ..ottt et 55
Esquema 19. Andlise retrossintética para obtencao dos compostos planejados da série B.....75
Esquema 20. Obten¢ao da 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63) ............ccccceevrennnenn. 76
Esquema 21. Esquema de intermedidrios proposto para a formagao do composto 3-cloro-N-
(3-metoxifenil)propanamida (62). ..........cceeeeiuiieeiieiriieeriie ettt e aaeas 77
Esquema 22. Esquema de intermediarios proposto para o fechamento do anel do composto 7-
hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-0na (63) ........cccouiieiiiiiiieeiieeete et e 78
Esquema 23. Esquema de intermediarios proposto para a O-desmetilagao para formagao do
composto 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-0na (63). ........cccceerierireiieniieiieeieeeesie e 78
Esquema 24. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b).................. 80
Esquema 25. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b)..........c.cccceevveennennnenn. 82



Esquema 26. Esquema de intermediarios proposto para a aromatizagao oxidativa para
obtencdo da 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b) (Adaptado de (Chen et al., 2019) 83
Esquema 27. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-one (59a-g)................. 84
Esquema 28. Esquema de intermediarios proposto para a arilacao radicalar mediada por
KMnO4/AcOH para obtencao da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-ona (59a-g)

(Adaptado de YUAN et al., 2016) ..c.ueiiieiiiciiieeiie ettt tee e e e e 86
Esquema 29. Sintese da 3-(R-fenil)-7-[(piperidin-1-il)alcoxi]quinolin-2(1H)-ona (58a-g) ... 87
Esquema 30. Tautomeria amida-iminol em derivados de quinolinona. .............cccceeveeeneennnee. 96
Esquema 31. Analise retrossintética para obtencdo dos compostos planejados da série C... 104
Esquema 32. Sintese da N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-amina (71) ........cccceeeveeviverreeneennen. 105

Esquema 33. Esquema de intermediarios proposto para a formac¢ao do composto N-(3-
metoxifenil)quinazolin-2-amina (71) (Adaptado de CAREY; SUNDBERG, 2002;

CLAYDEN; GREEVES; WARREN, 2012). ....ecoiiiiieiieiesieiieeietesie et 105
Esquema 34. Sintese da 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68) ..........c..cceceeiiiniiiiiiniieneeee. 108
Esquema 35. Esquema de intermediarios proposto para a O-desmetilacdo para formagao do

composto 3-(quinazolin-2-1lamino)fenol (68). ..........cccceeciiieiiiieiiiiee e 109
Esquema 36.  Sintese do cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b)......................... 110

Esquema 37. Esquema de intermediarios proposto para a obtencao do cloridrato de 1-
(cloroalquil)piperidina (69a-b) (Adaptado de (Solomons; Fryhle; Snyder, 2022; Scotland;
Vreugdenhil; Shetranjiwalla, 2025)) ....oooiieiiiiiiiiiieie ettt e 111
Esquema 38.  Sintese da N-(3-((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b).113
Esquema 39. Esquema de intermediarios proposto para a O-alquilagdo do composto N-(3-
((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b) (Adaptado de (Clayden; Greeves;
WaAITEN, 2012)) ..ttt ettt e e et e e et e e e ta e e eteeeeabeeesaseeesaseeesssaeeeaseeessseeesseeennrens 114
Esquema 40. Comparagao entres as SEri€s ProPOSLAS. ....ccueeruveerueerierrieerieeniienieenieeseeeseenenes 121

viii



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Caracteristicas fisicas, pontos de fusdo e rendimentos dos alcoois benzilicos (32a-

1 ) TSSOSO UPPSRPRRRP 36
Tabela 2. Caracteristicas fisicas e rendimentos das benzil azidas (30a-i)..........c.cccccveeennennnne. 39
Tabela 3. Caracteristicas fisicas, pontos de fusdo e rendimentos das 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-
triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas (27a=]) ........ccceeerreeriireriieeriieerreeesreeesreessaeeeareeens 40
Tabela 4. Caracteristicas fisicas, pontos de fusdo e rendimentos das 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-
triazol-4-i1)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-cumarina (26@-j)..........ccccevvrevrrerieerieenieeieenie e 45
Tabela 5. Resultados obtidos nos ensaios inibi¢ao enzimatica frente 8 ECAChE e EqBChE. 49
Tabela 6. Parametros cinéticos de 26a e 26¢c em AChE e BChE. .........cccccoooviiiiiiniincnnne 51
Tabela 7. Resultados de afinidade dos compostos frente ao Receptor de Histamina tipo 3
(H3R) e comparacdo com resultados frente 8 AChE. ........c.ccoooiiiiiiiiniie e 54
Tabela 8. Resultados de atividade inibitdria dos compostos frente as isoformas MAO

A CIMAO B ..ottt ettt et e neenteenteeaeeteenne e 55

Tabela 9. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados. ....57
Tabela 10. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados.... 64
Tabela 11. Resultados de score e os respectivos valores de Ki dos compostos avaliados. .....67
Tabela 12. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados....69

Tabela 13. Parametros-chave ADME. ..........ccocoiiiiiiiiieeeeee e 74
Tabela 14. Caracteristicas fisicas, pontos de fusdo e rendimentos da 7-(bromoalcoxi)-3,4-
diidroquinolin-2(1H)-0na (628-D). .........cccviiiiiieiieeiee et 80
Tabela 15. Caracteristicas fisicas, pontos de fusdo e rendimentos da 7-(bromoalcoxi)-
QUINOIIN-2(TH)-0NE (00Q-D)........ooiuiiiiiiiiiiiieiie ettt et 82
Tabela 16. Caracteristicas fisicas e rendimentos da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-
2(1H)-0N2 (59A=C)....coeeieeeiieeeiie ettt ettt et e et e e sae e e ta e e eeaeeesaeeessteeesaeeessbeeeasbeeennbeeeanseeennes 85
Tabela 17. Caracteristicas fisicas e rendimentos das 3-(R-fenil)-7-((piperidin-1-
il)alcoxi)quinolin-2(1H)-0na (58A-) .......c.cceriiieiiieeiieeieeeeeeete e e e 87
Tabela 18. Resultados obtidos nos ensaios inibi¢do enzimatica frente a EeAChE e EqBChE.
.................................................................................................................................................. 90
Tabela 19. Parametros cinéticos de 58a, 58b, 58e ¢ 58f em AChE e BChE. .......................... 91

Tabela 20. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados.... 94
Tabela 21. Calculos de estabilidade relativa dos tautdmeros amida e iminol em meio aquoso
para 08 COMPOSLOS S8A € S8E. ....covemiiiiiiiiieee e e e 97
Tabela 22. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados....99
Tabela 23. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados.. 102
Tabela 24. Dados de RMN de 'H (500MHz) e de *C (125MHz) do produto 71 em DMSO,
incluindo os resultados obtidos dos espectros de correlagio heteronuclear de HSQC (J') e

HMBC (J?, J* e J*). Deslocamentos em & (ppm) e multiplicidade entre parénteses............... 106
Tabela 25. Caracteristicas fisicas e rendimento da 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b).......... 110
Tabela 26. Caracteristicas fisicas e rendimento da N-(3-((piperidin-1-

il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b) ...........coooeiiiiiiiiiiiieee e 113

1X



Tabela 27. Resultados obtidos nos ensaios inibi¢do enzimatica frente 8 EeAChE e EqBChE.

Tabela 28. Parametros cinéticos de 67a na enzima BChE ............ccccoooviiiiiiiniiniiicce 116
Tabela 29. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados.. 117
Tabela 30. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados.. 119
Tabela 31. Concentracdes de inibidores para o estudo cinético da AChE e BChE............... 148



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Formacao dos peptideos AP seguida do seu acumulo para formar placas insoluveis
de AP em cérebros portadores da DA (Adaptado de (Knopman et al., 2021)). ......ccccvverrennennne. 4
Figura 2. Hiperfosforilacdo da proteina Tau que causa dissocia¢do dos microtibulos, levando
a formagao de filamentos helicoidais pareados que evoluem para a formar emaranhados
NEUTOTIDTIIATES. ...ttt et ettt e et et e st e ebeesaeeenee 5
Figura 3. Representagdo do ciclo da acetilcolina nos NEUroNios. .........cccueeeeveeeeveeerveeesveeennen. 6
Figura 4. A) Representacao da superficie do canal profundo da acetilcolinesterase humana
(hAChE) (PDB: 4EY4) ¢ B) da butirilcolinesterase humana (hBChE) (PDB: 1P0I) (cinza). Os
residuos estdo representados: no PAS (em verde); na triade catalitica (em magenta); na
cavidade oxianion (em laranja); no sitio de liga¢do a acila (em ciano); no sitio de ligacao de

colina (em amarelo) (Adaptado de (Do N. Goulart et al., 2021))..c..ccccveeriirciieniieiienieeiieeeeee, 7
Figura 5. Papel dos astrdcitos e microglias na neurodegeneracao da DA..........ccceeevveiiennn. 10
Figura 6. A) Receptores H3 funcionando como auto e heterorreceptores. B) Vias de

sinalizagdo associadas ao H3R (Adaptado de (Thomas et al., 2024))........cccvvevrieevreeenieeennnen. 12

Figura 7. A) Estimulagdo do sistema dopaminérgico pela acdo dos inibidores da MAO-B
(Adaptado de (ParkinsonsDisease, 2025)); B) Desaminac¢do oxidativa catalisada pela MAO-B,

levando a formacao de radicais livres (Adaptado de (Oyovwi et al., 2025)). ...ccceevvieiieennnnnne 14
Figura 8. Fairmacos inibidores colinesterasicos (1-4) e inibidor do receptor NMDA (5)

aprovados pela FDA para o tratamento dos sintomas cognitivos da DA. ...........ccceeevverveenn. 15
Figura 9. Farmaco Brexpiprazol (6) usado para o tratamento da agitacdo na DA. ................. 16

Figura 10. Numero de candidatos a farmacos em cada fase do processo de desenvolvimentos
de medicamentos para a doenga de Alzheimer (Adaptado de (AlzPipeline, 2025)). ............... 18
Figura 11. Numero de candidatos a farmacos classificados por finalidade terapéutica em cada
fase do processo de desenvolvimento de medicamentos para a doenca de Alzheimer

(Adaptado de (AIZPipeling, 2025)).....cccuieiiieieiie ettt ettt 18
Figura 12. Farmacos neuroprotetores e potenciadores cognitivos em ensaio clinico para o
tratamento da DA . ..o et 20

Figura 13. Farmacos que foram investigados em ensaio clinico para o tratamento da DA. ...20
Figura 14. Estratégia de design para ligantes direcionados a multiplos alvos (Adaptado de

(YOO €t al., 2025)). teeoiieeeiieeiee ettt ettt tte et e e tee et e e et e e e tteeensaeeensaeesnseeensseeennseeennseeennseas 21
Figura 15. Ligantes direcionados a multiplos alvos da DA ........cccceviiiiniinniiiiniceee 22
Figura 16. Planejamento das 1,4-di-idropiridina-piperidina (19).........ccccceveviriieniiniienieninnne 23
Figura 17. Tiossemicarbazona-acridina (22) como MTDL para DA. ........cccceoviiviieiienieein. 24
Figura 18. Planejamento dos compostos cumarinicos (24 e 25a) do LadMol-QM................. 25
Figura 19. A) Interacdes da cumarina (25a) com a AChE (Nadur, 2020). B) Mapa

farmacoférico das interacoes entre cumarinas € AChE............c.cccooooiiiiiiiiicecee e, 27

Figura 20. Derivatizacdes propostas para a série triazol-cumarinas (A). *(Nadur, 2020)...... 27
Figura 21. Planejamento dos novos heterociclos miméticos (B-C) das cumarinas. Os
principais pontos de interacdo de 24 com a AChE estdo marcados em azul, assim como nas
ESTIULUTAS PIOPOSTAS. 1..uvveeiuiiieeiiieeeiie et e et e et e ettt e ettt e ettt e ettt e eabteesabteesabeeesabeesnnbeesnbeesnseesnnee 28

X1



Figura 22. Estrutura numerada do nticleo cumarinico e multiplicidade dos sinais de He (duplo
dupleto) € Hg (AUPLELO). .ovveeiiiiiieiieeieee ettt ettt ettt e e ennaens 43
Figura 23. Atribuicdo comparativa dos principais sinais dos compostos 3-(1-R-benzil-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas (27a-j) e 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-
(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-cumarinas (26a-j) nos espectros de RMN 'H e 3C........cccoconnee.n. 47
Figura 24. Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibi¢do em EeAChE (a esquerda) e
EqBChE (a direita) do cOmpPOStO 20Q...........cccuvieiiieeiiieeiiieeciiee et eeree e e eeeaeee e 52
Figura 25. Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibi¢do em EeAChE (a esquerda) e
EqBChE (a direita) do COMPOSLO 2ZOC. .......cceeeruiierieiieeiieiieeieeniie et esiteeree e ereesveeneeseneeseens 52
Figura 26. A) Analise da sobreposi¢ao dos compostos 26a-j e a cavidade enzimatica da
AChE. B) Andlise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da AChE com os compostos 26a-j
ancorado. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC)....................... 58
Figura 27. A) Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 26a, destaque
em azul, e a cavidade enziméatica da AChE, com sobreposi¢cdo ao composto 25a, destaque em
rosa. B) Analise da superficie de Van der Waals com o composto 25a (rosa) ancorado. C)
Andlise da superficie de Van der Waals com o composto 26a (azul) ancorado. Figura gerada
com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC). ...cccoooviiiiiiiiieieciiecieeeeeee e 59
Figura 28. Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 26¢, destaque em
rosa, e a cavidade enzimatica da AChE. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright ©
SCRIOAINEZET LLC). ..ciuiiiiiiieiie ettt ettt ettt e et et esebeeseessbeessneenseensneenns 60
Figura 29. Andlise das principais intera¢cdes moleculares entre o composto 26d, destaque em
ciano, e a cavidade enziméatica da AChE, com sobreposi¢do ao composto 26¢, destaque em
rosa. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC).......ccccoecvevieennennnee. 61
Figura 30. A) Analise da sobreposi¢do dos compostos 26b, e-j na cavidade enzimatica da
AChE. B) Andlise da sobreposicao dos compostos 26e-f, h, destacando as interacdes de
halogénio entre o composto 26h (roxo) e 26f (azul claro) com o residuo GIn291. Figura
gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC).....cc.ooeeiiieviiieeiieeiieeiee e 62
Figura 31. Anélise da sobreposicao do composto 26j (vinho) e o composto 26a (azul), na
cavidade enzimatica da AChE. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger
L) ittt h et et e h e a et sh bbbt be et 63
Figura 32. A) Analise da sobreposi¢do dos compostos 26a-j e a cavidade enzimatica da
BChE. B) Anélise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da BChE com os compostos 26a-j
ancorado, visto de frente e C) de lado. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright ©
SChIOAINGET LLC ). c.ueiiieiieeiie ettt tee et e e s e e s b e e ssaseeesaeeennseeennseesneeas 65
Figura 33. A) Andlise da sobreposi¢ao dos compostos 25a (rosa) e 26a (azul) e a cavidade
enzimatica da eqBChE. B) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da eqBChE com
os compostos 25a e 26a ancorado. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright ©

SChrOAINGET LLC). ..ottt ettt ettt e et e st e seaeebeesneeenne 66
Figura 34. Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 26j e a cavidade
da hH3R. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC)............c........... 67

Figura 35. A) Analise da sobreposi¢dao dos compostos 26a (azul), 26j (vinho) e 25b (verde), e
B) Analise das principais interacdes moleculares entre o composto 2a e a cavidade da hH3R.
Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC). .....ccoovevvieviieiniieiieenee 68

Xii



Figura 36. Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 26j e a cavidade
enzimatica da MAO-B. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrédinger LLC). 70
Figura 37. A) Composto 26a ¢ B) Composto 25b na cavidade enzimatica da MAO-B. Figura
gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC).......cocveviieiieniiiiieieeeeeieeiee 70
Figura 38. A) Analise da sobreposi¢ao dos compostos 26a (azul), 26j (vinho) e 25b (verde) e
a cavidade enzimatica da MAO-A. Aminoacidos Tyr69, GIn215, Phe352, Tyr407, Tyr444
destacados em rosa. B) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da MAO-A com os
compostos 26a, 26j ¢ 25b ancorado. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright ©
SChIOAINEGET LLC). ..ccuiiiiiiieiie ettt ettt ettt e et e e s e snbeesnneenseeesneenne 71
Figura 39. A) A viabilidade celular (%) foi avaliada a partir de células SH-SY5Y pré-
incubadas com 12,5, 25,0 e 50,0 uM dos compostos 26a, 26¢, 26d e 26j. Os resultados
representam a média de 9 réplicas (n=9). B) Efeitos neuroprotetores dos compostos 26a, 26¢,
26d e 26j (12,5 uM) em células SH-SYS5Y danificadas por H2O». As células foram pré-
incubadas com 12,5 pM dos compostos ou 10 uM do farmaco padrao donepezil por 2 horas e
entdo expostas a H>O2 (400 M) por 24 horas. Para ambos os ensaios, a viabilidade celular foi
avaliada usando o ensaio MTT. Os dados sdo expressos como média + desvio padrao (DP);
(n=9). (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001). Comparacdes estatisticas foram realizadas entre
cada composto e o experimento de controle com HaOn. .....occvvvviiiiieniiiiiiiiiciiecieeeee e 73
Figura 40. Modelo ADMET BOILED-Egg para compostos cumarinicos 26a—j. (HIA)
absor¢do gastrointestinal; (BBB) penetracdo cerebral; (PGP+) substrato para glicoproteina P;
(PGP-) Nao ¢ um substrato para glicoproteina P............ccccoooiiiiiiiiiiiinie e 74
Figura 41. Atribuicdo comparativa dos principais sinais dos compostos 7-hidroxi-3,4-
diidroquinolin-2(1H)-ona (63) e 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b) nos

espectros de RMIN TH € 13C ..o 81
Figura 42. Espectros bidimensionais d¢ HMBC do composto 62a em DMSO: Visualizagdo
das correlagdes J° e J?, entre carbono € hidrognio. ............ocoeeeveueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeenens 81

Figura 43. Atribuigdo comparativa dos principais sinais dos compostos 7-(bromoalcoxi)-3,4-
diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b) e 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b) nos

espectros de RMIN TH € 13C. .....viviiiiiccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 83
Figura 44. Efeito de ressonancia entre a ligacdo dupla conjugada a carboxila do anel. ......... 84
Figura 45. Hibrido de ressondncia de uma benzonitrila. ...........coceevveniiiiniininninicneenenne 88

Figura 46. Atribuicdo comparativa dos principais sinais dos compostos 7-(bromoalcoxi)-
quinolin-2(1H)-one (59a) e 3-(R-fenil)-7-[(piperidin-1-il)alcoxi]quinolin-2(1H)-ona (58e) nos

espectros de RMIN TH € 13C. ....ovviiiieceeeeeeeeeeeeeeeee e 89
Figura 47. Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibi¢do em EeAChE (a esquerda) e
EqBChE (a direita) do composto S8a.......ccc.eeiuiiiiiiiiiiiiiiietee e 93
Figura 48. Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibi¢do em EeAChE (a esquerda) e
EqBChE (a direita) do composto S8D........cc.eevuiiiiiiiiiiiieiie ettt 93
Figura 49. Gréficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibi¢do em EeAChE (a esquerda) e
EqBChE (a direita) do cOmMPOSLO S8E. ......cccuieruiiiiieiiieiieiie ettt ettt e 94
Figura 50. Gréficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibi¢do em EeAChE (a esquerda) e
EqBChE (a direita) do cOmposto S8e. ......ccc.eeiuiiiiiiiiiiiieiieetee et 94

xiil



Figura 51. Andlise da sobreposi¢cdo dos compostos 58a-g ¢ a cavidade enzimatica da AChE.
Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC). .....cccooevviiviiiciieniieienee. 95
Figura 52. A) Andlise parcial das principais intera¢des moleculares a cavidade enzimatica da
AChE e os compostos 58e ¢ B) 58f. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright ©
SCHIOAINGET LLC ). ..uiiiieiieeiee ettt ettt e tee e s e e e st e e e abeeesbeeesaeeesnseeennseeennneas 96
Figura 53. Anélise da sobreposicao dos compostos 58a-f na conformagao enol e a cavidade
enzimatica da AChE. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrédinger LLC). ...97
Figura 54. A) Substrato acetiltiocolina (ACTI) (ciano) na cavidade enzimatica da AChE,
destacando-se a triade catalitica Ser203, His447, Glu335 (rosa). B) Mapa farmacoforico com
as principais interacdes do ACTI na AChE. Legenda: cargas atrativas (azul), cation-nt
(laranja), van der Walls (verde). Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrédinger
50 5 T OO RS PSRRPRRR 98
Figura 55. A) Analise da sobreposi¢do dos complexos ternarios formados pelos compostos
58a-f na cavidade enzimatica da tiocolina/AChE. B) Analise da cavidade de acesso ao sitio da
tiocolina/AChE com os compostos 58a-f ancorados. C) Representacio da superficie de van
der Waals do sitio da tiocolina/AChE, com os compostos 58a-f ancorados, ¢ a tiocolina sob
um angulo de visdo longitudinal. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrédinger
50 5 T OO ST URUPPRRPRRRP 99
Figura 56. Analise das principais interagdes moleculares a cavidade enzimatica da
tiocolina/AChE e o composto 58a. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright ©
SChIOAINGET LLC).c..ciiiiiiiiiie ettt st et 100
Figura 57. Andlise das principais interagdes moleculares a cavidade enzimatica da
tiocolina/AChE e o composto 58g. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright ©
SChrodINGEr LLC). ..cuiiiiiieiieeie ettt ettt ettt et e et e ebeesaeeeseens 101
Figura 58. A) Analise da sobreposi¢do dos compostos 58a-g e a cavidade enzimatica da
BChE. B) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da BChE com os compostos 58a-g
ancorado, visto de frente. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrédinger LLC).

................................................................................................................................................ 103
Figura 59. Espectros bidimensionais de HSQC do composto 71 em DMSO-d¢: Visualizagdo
das correlagdes J' entre carbono € hidrOgNI0. ...........ovcvvveeeeveveeeeeeeeeeeeeeeeee e 107
Figura 60. Espectros bidimensionais d¢ HMBC do composto 71 em DMSO-ds: Visualizagao
das correlagdes J2, J* e J*, entre carbono e hidrog@nio. ............coeveeerveveveveveeeeeseeeeeseeeeenens 108
Figura 61. Espectros bidimensionais d¢ HMBC do composto 67a em DMSO: Visualizagdo
das correlagdes J°, entre carbono € hidro@enio. ............coeueveveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee s 115
Figura 62. Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibi¢ado em EqBChE do composto
B5Q. ..ottt ettt ettt e bt e bt nee et e enbeent e teentesneenneennean 117

Figura 63. A) Sobreposi¢ao do composto S8e (roxo) e os compostos 67a (azul) e 67b
(vinho), na cavidade enzimatica da AChE. B) Andlise das principais interagdes moleculares
entre o composto 67a (azul) e C) 67b (vinho) na cavidade enzimatica da AChE. Figura gerada
com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC). .....c.coooiieiiiiiiiiiiieeieeeeeeeee e, 118
Figura 64. A) Sobreposi¢do do composto 58a e os compostos 67a (azul) e 67b (vinho), na
cavidade enzimatica da BChE. B) Analise das principais interagdes moleculares entre o

X1V



composto 67a (azul) e C) 67b (vinho) na cavidade enzimatica da BChE. Figura gerada com
PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC). ...c..covviiiriiniiiienieeeieeeeeseeeee e 120

XV



LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS

[S]— Concentragao de substrato

ACh — Acetilcolina

AChE — Acetilcolinesterase

ACTI - lodeto de acetiltiocolina

AKT — Proteina cinase B

AMPA — Acido o-amino-3-hidroxi-5-metil-4-isoxazolpropiénico

APP — Proteina precursora do amiloide (amyloid precursor protein)

ARIA — Anormalidades de imagem relacionadas ao amiloide (Amyloid-Related Imaging

Abnormalities)

ATP — trifosfato de adenosina

AP — beta-amiloide

BACE-1 — Beta-secretase 1

BBB — Barreira hematoencefalica (blood-brain barrier)

BChE — Butirilcolinesterase

BCTI — Iodeto de butiriltiocolina

BPSD — Sintomas comportamentais e psicoldgicos da deméncia
BSA — Albumina Sérica Bovina

cAMP — Adenosina monofosfato ciclico (cyclic adenosine monophosphate)
CAS — Sitio catalitico anidnico (catalytic anionic site)

CCDA — Cromatografia em camada delgada analitica

CDCI; — Cloroférmio deuterado

c¢GMP — Guanosina 3',5'-monofostfato ciclico (cyclic guanosine monophosphate)
ChAT — enzima colina acetiltransferase

ChE — Colinesterases

CREB — Proteina de ligacdo ao elemento responsivo ao AMPc
CuAAC —reacao de cicloadi¢do 1,3-dipolar catalisada por Cobre (I)
DA — Doenga de Alzheimer

DMSO-d6 — Dimetilsulfoxido deuterado

DTNB - Acido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzdico

EeAChE — Acetilcolinesterase de enguia elétrica

ENFs — Emaranhados neurofibrilares

EgBChE — Butirilcolinesterase de soro equino

XVi



ERN — espécies reativas de nitrogénio

ERO — espécies reativas de oxigénio

FDA — Food and Drug Administration

FHP — Filamentos helicoidais pareados

GBD - Carga global de doenca (Global Burden of Disease)

GLU — Glutamato

GPCRs — Receptores acoplados a proteina G (G protein-coupled receptors)
GSK-3p — Glicogénio sintase cinase-3 beta (glycogen synthase kinase 3 beta)
hAChE — Acetilcolinesterase de ser humano

HOMO - orbital molecular ocupado de mais alta energia (Highest occupied molecular
orbital)

ICs0 — Concentragao inibitoria média

IS — Indice de Seletividade

J — Constante de acoplamento

Ki — Constante de afinidade para inibicao do tipo competitiva

Ki’ — Constante de afinidade para inibi¢do do tipo ndo-competitiva

Km — Constante de Michaelis-Menten

LUMO - orbital molecular nao ocupado de mais baixa energia (Lowest inoccupied molecular
orbital)

MAO — Monoamina oxidase

MAP — Proteina associada a microtibulos (microtubule-associated protein)
MAPKSs — Proteinas cinases ativadas por mitogenos (mitogen-activated protein kinases)
mGluRs — Receptores metabotropicos de glutamato

MTDLs — Ligantes direcionados a multiplos alvos (Multi-Target Directed Ligands)
N3pE — N-terminal piroglutamado da Af}

NBM — Nucleo basal de Meynert

NIH — Institutos Nacionais de Saude (National Institutes of Health)

NMDA — N-metil D-Aspartato

NTM - Nucleo tuberomamilar

PAS — Sitio anionico periférico (peripheral anionic site)

PDB - Protein Data Bank

Ph — Fenila

pH — Potencial Hidrogenionico

Xvil



PI3K — Fosfoinositideo 3-cinase (phosphoinositide 3-kinase)

PKA — Proteina cinase A (protein kinase A)

ppm — partes por milhdao

Ptau — proteina Tau

RMN - Ressonancia Magnética Nuclear

RMN !3C — Ressonancia Magnética Nuclear de Carbono
RMN 'H — Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio
SeAr — Substituicao Eletrofilica Aromatica

Sn2 — Substitui¢do Nucleofilica Bimolecular

SNC — Sistema nervoso central

TMDs — Terapias modificadoras da doenca

v — Velocidade

Vmax — Velocidade maxima

aCTF — Fragmento C-terminal alfa (alpha C-terminal fragment)
BCTF — Fragmento C-terminal beta (beta C-terminal fragment)

0 — deslocamento quimico

A — comprimento de onda

xviii



SUMARIO

1o INTRODUCGAO ..., 1
1.1.  Doencade AIZReImEer................cccouviiiiiiiiiiee e 1
1.2. Mecanismos Neuropatolégicos e Alvos Terapéuticos na Doenca de Alzheimer .2
1.2.1. Hipotese amiloide................occooiiiiiiiiiiiiie e 3
1.2.2. Hipotese da Proteina tau..............cooooviiiiiiiiiiieeiccceecee e 4
1.2.3. Hipotese Colinérgica ..............coooiiiiiiiiiiiieiieeeeeeeee e 5
1.2.4. Hipotese Glutamatérgica ...............cccoeeiiiiiiiiiiiiicceeeeeeee e 8
1.2.5. Hipotese da Neuroinflamagao ...............cccoooovvveiiiiiiiiiniieee e, 9
1.2.6. Hipotese do Estresse OXidativo .............cccooviiieiiiiiiiienieeeceee e 10
1.2.7. Homeostase de metais...............ccccooiiiiiiiiiniiieeee e 11
1.2.8. Histamina H3R ... 11
1.2.9. Monoamino Oxidase B (MAO-B)............ccooiiiiiiiiieeeeeeeee e 13

1.3.  Terapias para a Doenca de Alzheimer...................cccccooeiiiiiiiiiniiiiine e, 14
1.3.1. Terapias sintomaticas da doenca .....................cccooviiiiiiiieniiiine e, 14
1.3.2. Terapias modificadoras da doenca ....................ccoeeeeiiiiiiieniiee e, 16
1.3.3. Candidatos a Farmacos em Fases clinicas...............cccocccooiiiiiiiiinnienniennn 17

1.4, Compostos MUltialvos .............oocooriiiiiiiiiiiii e 20
1.4.1. Estratégias Multialvo com Cumarinas: Contribui¢des do Acervo LadMol-
oM 24

2. OBUJETIVOS ...ttt ettt e ettt e bt e st e e bt e s eeeabeesabeenbeassaeenseans 26
2.1, ODJEtIVOS GCTALS ...c.ooiiiiiiiiiiiiiieieeee ettt 26
2.2, ODbjetivos eSPeCIfiCOS. ........coceiiiiiiiiiiiii e 26
2.3. Planejamento Estrutural..............cc.cccooiiiiiiiiii e 26

3. RESULTADOS E DISCUSSAOQ .......coooiiiiiiiniiniinineeinesiesiesiesissessseeeesesessesssssees 29
3. SERIE A ettt et 29

3.1.1. Planejamento sintético dos cOmMPOSLOS.............ccoovviiiiriiiiniiiinieeieeeiee e 29
3.1.2. Obtencao das 3-bromo-cumarinas substituidas (34a-b) ............................. 31
3.1.3. Obtencio dos intermediarios chave (29a-b)..............cccccoiviiiiiiiiiiiiee. 32
3.14. Sintese dos alcoois benzilicos (32a-h) ... 36
3.1.5. Sintese dos brometos de benzila (31a-h).......................ocooiiiiii 37
3.1.6. Sintese das benzil azidas (30a-i) .................c.ccooiiiiiiiiii 38



3.1.7. Sintese de 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas
(27a-j) 40

3.1.8. Sintese da 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-
CUMATINA (ZOA-) ....oooiiiiiiiieeiiieeiee ettt et te e st e e st te e st eeesabeessbeesabeesnabeesnaeenns 45

3.1.9. Atividade inibitoria dos compostos obtidos frente 8 AChE e BChE ......... 47
3.1.10. Ensaios do mecanismo de inibi¢do enzimatica frente a AChE e BChE.....49
3.1.11.  Atividade inibitoria dos compostos obtidos frente a Histamina (H3R)......53

3.1.12.  Atividade inibitoria dos compostos obtidos frente 2 Monoamino Oxidase

(MAQO-A € MAO-B).....ooiieeeeee ettt ettt ettt et e e e e e saeebeesaae e 54
3.1.13.  Avaliacio in silico da intera¢ao dos compostos com a EeAChE ................ 56
3.1.14.  Avaliacio in silico da intera¢ao dos compostos com a EgBChE ................ 63

3.1.15. Avaliacao in silico da interacao dos compostos no receptor de Histamina
Hs (H3R) 66

3.1.16.  Avaliacao in silico da interacao dos compostos Monoamino Oxidase

(MAO-A € MAQO-B).....oii ettt st 68
3.1.17. Ensaio de citotoxicidade e neuroprotecio in vitro contra a linhagem
celular de neuroblastoma SH-SYSY ... 72
3.1.18.  Analise do perfil fisico-quimico ADMET in silico.................ccccccuceeennene. 73

3.2, SERIE B ..ot ettt 75
3.2.1. Planejamento sintético dos cOompostos................cccveeviiieeniieeniieeeie e, 75
3.2.2. Obtencao da 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63) ......................... 76
3.2.3. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b) ............ 79
3.24. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b) ............................. 82
3.2.5. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-one (59a-g)............ 84
3.2.6. Sintese da 3-(R-fenil)-7-((piperidin-1-il)alcoxi)quinolin-2(1H)-ona (58a-g)

87

3.2.7. Resultados de atividade inibitoria dos compostos obtidos frente a AChE e
BChE 90

3.2.8. Ensaios do mecanismo de inibicado enzimatica frente a AChE e BChE.....01

3.2.9. Avaliacio in silico da interacio dos compostos com a EeAChE ................ 94
3.2.10. Avaliacio in silico da interacio dos compostos com a EgBChE .............. 101
33, SERIE C ..ottt ettt 104
3.3.1. Planejamento sintético dos cOmMPOSLOS.............cccevviieniiiiniiiiniieinieeeiee 104
3.3.2. Sintese da N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-amina (71).........cc.cccceveennenn. 105
3.3.3. Sintese da 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68) ...............cccccccoviiiniiinnenn. 108



3.3.4.

Sintese do cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b) ....................... 110

3.3.5. Sintese da N-(3-((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b) 112
3.3.6. Resultados de atividade inibitoria dos compostos obtidos frente a AChE e
BChE 115
3.3.7. Ensaios do mecanismo de inibicido enzimatica frente a BChE ................. 116
3.3.8. Estudo de interacio enzimatica in silico na enzima EeAChE .................. 117
3.3.9. Estudo de interacio enzimatica in silico na enzima E¢gBChE ................. 119
CONCLUSAO E PERSPECTIVAS .......ooiiiiiiieeeeeeeeeeeee e, 121
METODOLOGIA ... .ottt sttt e 123

5.0, SERIE A Lottt sttt ettt e 123
5.1.1. Sintese da alcoois benzilicos (32a-h)..............ccccooiiiiiiiiiii 123
5.1.2. Sintese dos brometos de benzila (31a-h)................c.ccooooiiiiiiniiic 124
5.1.3. Sintese das benzil azidas (30a-1) ...............cooccoeiiiiiiiniii 124
5.14. Sintese de 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)- cumarinas
(27a-j) 125
5.1.5. Sintese da 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-
CUMATTNA (ZOA-) ....ooiniiiiiiiiieiiie ettt st s bt e st e st e s 130

5.2 SERIE B ...ttt et st 136
5.2.1. Sintese da 3-cloro-N-(3-metoxifenil)propanamida (64)..................c...c.... 136
5.2.2. Sintese da 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63)...........cc.cccceeueeene 136
5.2.3. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b) .......... 137
5.24. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b) ........................... 138
5.2.5. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-one (59a-g).......... 139
5.2.6. Sintese da 3-(R-fenil)-7-((piperidin-1-il)alcoxi)quinolin-2(1H)-ona (58a-g)

140

530 SERIE C ..ottt st ettt et e st e st e e e snnas 143
5.3.1. Sintese da N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-amina (71).........cc.ccccoeeennenn. 143
5.3.2. Sintese da 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68) ...............cccccccooviiniiinnnenn. 144
5.3.3. Sintese do cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b) ....................... 144
5.3.4. Sintese da N-(3-((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b) 145

5.4.  Teste in vitro da atividade anticolinesterasica dos derivados da série A, Be C

147
5.5. Estudo do mecanismo de inibicao enzimatica série A, BeC......................... 147

5.6. Ensaio de ligacido ao receptor Hz humano (ZH3R) dos derivados da série A .. 148

XX1



5.7.  Teste in vitro da atividade frente a MAO dos derivados da série A.................. 149
5.8.  Modelagem Molecular...............cccooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeete e e 150
5.8.1. Enzima Acetilcolinesterase de Enguia Elétrica (EeAChE)..................... 150
5.8.2. Enzima Butirilcolinesterase Equina (EgBChE).................cccccoeviiinnnnnnn. 150
5.8.3. Receptor de histamina humana H3R ... 151
5.8.4. Enzima Monoamina Oxidase A humana..................cccocoiiiiniinnnnnnn. 151
5.8.5. Enzima Monoamina Oxidase B humana......................ccooc. 152
5.9. Citotoxicidade em células de neuroblastoma SH-SYSY ..........ccccooiiiiinnne. 152
5.9.1. Preparo das amostras para o ensaio de citotoxicidade em MTT ............. 152

5.9.2. Cultivo das células derivados de neuroblastoma humano (SH-SYSY).... 152

5.9.3. Ensaio de citotoxicidade pelo método em MTT................c.ooeviiiniiennnnn. 153
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......cooooiiiieieeieseeee s 154
ANEXOS ettt ettt ettt e et e at e et ebeenaeas 165
7.1. ANEXO 1-MODELAGEM MOLECULAR.........ccccooiiiiiiieieeeeeeeee, 165
7.2. ANEXO 2 -ESPECTROSDE RMN DE 'H e 3C.......ccoeeviiieicie 170
7.3. ANEXO 3 — PROPRIEDADES ADMET ........ccceiiiiiiiiiiinieeeeseeeee e 248
7.4. ANEXO 4 - TRABALHOS PUBLICADOS DURANTE O DOUTORADO ..258

xXxii



1. INTRODUCAO
1.1. Doenca de Alzheimer

A doenca de Alzheimer (DA)recebeu sua denominagcdo em 1910, quando Emil
Kraepelin propds homenagear o colega Alois Alzheimer (Kraepelin, 1915). O termo reflete as
observagdes pioneiras de Alzheimer, que a partir de 1901, acompanhou e documentou
detalhadamente o caso de Auguste Deter, uma paciente de 51 anos com sintomas progressivos
de degeneragdo cognitiva. Apds o Obito da paciente, o exame post-mortem revelou atrofia
difusa generalizada e alteragdes histologicas marcantes como o actimulo de placas
amiloides e emaranhados  neurofibrilares, que hoje sd3o reconhecidas como o0s
principais marcadores biologicos da DA (MOLLER, 1998). Em 1907, Alzheimer publicou o
primeiro relato cientifico dessa forma de deméncia pré-senil, descrevendo pela primeira vez as

anomalias nos emaranhados neurofibrilares (ALZHEIMER, 1907; Hippius; Neunddrfer, 2003).

A doenca de Alzheimer (DA), é uma das deméncias neurodegenerativas mais frequentes
associadas ao envelhecimento e corresponde a 60-70% dos casos. Sua prevaléncia aumenta
exponencialmente com a idade: abaixo de 1% entre individuos de 60 a 64 anos, duplica a cada 5
anos apods os 65 anos e atinge 30-50% das pessoas acima de 85 anos (Nichols et al., 2022). No
Brasil, o Global Burden of Disease (GBD) estimou 1,85 milhdo de casos de DA e outras
deméncias em 2019, com projecdes de triplicar at¢ 2050 (6,7 milhdes), um aumento superior
a200% (MINISTERIO DA SAUDE, 2024; NICHOLS et al., 2022). Globalmente, mais de 55
milhdes de pessoas vivem com deméncia atualmente, nimero que deve saltar para 78 milhoes
em 2030 e 139 milhdes em 2050, concentrando-se principalmente em paises de baixa e média
renda — onde ja residem 60% dos casos, percentual que alcancara 71% até 2050. O crescimento
mais acelerado ocorre em regides como Asia Meridional e Pacifico Ocidental, impulsionado
pelo envelhecimento populacional em paises como China e india (Nichols et al., 2022; WHO,

2025).

A DA ¢ uma doenca neurodegenerativa progressiva e irreversivel, em que ha
deterioragdo das fungdes cognitivas de modo superior ao que seria esperado pelo
envelhecimento normal. Ela € caracterizada pela perda progressiva de memoria e outras funcdes
cognitivas, além do desenvolvimento de disturbios comportamentais (Burns; Iliffe, 2009;

Knopman et al., 2021).

A progressdo clinica da DA divide-se em trés fases principais. Na fase inicial, observa-se
esquecimento € comprometimento cognitivo leve, alteracdes comportamentais sutis (como
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irritabilidade ou ansiedade) e tendéncia ao isolamento social. No estagio moderado, ha uma
perda significativa de memoria, confusdo mental, comprometimento das habilidades de
planejamento e raciocinio 16gico, além de manifestagdes como agressividade, agitacdo e
distarbios do sono. No estadgio grave, ocorre perda total da memoria, desorientagdo espago-
temporal, incapacidade de comunicagdo verbal e dependéncia completa de cuidadores para
atividades basicas. Com a evolucdo, surgem complicacdes motoras e disfagia, refor¢ando a

necessidade de cuidados paliativos especializados (Hussain et al., 2025).

Infelizmente, a detec¢do precoce da doenca de Alzheimer na pratica clinica enfrenta
desafios significativos, principalmente devido a dificuldade em diagnosticar a patologia com
precisdo e a tendéncia de pacientes e profissionais de saude atribuirem os sintomas iniciais ao
envelhecimento natural. Embora a doencga seja conhecida hd muito tempo, apenas nas ultimas
décadas ganhou maior atengdo cientifica, impulsionando avangos no entendimento de sua
evolugdo e no desenvolvimento de métodos terap€uticos. Apesar disso, a sequéncia exata das
alteragodes cerebrais que desencadeiam a doenca permanece desconhecida (Porsteinsson et al.,

2021).

1.2. Mecanismos Neuropatologicos e Alvos Terapéuticos na Doenca de Alzheimer

A DA consiste em uma disfun¢do sinaptica de origem multifatorial, resultante da
interacdo entre multiplos mecanismos patogénicos. Contudo, a origem desses mecanismos €
seu papel no comprometimento da funcionalidade e sobrevivéncia neuronal ainda ndo foram

completamente esclarecidos (Knopman et al., 2021).

Observagdes ao nivel microscopico permitiram identificar nas estruturas do lobo
temporal medial e areas corticais do cérebro, que as lesdes caracteristicas de DA sdo a
ocorréncia de placas senis (ou neuritica) e emaranhados neurofibrilares, juntamente com a
degeneracao dos neurdnios e das sinapses. Dentre os diversos mecanismos patogénicos que
estdo envolvidos nessas mudangas, os que possuem maior enfoque incluem a agregagao de
placas B-amiloide (Af) nas células nervosas ao longo de todo o cortex cerebral (Hardy, 2002;
Knopman et al., 2021), a presenga dos emaranhados neurofibrilares intracelulares associados a
hiperfosforilacao da proteina Tau (PTau), que ocorrem inicialmente no lobo temporal medial e
subsequentemente se estendem para as regides isocorticais dos lobos temporal, parietal e frontal
(Knopman et al., 2021), neuroinflamacdo das células gliais (Knezevic; Mizrahi, 2018), a
disfuncdo mitocondrial (Wu; Chen; Jiang, 2019) e colinérgica, além do envolvimento do

estresse oxidativo como agravante da perda sinaptica e morte neuronal (Zhao; Zhao, 2013;
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Huang; Mucke, 2012). No entanto nenhuma dessas hipoteses ¢ capaz de explicar de forma

independente as condigdes patologicas observadas na DA (Rajasekhar; Govindaraju, 2018).

1.2.1. Hipotese amiloide

A hipédtese da cascata amiloide € a teoria mais aceita e postula que a agregagdo dos
peptideo B-amiloide como placas senis no cérebro desencadeia a neurodegeneracdo observada
na DA, sendo um gatilho para varias outras vias patologicas intimamente associadas a doenga
(Rajasekhar; Govindaraju, 2018; Singh et al., 2022). As placas AP acumulam-se
predominantemente no cortex cerebral, hipocampo, cértex entorrinal e no estriado ventral, que
sd0 cruciais para a memoria e a cogni¢ao, ¢ ¢ gerado a partir da clivagem enzimatica sequencial
da proteina precursora de amiloide (PPA) (Cheignon et al., 2018; Rajasekhar; Govindaraju,
2018).

Em condicdes fisiologicas normais, a proteina precursora de amiloide (APP) ¢
processada pela a-secretase, que realiza uma clivagem nao amiloidogénica. Essa a¢do gera dois
fragmentos soltveis: APPsa (com fung¢do neuroprotetora) e aCTF (fragmento C-terminal).
Posteriormente, o aCTF ¢ clivado pela y-secretase, produzindo o peptideo p3 (ndo patogénico)
e 0 dominio intracelular da proteina precursora do amiloide (AICD). Esse mecanismo previne
a formacdao do peptideo P-amiloide (AP). Em condigdes patoldgicas, entretanto, o
processamento da APP ¢ desviado para a via amiloidogénica. Nesse caso, a -secretase cliva a
APP primeiro, gerando APPsB e BCTF. Em seguida, ay-secretase atua sobre o PCTF,
produzindo peptideos AP de diferentes tamanhos (27 a 43 aminodcidos). Apds a sintese, o AP
¢ secretado no espaco extracelular na forma de mondmeros. Devido a sua sequéncia hidrofobica
— especialmente no caso do APs2 —, esses monOmeros t€ém alta propensdo a agregar-se de
forma concentragdo-dependente. =~ Esse  processo  inicia-se com a  formagdo
de oligdmeros (estruturas pequenas e altamente toxicas) e progride para fibrilas
amiloides (estruturas alongadas e insoliveis), que compdem as placas senis (Figura 1) (Roy et
al., 2025).

Embora o AP4o seja o fragmento mais abundante, o APs> destaca-se por sua maior
hidrofobicidade e potencial amiloidogénico, sendo considerado o principal responsavel pela
formacgao das placas. Ambos os peptideos, contudo, podem agregar-se e contribuir para a génese
das estruturas fibrilares caracteristicas da doenca (Knopman et al., 2021; Rajasekhar;

Govindaraju, 2018; Roy et al., 2025; Singh et al., 2022).
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Figura 1. Formagao dos peptideos AP seguida do seu acimulo para formar placas insoluveis

de AP em cérebros portadores da DA (Adaptado de (Knopman et al., 2021)).

1.2.2. Hipotese da Proteina tau

A hipoétese da proteina Tau tem como base patoldgica a hiperfosforilagdo da proteina
Tau (PTau), que desencadeia a desintegracdo dos microtiibulos e a subsequente agregagao
intracelular da Tau hiperfosforilada, formando os emaranhados neurofibrilares (ENFs).

Em condi¢des fisiologicas, a proteina Tau estd associada aos microtibulos (sendo
classificada como uma proteina associada a microtubulos — MAP) e desempenha um papel
essencial na modulagdo da estabilidade dessas estruturas, principalmente nos microtubulos
axonais. As cinases que fosforilam a proteina Tau (PTau) atuam como reguladoras centrais de
sua funcdo bioldgica, dado que a Tau ¢ predominantemente localizada nos axonios neuronais,
onde sua fosforilagdo controlada € crucial para manter a integridade estrutural e funcional dos
neuronios.

Em portadores de DA, no entanto, observa-se uma hiperfosforilacio da Tau. Esse
processo leva a desestabilizacdo dos microtubulos, resultando na formacdo de filamentos
patologicos que se agregam no interior das células. Inicialmente, formam-se filamentos
helicoidais pareados (FHP), que evoluem para a formacdo dos ENFs no interior dos corpos
celulares neuronais. Esses agregados atuam como barreiras fisicas ao transporte axonal,
comprometendo a comunicagdo sindptica e contribuindo para a degeneracdo neuronal (Figura

2) (Ali et al., 2025; Soni et al., 2025).
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Figura 2. Hiperfosforilagao da proteina Tau que causa dissociagdo dos microtubulos, levando
a formacdo de filamentos helicoidais pareados que evoluem para a formar emaranhados

neurofibrilares.

1.2.3. Hipotese Colinérgica

A hipotese colinérgica postula que os déficits cognitivos surgem principalmente
da degeneragdo extensiva dos neurdnios colinérgicos no prosencéfalo basal, com destaque para
o nucleo basal de Meynert (NBM). Essa neurodegeneragao resulta em um declinio acentuado
da atividade da colina acetiltransferase (ChAT) em regides vitais para a cognicao, incluindo o
hipocampo, o cortex cerebral e as estruturas limbicas, comprometendo fun¢des como memoria,
aprendizagem e processamento cognitivo. Além disso, a disfuncdo colinérgica
desencadeia desregulagao da neurotransmissao glutamatérgica e
GABA¢érgica, comprometimento da modulacao cardiaca mediada pelo nervo vago e alteracdes
na regeneracao sindptica. A redu¢do da densidade dereceptores nicotinicos e
muscarinicos agrava a desregulacdo neuronal e acelera a progressao da doenca de Alzheimer

(DA)(Chen et al., 2022; Picciotto; Higley; Mineur, 2012; Soni et al., 2025).

A enzima colina-acetiltransferase (ChAT) catalisa a biossintese da acetilcolina (ACh),
combinando colina e acetil-CoA. Apos sua sintese, a ACh ¢ armazenada em vesiculas sindpticas

até sua liberacdo na fenda sindptica durante a transmissao neuronal. Apos a exocitose, a ACh
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pode se ligar a receptores colinérgicos no neurénio pos-sinaptico, desencadeando respostas
fisiologicas, ou ser degradada pela acetilcolinesterase (AChE) presente na fenda, resultando em
acetato e colina. A colina liberada ¢ recapturada pelo neurdnio pré-sinaptico por meio de um
transportador dependente de Na* nos terminais axonais, sendo reutilizada para sintese de novas

moléculas de ACh, fechando assim seu ciclo de reciclagem (Figura 3)(Chen et al., 2022).
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Figura 3. Representagdo do ciclo da acetilcolina nos neuronios.

Dessa forma, o desenvolvimento de uma abordagem terapéutica baseada em inibidores
da acetilcolinesterase ({AChE), que atuam bloqueando a enzima acetilcolinesterase (AChE) —
responsavel pela hidrolise da acetilcolina (ACh) na fenda sinaptica. Ao inibir a AChE, esses
farmacos aumentam a disponibilidade de ACh, restabelecendo assim a funcdo colinérgica

(Chen et al., 2022).

Apesar dahidrolise da acetilcolina  (ACh) ser mediada principalmente
pela acetilcolinesterase (AChE), a butirilcolinesterase (BChE) também ¢ capaz de degradar
esse neurotransmissor, embora em menor propor¢do. Produzida pelo figado e presente
principalmente no plasma sanguineo, a BChE desempenha um papel secundario no cérebro de
adultos saudaveis, onde a AChE responde por cerca de 80% da atividade das colinesterases
(ChE). No entanto, durante a progressao da doenca de Alzheimer (DA), observa-se que em
algumas regides cerebrais, até 90% da atividade da AChE ¢ perdida, enquanto os niveis de

atividade da BChE aumentam em até 105-165% do normal, tornando-se a principal enzima
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metabolica da ACh (Li et al., 2018). Essa inversdo sugere que a modulacao da BChE pode
representar uma abordagem terapéutica promissora para restaurar a fungdo colinérgica, em
estagios mais avancados da doenca, com potencial de oferecer beneficios sinérgicos e reduzir

efeitos colaterais periféricos (Do N. Goulart et al., 2021; Perry et al., 1978; Tok, 2025)

A AChE e BChE apresentam homologia estrutural de aproximadamente 65%,
compartilhando a presenca de uma regido periférica, denominada PAS, e outra composta pela
triade catalitica (Ser, His, Glu), conhecida com sitio catalitico (CAS), separados por um canal
com aproximadamente 20 A (De Boer et al., 2021; Peitzika; Pontiki, 2023). As diferencas entre
ambas residem na organiza¢do de subdominios dentro da cavidade catalitica, como o sitio de
ligagdo de acila, o sitio de ligacdo de colina e cavidade oxianion. A distingdo mais relevante
ocorre na cavidade de ligacao a acila, na qual os residuos aromaticos Phe295 e Phe297 presentes
na AChE sao substituidos pelos residuos alifaticos Leu286 e Val288 na BChE, tornando sua
cavidade mais ampla e capaz de acomodar substratos volumosos (Figura 4) (Brus et al., 2014;

Do N. Goulart et al., 2021; Li et al., 2018)

Ala227

Ser203

CAS Glu334

Figura 4. A) Representacdo da superficie do canal profundo da acetilcolinesterase humana
(hAChE) (PDB: 4EY4) e B) da butirilcolinesterase humana (ABChE) (PDB: 1P0I) (cinza). Os
residuos estao representados: no PAS (em verde); na triade catalitica (em magenta); na cavidade
oxianion (em laranja); no sitio de ligagdo a acila (em ciano); no sitio de ligagcdo de colina (em

amarelo) (Adaptado de (Do N. Goulart et al., 2021)).

A AChE ndo est4 envolvida apenas no controle dos niveis de acetilcolina (ACh), mas

também atua como cofator critico na agregagao do peptideo B-amiloide (Ap). A literatura relata



que a AChE induz alteragdes conformacionais e bioquimicas no AP, acelerando a
oligomerizacgao dos peptideos AP e a agregacdo de placas senis e formando complexos AChE-
AP que exibem neurotoxicidade significativamente maior comparada aos peptideos AP isolados
(Han; He, 2018; Li et al., 2018). Esse mecanismo esta intimamente ligado a regidao do PAS da
AChE, que possui alta similaridade estrutural com o fragmento ABis-40 (Mauri et al., 2014).
Diante disso, compostos iAChE com atividade mista, i.e. que atuem tanto no sitio catalitico
(CAS) quanto no PAS da AChE, emergem como candidatos promissores para o

desenvolvimento de ligantes multi-alvo direcionados (MTDLs) (Li et al., 2018).

1.2.4. Hipotese Glutamatérgica

A hipotese glutamatérgica propde que o desequilibrio na sinalizacdo do glutamato,
contribui para a excitotoxicidade e neurodegeneracio na DA. O glutamato (GLU) ¢ o
neurotransmissor excitatorio que exerce fungdes importantes para a cogni¢do e plasticidade
sinaptica, e ¢ mediado por diferentes classes de receptores de glutamato, como os ionotropicos,
incluindo os receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA) e 4cido a-amino-3-hidroxi-5-metil-4-
isoxazol-propionico (AMPA) e os metabotropicos (mGluRs) (Bukke et al., 2020; Puranik;
Song, 2024).

De acordo com a hipdtese, a desregulacdo inicia-se pela liberagdo excessiva de
glutamato por neurdnios danificados e a pela falha na recaptagdo por astrocitos, levando a um
acimulo de GLU na fenda sinédptica que superativa os receptores NMDA. Em condi¢des
normais, os receptores NMDA permitem a entrada controlada de calcio (Ca*?) apos
despolariza¢do neuronal. Na DA, ¢ observado a abertura cronica desses receptores, permitindo
um influxo excessivo de Ca?", que excede a capacidade de tamponamento celular. Esse excesso
ativa enzimas pro-apoptoticas e gera radicais livre (ROS), desencadeando excitotoxicidade,
dano oxidativo a componentes celulares e disfungao mitocondrial. Esses eventos culminam em
perda sindptica, morte neuronal e agravamento da patologia de AP e tau, estabelecendo um ciclo
vicioso de neurodegeneragdo e declinio cognitivo caracteristico da doenca (Abdallah, 2024;

Puranik; Song, 2024).

Uma estratégia terapéutica promissora envolve o uso de antagonistas do receptor

NMDA, que bloqueiam a ativagdo excessiva pelo glutamato sem interferir na sinalizagao



fisiologica. Ao inibir o receptor NMDA, se previne a superativagdo do sistema

glutamatérgico e, consequentemente, a excitotoxicidade observada na DA (Abdallah, 2024).

1.2.5. Hipotese da Neuroinflamacao

A neuroinflamagdo ¢ desencadeada pela resposta de células gliais dominantes no
sistema nervoso central (SNC), como a microglia e os astrocitos (Chen et al., 2025a). A
micréglia, em estado fisioldgico normal, desempenha um papel vital na ativagdo de mecanismos
reparadores para englobar patégenos, bem como células necréticas e detritos celulares. Estudos
demonstram que, na fase inicial da doenca de Alzheimer (DA), a micrdglia exerce um papel
protetor, fagocitando agregados de B-amiloide (AP) e reduzindo a formagdo de placas, o que
confere efeito neuroprotetor (Dominguez-Gortaire et al., 2025). Entretanto, com a progressao
da DA, a microglia entra em um estado de hiperativagdo cronica, liberando quantidades
excessivas de citocinas pré-inflamatorias (como IL-1B, IL-6, IL-8 e TNF-a), quimiocinas e
moléculas neurotoxicas, incluindo 6xido nitrico (NO) e espécies reativas de oxigénio (ERO).
Esses mediadores inflamatorios aumentam a lesao neuronal, promovem a disfungdo sinaptica e
amplificam as cascatas neurodegenerativas (Abbas et al., 2025; Chen et al., 2025a; Dominguez-

Gortaire et al., 2025).

Os astrocitos, que constituem a maioria das células gliais, desempenham uma variedade
de fungdes essenciais, como sustentagao dos neuronios, regulacao da barreira hematoencefalica,
controle das respostas imunes, equilibrio dos ions extracelulares e promoc¢ao da plasticidade
sinaptica. No sistema nervoso central (SNC), atuam como reguladores dos processos
inflamatorios, produzindo uma série de citocinas pro-inflamatorias e sendo importantes para a
fagocitose e remogdo de placas AP (Martin-Jiménez et al., 2017). Entretanto, sob condigdes de
estresse oxidativo, os astrocitos transitam para um estado reativo conhecido como astrogliose,
em que ¢ observado um acumulo de astrocitos em sitios de placas AP, o que intensifica a
liberacdo de reguladores pro-inflamatdrios, levando ao aumento das fungdes toxicas e causando

um prolongamento da neuroinflamagdo (Chen et al., 2025a).

Dessa forma, a neuroinflamacdo na DA, impulsionada pela interacdo
entre microglia e astrocitos, correlaciona-se diretamente com a agregacdo AP, a

hiperfosforilacao da tau e disfuncao sinaptica (Chen et al., 2025a).
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Figura 5. Papel dos astrocitos e microglias na neurodegeneracao da DA.

1.2.6. Hipotese do Estresse Oxidativo

O estresse oxidativo ¢ considerado um mecanismo-chave na patogénese da DA, uma vez
que pode ativar multiplas vias de sinalizag¢do celular que contribuem para a progressao inicial da
neurodegeneracdo. Estudos indicam que o desequilibrio entre a producdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e de nitrogénio (ERN) e a defesa antioxidante esta associado a danos
celulares precoces, como disfuncao mitocondrial, falhas no reparo do DNA, agregacao de beta-
amiloide (AP) e hiperfosforilacdo da proteina tau (Dominguez-Gortaire et al., 2025; Li et al.,
2018).

As EROs, moléculas altamente reativas derivadas do metabolismo do oxigénio, sdo
essenciais em processos fisioldgicos, como sinalizacdo celular e defesa contra patdgenos,
quando mantidas em homeostase (Sies, 2015). No entanto, seu acimulo descontrolado gera
estresse oxidativo, afetando principalmente os neurdnios, uma vez que o cérebro possui um
maior consumo de oxigénio em relagdo aos demais 6rgdos do corpo. Como consequéncia, observa-
se danos em lipidios, proteinas € DNA, comprometendo a fun¢do neuronal e desencadeando
morte celular (Dominguez-Gortaire et al., 2025). Desta forma, estratégias antioxidantes sio
investigadas visando reduzir danos, proteger neurdnios e obter efeitos neuroprotetores sendo

consideradas abordagens viaveis para o tratamento da DA (Li et al., 2018).
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1.2.7. Homeostase de metais

A hipdtese dos metais na DA baseia-se na instabilidade homeostatica de ions metélicos
(Cu, Fe, Zn e Al) observada no cérebro de portadores de DA. Esse desequilibrio nos ions
metalicos, seja por excesso ou insuficiéncia, contribui prejudicialmente nos mecanismos

patologicos de doencas neurodegenerativas (Rajasekhar; Govindaraju, 2018).

Altas concentracdes de biometais, como ferro (Fe), cobre (Cu) e zinco (Zn), no cérebro
promovem interagdes com a proteina beta-amiloide (AB), levando a formacao de agregados
toxicos. fons de Cu?* e Zn?* aceleram a agregacdo de peptideos AP, contribuindo para a
formagao de placas senis. Metais redox-ativos, como Fe e Cu, ligam-se a AP, formando
complexos (Cu-AP e Fe-A) que estabilizam oligdmeros neurotdxicos e participam diretamente
da geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), resultando em estresse oxidativo e morte
neuronal Além disso, a deposicdo de ferro estd correlacionada com agregados insoluveis da
proteina tau no giro temporal inferior, sugerindo seu papel na formag¢do de emaranhados

neurofibrilares (NFTs) (Abbas et al., 2025; Chen et al., 2025b).

Esses ions metalicos (Fe**, Cu*™*, Zn*") estimulam a producio de radicais livres,
oxidando lipidios, proteinas e DNA, e estdo associados tanto a agregacdo de AP quanto a
formag¢do de NFTs. Paralelamente, promovem neuroinflamacdo e ativam vias toxicas que
culminam em disfun¢do e morte celular. Embora os mecanismos precisos ainda sejam
investigados, o desenvolvimento de quelantes metélicos para reduzir a toxicidade neuronal

emerge como uma estratégia terapéutica promissora na DA (Chen et al., 2025b; Li et al., 2018).

1.2.8. Histamina H3zR

Localizados no hipotdlamo, no nucleo tuberomamilar (NTM), os neuronios
histaminérgicos servem como a principal fonte de sintese de histamina no cérebro (Szukiewicz,
2024). A histamina é um neurotransmissor e regulador imunoldgico essencial no sistema
nervoso central, atuando por meio de quatro subtipos (HiR, H2R, H3sR e H4R) de receptores
acoplados a proteina G (GPCRs). Enquanto os receptores HiR, H2R e H4R estdo associados a
respostas alérgicas, secrecao gastrica e imunoldgicas/ inflamatdrias respectivamente, o receptor
Hs (H3R) possui fungdes criticas na modulagdo cognitiva e neuroinflamatéria (Nieto-Alamilla

et al., 2016; Thomas et al., 2024).
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O H3R estd localizado principalmente em neurdnios pré-sindpticos, onde atua
como autorreceptor,  inibindo a  sintese e  liberacdlo de  histamina, e
como heterorreceptor regulando a liberacdo de neurotransmissores como dopamina,
acetilcolina, GABA, serotonina e norepinefrina (Figura 6A). Sua ativagao inibe a adenilato
ciclase, reduzindo os niveis de adenosina monofosfato ciclico ((CAMP) e suprimindo vias de
sinalizacdo dependentes, como a ativagdo da proteina cinase A (PKA) e a transcricdo de genes
mediada pela proteina de ligagao ao elemento responsivo ao cAMP (CREB). Além disso, o H;R
regula efetores como MAPKSs e PI3K/AKT/GSK-3p, vias criticas para a sobrevivéncia
neuronal € modulagdo inflamatoria. Adicionalmente, o H3R inibe o trocador Na'/H" (NHE),
regulando pH intracelular e Ca**, modulando homeostase idnica e excitabilidade neuronal

(Figura 6B) (Szukiewicz, 2024; Thomas et al., 2024).

Em contraste, antagonistas ou agonistas inversos do H3R elevam a liberagdo de
histamina, amplificando a neurotransmissao ¢ a plasticidade sinaptica. Além disso, reduzem a
neuroinflamag¢do ao inibir a ativagdo da micréglia no estado pro-inflamatdrio, suprimindo a
liberagdo de citocinas e estimulando a polarizagdo para o fenotipo anti-inflamatorio. Essas
propriedades destacam o H3zR como um alvo farmacoldgico promissor para doengas com
déficits cognitivos e neuroinflamatdrios, como a DA (Szukiewicz, 2024; Thomas et al., 2024;

Zhao et al., 2024).
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Figura 6. A) Receptores H3 funcionando como auto e heterorreceptores. B) Vias de sinalizagao

associadas ao H3R (Adaptado de (Thomas et al., 2024)).
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1.2.9. Monoamino Oxidase B (MAO-B)

As monoamina oxidase (MAQ) sdo enzimas mitocondriais que contém dinucleotideos
de flavina adenina (FAD) responsaveis por catalisar a desaminac¢ao oxidativa de monoaminas
e outras proteinas, desempenhando um papel critico no metabolismo dos neurotransmissores
(Lietal., 2018; Soni et al., 2025). A MAO ¢ classificada em duas isoformas, MAO-A e MAO-
B, de acordo com a especificidade do substrato e a sensibilidade ao inibidor. A MAO-A se
caracteriza por ter maior especificidade por serotonina (5-HT), norepinefrina e epinefrina. No
cérebro a MAO-A estd predominantemente localizada em neurdnios catecolaminérgicos e em
tecidos periféricos humanos e ¢ predominantemente expressa na placenta e fibroblastos. Além
disso, estd envolvida na patogénese e no progresso de doengas neuropsiquiatricas (Naoi et al.,

2025).

Ja a MAO-B esta presente em neurdnios serotoninérgicos e histaminérgicos e células
gliais, e em tecido como plaquetas e linfécitos (Naoi et al., 2025). Além disso a MAO-B, ¢ a
enzima responsdvel pela degradacio da dopamina, regulando a neurotransmissdao
dopaminérgica, essencial para fungdes motoras, cognitivas e de recompensa (Figura 7A). Na
Doenga de Alzheimer (DA), sua atividade elevada em células gliais e neuronios reduz a
disponibilidade de dopamina, prejudicando a sinalizagdo sinaptica e exacerbando déficits
motores e cognitivos, paralelos aos observados na Doenga de Parkinson. Além disso, a MAO-
B gera perdxido de hidrogénio (H202) durante o metabolismo da dopamina, produzindo
espécies reativas de oxigénio (ROS) que induzem estresse oxidativo, danificam componentes
celulares (lipidios, proteinas e DNA), desestabilizando a homeostase celular e ativando células
gliais (como astrécitos e microglias), que liberam citocinas pro-inflamatérias. Essas citocinas
regulam positivamente a expressdo da MAO-B, amplificando sua atividade enzimatica (Figura

7B) (Oyovwi et al., 2025).

Dessa forma, estratégias terapéuticas focadas na inibicao seletiva da MAO-B, visam
restaurar o equilibrio dopaminérgico, reduzir ROS e interromper a cascata inflamatoria,

oferecendo potencial neuroprotetor contra os mecanismos centrais da DA (Oyovwi et al., 2025).
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1.3. Terapias para a Doenca de Alzheimer

Nas ultimas décadas, observou-se um aumento significativo nos estudos sobre a
patologia da doenga de Alzheimer, tanto na identificacdo de alvos terapéuticos quanto no
desenvolvimento de farmacos. A complexidade desta doenga torna o desenvolvimento de
terapias um grande desafio. Além da incerteza sobre seus mecanismos patoldgicos, sua
progressdo lenta torna os ensaios clinicos demorados, exigindo abordagens especificas para
cada estagio e seguranga em tratamentos de longo prazo. Além disso, somam-se os desafios de

integrar multiplos alvos moleculares e validar biomarcadores precisos (Abdallah, 2024).

Por muitas décadas as terapias disponiveis para o tratamento da doenca de Alzheimer
eram apenas terapias sintomaticas, ou seja, terapias capazes de aliviar os sintomas de uma
doenca, sem necessariamente tratar ou erradicar a causa. Entretanto houve progresso recente no

desenvolvimento e aprovagao de terapias modificadoras da doenga (TMDs).

1.3.1. Terapias sintomaticas da doen¢a

Ao longo de décadas, poucos farmacos receberam a aprovagdo pelo Food and Drug
Administration (FDA) para tratar os sintomas cognitivos da DA. A Tacrina (1), foi o primeiro

inibidor da colinesterase aprovado pela FDA em 1993 para o tratamento da DA, entretanto, foi
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retirado do mercado em 2013 por apresentar a alta hepatoxicidade, sendo substituida pelos
farmacos rivastigmina (2), donepezila (3) e galantamina (4). A rivastigmina (2) ¢ um inibidor
nao-competitivo pseudoirreversivel e nao seletivo, de modo que inibe com afinidades muito
semelhantes tanto a AChE quanto a BChE, ja a donepezila (3) e galantamina (4) sao inibidores

reversiveis e seletivos de AChE, mas ainda possuem efeitos adversos associados (Figura 8).

Esta classe ¢ reconhecida por atuar apenas de forma paliativa, melhorando a
neurotransmissao colinérgica pelo aumento da disponibilidade de ACh pela inibi¢ao da AChE,

mas sem impedir a progressao da doenca (Abdallah, 2024; Ferri et al., 2005).

O outro farmaco utilizado ¢ a memantina (5), um derivado da adamantina, que foi
aprovado para uso clinico em 2003 como um antagonista de N-metil D-aspartato (NMDA) e ¢
prescrito principalmente para estdgios mais avangados da doenga, podendo ser usada sozinha

ou em combinagdo com a donepezila (3) (Figura 8).
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Figura 8. Farmacos inibidores colinesterasicos (1-4) e inibidor do receptor NMDA (5)

aprovados pela FDA para o tratamento dos sintomas cognitivos da DA.

A abordagem terapéutica da memantina (5) segue a hipotese glutamatérgica e age
inibindo os receptores NMDA reduzindo o influxo de ions de calcio nos neurdnios, de modo
que impede a ativacao de eventos intracelulares toxicos. Ela melhora a capacidade cognitiva e

disturbios comportamentais, mas sem modificar a doenca (Abdallah, 2024).

Além do tratamento dos sintomas cognitivos, os sintomas comportamentais e
psicolégicos da deméncia (BPSD) — como agitagdo, agressividade, alucinagdes, depressao ou

15



ansiedade — também sdo frequentemente abordados, embora com extrema cautela, devido aos
riscos associados em pacientes idosos (Lee et al., 2025; Murphy; Golden; Tampi, 2025).
Recentemente, o brexpiprazol (6) tornou-se o primeiro farmaco aprovado pela FDA para o
tratamento da agitacdo associada a doenca de Alzheimer (Figura 9) (Commissioner, 2024).
Outras opgdes terapéuticas utilizadas para BPSD, ainda que ndo aprovadas oficialmente pela
FDA incluem outros antipsicoticos, antidepressivos, particularmente inibidores seletivos da
recaptacao da serotonina (ISRS), e baixas doses de trazodona, inibidores da colinesterase (1-4)
e memantina (5). No entanto, esses tratamentos apresentam eficidcia apenas modesta no
controle dos sintomas comportamentais e psicoldgicos, reforcando a necessidade de

monitoramento rigoroso ¢ abordagens multidisciplinares (Murphy; Golden; Tampi, 2025).

Brexpiprazol (6)

Figura 9. Farmaco Brexpiprazol (6) usado para o tratamento da agitacdo na DA.

1.3.2. Terapias modificadoras da doenca

Por décadas, ndao houve terapias modificadoras da doenga (TMDs) aprovadas pelo FDA
para a doenga de Alzheimer. Esse cenario mudou em 2021, com a aprovacdo do aducanumabe
(Aduhelm®), o primeiro anticorpo monoclonal anti-amiloide. Essa nova classe de
medicamentos tem como alvo a remocao de placas de beta-amiloide (Af), marcando o inicio
das TMDs para a DA. O aducanumabe recebeu aprovagao acelerada pelo FDA, baseado em
resultados satisfatorios na fase II dos ensaios clinicos, € em dados reanalisados de dois estudos
de fase III inconclusivos. A decis@o, que ignorou a recomendacdo contraria do comité
consultivo da FDA, foi bastante criticada e gerou debates entre os cientistas (Abdallah, 2024;

Liu et al., 2024).

O Aducanumabe, um anticorpo monoclonal recombinante, ¢ descrito como capaz de
interagir com os agregados de AP e os marcar para remoc¢ao microglial, retardando o declinio

cognitivo em pacientes com DA leve. Entretanto, além da falta de evidéncias solidas de sua
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eficécia clinica, demonstra efeito colateral significante, como risco de edema cerebral (ARIA-

E) em 35% dos casos (Abdallah, 2024; Ameen et al., 2025; Yang; Abd-Elrahman, 2025).

Em janeiro de 2023, o farmaco lecanemabe (Leqembi®) também recebeu aprovacao
acelerada pela FDA, e apds investigacao mais aprofundada, recebeu a aprovacao tradicional da
FDA em julho de 2023 para o tratamento da DA em estagio inicial. O lecanemabe, um anticorpo
monoclonal anti-Af, apresenta uma estratégia direcionada ao interagir preferencialmente com
oligomeros soluveis de AP e agregados fibrilares, reduzindo a carga neurotdxica nas formas de
AP (Abdallah, 2024; Ameen et al., 2025). Como efeitos colaterais foram observados risco de
edema cerebral (ARIA-E) em 12,6 % dos casos e risco de micro-hemorragias (ARIA-H) em
17,3% dos casos. Esses efeitos sdo mais comuns em portadores do gene APOE €4. A maioria
dos casos ¢ leve, mas exige monitoramento por ressonancia magnética (Ameen et al., 2025).

Recentemente, em julho de 2024, houve a aprovagio do donanemabe (Kisunla™), um
anticorpo monoclonal, que se liga especificamente a regido N-terminal do piroglutamato da A}
(N3pE), presente principalmente em placas amiloides. Ele promove a remoc¢ao das placas
amiloides e redugdo das formas toxicas de A, incluindo agregados soluveis e insoluveis. Como
efeito colateral foram observados risco de edema cerebral (ARIA-E) em 26 % dos

casos (Ameen et al., 2025; Kim et al., 2025).

1.3.3. Candidatos a Farmacos em Fases clinicas

Muitos candidatos a farmacos se encontram em fases clinicas do processo de
desenvolvimento de medicamentos para a DA. Os dados de registro desses ensaios clinicos
podem ser encontrados no clinicaltrials.gov, mantido pela Biblioteca Nacional de Medicina dos
Institutos Nacionais de Saude (NIH) dos EUA. Esses dados sdao diariamente transferidos para o
Observatorio de Ensaios Clinicos para andlise e interpretacdo e disponibilizados em
Alzpipeline.com, cujo banco de dados abrange todos os ensaios clinicos intervencionistas sobre
a Doenca de Alzheimer e deméncias relacionadas, garantindo andlise sistemdtica e atualizada
do panorama de pesquisa global (AlzPipeline, 2025; ClinicalTrials, 2025; Cummings et al.,
2024).

Dados obtidos em maio de 2025, contabilizam 175 ensaios clinicos para DA avaliando
138 candidatos a farmacos. Isso incluiu 52 ensaios testando 36 candidatos a farmacos na Fase
III; 89 ensaios avaliando 82 candidatos a farmacos na Fase II; e 34 ensaios testando 33

candidatos a farmacos na Fase I (Figura 10) (AlzPipeline, 2025).
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Figura 10. Numero de candidatos a fArmacos em cada fase do processo de desenvolvimentos

de medicamentos para a doencga de Alzheimer (Adaptado de (AlzPipeline, 2025)).

A maioria dos candidatos a farmacos em desenvolvimento para DA sao TMDs. No total,
ha 133 TMDs, representando 76% dos compostos em ensaios clinicos, dos quais 71 sdo
pequenas moléculas e 62 bioldgicas. Além disso, 22 candidatos a farmacos (12,6%) tém como
objetivo o aprimoramento cognitivo, ¢ 19 farmacos (11%) s3o tratamentos propostos para

sintomas neuropsiquiatricos (Figura 11).
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Figura 11. Numero de candidatos a farmacos classificados por finalidade terapéutica em cada
fase do processo de desenvolvimento de medicamentos para a doenga de Alzheimer (Adaptado

de (AlzPipeline, 2025)).

De modo geral, observa-se que varios ensaios clinicos com anticorpos monoclonais anti-
amiloide estdio em andamento. Recentemente, foi concluido o ensaio de fase III
do solanezumabe (NCT04623242), que falhou ao ndo demonstrar eficacia em retardar o
declinio cognitivo. Paralelamente, a fase III do gantenerumabe (NCT06424236) foi
interrompida pela Roche, apds vérios estudos, apesar de ter mostrado maior eficécia na redugao
de placas amiloides. Isso porque o candidato a farmaco enfrentou desafios significativos, como
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a alta incidéncia de ARIA e baixa penetragdo na barreira hematoencefalica (BBB). Como
alternativa, a empresa esta desenvolvendo uma nova versao, o trontinemabe, que visa melhorar
a permeabilidade cerebral. Quanto ao remternetuge (NCT06653153), o recrutamento para a
fase III esta em curso, com previsao de conclusdo para 2030 (Cummings et al., 2024; Kim et

al., 2025; Tipton, 2024).

Ainda sobre modificadores da doenga de origem bioldgica, temos o bepranemab
(NCT04867616), um anticorpo monoclonal IgG4 que tem como alvo a regido central da
proteina tau. Os ensaios de fase II estdo em andamento, com previsdo de conclusdo para 2028

(Cummings et al., 2024).

Voltado para neuroprotetores e potenciadores cognitivos, temos o buntanetap (7)
(NCT06709014) atualmente em fase de recrutamento para ensaios de fase III para avaliagdo de
eficacia e seguranga em pacientes com doenca de Alzheimer leve a moderada. Trata-se de
um inibidor da traducdo de proteinas neurotdxicas, incluindo APP, tau e a-sinucleina (Figura

12) (Fang et al., 2023; Huang et al., 2023).

Outro exemplo ¢ o inibidor seletivo da fosfodiesterase 5 (PDES), o AR-1001 (8)
(NCTO05531526), da farmacéutica Polaris, que esta com os ensaios clinicos de fase III em
andamento, com previsdo de conclusdo em 2027. AR-1001 atua impedindo a hidrélise da
guanosina 3',5'-monofosfato ciclico (¢cGMP), que leva a ativacdo da proteina cinase G e no
aumento da fosforilacdo da proteina de ligagdo responsiva ao AMPc (CREB) em Serl33

(Huang et al., 2023).

Também em destaque o inibidor de tirosina cinase (TKI) nilotinibe (9) (NCT05143528)
estd em estudos de fase III para investigar a seguranga e a eficacia em individuos com DA
precoce. O Nilotinibe (9) atua por meio da inibi¢ao das tirosina quinases ABL e receptores de
discoidina (DDR1/2), modulando respostas celulares e removendo proteinas toxicas como a 3-

amiloide e a tau fosforilada (Figura 12) (Huang et al., 2023; Tocci et al., 2025).

Além disso, a metformina (10) (NCT04098666), um medicamento antidiabético
comumente prescrito, esta em fase III de ensaios clinicos para o tratamento da DA, com
conclusao prevista para 2026. A metformina (10) vem demonstrando melhorar a cognicao ou o
humor em muitos disturbios neuroldgicos e resultados preliminares apontam recordagdo total
do teste de lembranca seletiva livre e com indicacao aos 24 meses (Huang et al., 2023; Li; Zhou;

Fei, 2022).
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Figura 12. Farmacos neuroprotetores e potenciadores cognitivos em ensaio clinico para o

tratamento da DA.

Atualmente, nenhum novo inibidor colinesterasico se encontra em ensaios clinicos. Um
dos ultimos exemplo foi o ladostigil (11) (NCT01429623), um inibidor multialvo que atuava
inibindo as enzimas MAO-B e AChE simultaneamente, além de demonstrar efeito antioxidante.
Ladostigil (11) foi avaliado em ensaio clinicos de fase II/III, mas falhou por falta de eficacia
clinica, sendo descontinuado (Zarini-Gakiye et al., 2020). Ladostigil (11) ¢ um derivado da
rasagilina (12), firmaco inibidor da MAO-B usado no Parkinson, com um grupo carbamato
similar ao da rivastigmina (2), firmaco inibidor da colinesterase usado no Alzheimer (Youdim,
2013). A rasagilina (12) também j& foi avaliado em ensaios clinicos para a doenca de
Alzheimer, com conclusdao de estudos de fase II em 2019, mostrando efeito favoravel.

Entretanto, nenhum estudo de fase III foi iniciado ainda (Figura 13) (Matthews et al., 2020).

| HN\\ HN\\
Ladostigil (11) \\ Rasagilina (12)\\

Figura 13. Farmacos que foram investigados em ensaio clinico para o tratamento da DA.

1.4. Compostos Multialvos

Estratégias de design racional de ligantes direcionados a multiplos alvos (MTDLs — do
inglés Multi-Target Directed Ligands) baseiam-se na combina¢do de duas ou mais estruturas
moleculares com propriedades j& estabelecidas, em uma unica entidade molecular. Essa
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abordagem traz muitos beneficios no tratamento de doencas complexas, como DA, nas quais
multiplas vias e mecanismos contribuem para a progressdo da doenca, além de reduzir efeitos
colaterais associados a terapias combinadas e sinergia terapéutica ((Jeremic; Jiménez-Diaz;

Navarro-Lopez, 2021; Yoo et al., 2025).

A combinacdo entre as unidades farmacoféricas pode ser realizada através de trés
abordagens principais: ligagdo, fusdo ou conjugacdo. Na abordagem da ligacao as estruturas
originais sdo conectadas por meio de um espacador, na abordagem por fusdao temos a uniao
direta entre os nucleos e na abordagem por conjugagdo temos a mesclagem dos componentes
funcionais, preservando caracteristicas estruturais essenciais para a atividade (Ogos; Stary;

Bajda, 2024; Yoo et al., 2025).
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Figura 14. Estratégia de design para ligantes direcionados a multiplos alvos (Adaptado de (Yoo

et al., 2025)).

Atualmente, diversas estratégias envolvendo ligantes multialvo (MTDLs) combinam a
inibicao das colinesterases (ChEs) com outros mecanismos de acao. Na literatura, sdo descritos
compostos inibidores da AChE que atuam de forma dual ou multialvo, integrando propriedades
como quelagdo de metais, inibi¢do da agregacao de B-amiloide (A), bloqueio da BACE-1 (B-
secretase), modulagdo da MAO-B, inibicdo de PDE, moduladores de H3R, além de

atividades antioxidantes e anti-inflamatorias, entre outras. (Azam; Naseer; Rochais, 2025).

Na busca por MTDLs, Kumar e colaboradores otimizaram uma cromona — estrutura de
importancia medicinal e considerada um farmacéforo para MAO-B, com a inser¢do da
pirrolidina, farmac6foro da AChE. O resultado foi o derivado de cromona (13), que exibe acao

dual por meio da inibigdo simultanea de AChE e MAO-B (Figura 15) (Kumar et al., 2024).
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Do mesmo modo, Yang et al reportou a obteng@o da 4-hidrocumarina substituida com
dimetilaminopropil (14) (Figura 15) com atividade inibitéria significativa frente AChE,
agregacdo autoinduzida e induzida por Cu?" de APi42 e capacidade quelante de metais,

quelando seletivamente ions Cu?*, AI**, Fe*", Fe’", e Zn>" (Yang et al., 2022).

Outro exemplo ¢ o hibrido de quinolina-piridina (15) (Figura 15) com potente atividade
de AChE, inibindo também a BChE e agregacdo de Ai-42, além de demonstrar efeitos anti-

inflamatoérios significativos (Czarnecka et al., 2018).

Assim como a quinolina e a cumarina, a quinazolina também ocupa um lugar Gnico na
quimica heterociclica e medicinal, com diversas aplicagdes bioldogicas. Mohamed et al.
sintetizaram os derivados de quinazolina 16 e 17 (Figura 15), sendo 16 um inibidor duplo de
colinesterases (ChEs), além de prevenir a agregagao de ABso. Ja 17 ¢ inibidor seletivo da AChE,
potente inibidor da agregacdo de AP4o e também apresentou boa atividade antioxidante

(Mohamed; Rao, 2017).
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Figura 15. Ligantes direcionados a multiplos alvos da DA
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Outro estudo para o desenvolvimento de MTDLs realizado por Manzoor e
colaboradores, identificaram um hibrido de quinolinona (18) (Figura 15) como inibidor dual
da AChE e da agregagao de AP, exibindo efeito neuroprotetor e eficaz capacidade antioxidante

(Manzoor et al., 2024).

Vale destacar ainda o trabalho desenvolvido por Malek e colaboradores, que
propuseram o MTDLs 1,4-di-hidropiridina-piperidina (19), derivada da 4-di-hidropiridina
(1,4-DHP) (20) — um antagonista de canais de calcio bem estabelecido —, conjugada
ao pitolisante (21), antagonista H3R, por meio de uma cadeia espacadora (Figura 16). Esse
composto demonstrou atividade notdvel como bloqueador de canais de Ca’’, além de alta
afinidade pelo #H3R. Adicionalmente, apresentou inibicao seletiva da #BChE, propriedades
antioxidantes e potencial para atenuar déficits cognitivos induzidos por lipopolissacarideos em

modelos experimentais (Malek et al., 2019).

o™
()
o N

4-di-hidropiridina (1,4-DHP) (20) o

o O AChE: Clsg = 22,5 uM

/@ - BChE: Clag = 7,83 uM
Cl hH3R: Ki = 565 nM

pitolisante (21) Antioxidante: Clgg = 3,6 uM

Figura 16. Planejamento das 1,4-di-idropiridina-piperidina (19).

Por fim, vale mencionar o trabalho desenvolvido por Sousa e colaboradores, que
propuseram uma série de MTDL com tiossemicarbazona-acridina. O composto 22 demonstrou
inibicao das colinesterases, além de propriedade antioxidantes relevante e capacidade quelante
de metais, especificamente para os ions Cu**, Fe** e Zn?". Adicionalmente, esse derivado exibiu
propriedades neuroprotetivas in vitro e reverteu o comprometimento cognitivo induzido por

escopolamina in vivo, sem afetar a atividade locomotora em camundongos (Silva Sousa et al.,

2025).
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Figura 17. Tiossemicarbazona-acridina (22) como MTDL para DA.

Os exemplos supracitados demonstram a versatilidade e o notavel potencial da estratégia de
MTDLs no desenho de novas terapias para a DA. A partir de diferentes nucleos heterociclicos,
¢ possivel integrar multiplos farmaco6foros que atuam em alvos distintos e complementares da
patologia. Evidencia-se, portanto, a importincia de conjugar, em uma tnica molécula, um efeito
sintomdtico com uma ou mais agdes modificadoras da doenca. Esta abordagem hibrida, que
busca simultaneamente aliviar os sintomas e interferir na progressao da doenca, representa uma
das fronteiras mais promissoras no campo, servindo como o fundamento racional para o

desenvolvimento continuo de novos e mais eficazes agentes terapéuticos.

1.4.1. Estratégias Multialvo com Cumarinas: Contribuicdes do
Acervo LadMol-QM

Isoladas em 1820 por Vogel a partir do Coumarouna odorata, as cumarinas sao lactonas do
acido orto-hidroxi-cindmico e sao amplamente investigadas devido a grande gama de atividades
farmacoldgicas relevantes demonstradas, tais como: anti-inflamatdria, antioxidante,
antimicrobiana, anticoagulante, anti-HIV, anti-Alzheimer, antitubercular, anti-influenza e
antidiabética. Adicionalmente, seu sistema m conjugado confere intensa fluorescéncia,
permitindo aplicacbes como sondas biomoleculares, corantes e biomarcadores. Essas
propriedades impulsionaram o desenvolvimento de sinteses otimizadas (Perkin, Pechmann,
Knoevenagel) com técnicas modernas (micro-ondas, ultrassom) para derivados bioativos
(Pereira et al., 2018).

Considerando os alvos moleculares associados a DA, as cumarinas estabelecem-se como
agentes multifuncionais com atividades farmacoldgicas documentadas: inibicdo
de colinesterases (AChE/BChE), supressao da agregacao de placas B-amiloide (Ap), inibigdo
da BACE-1, bloqueio da MAO-B, inibicdo da GSK-3f e quelagdao de metais (De Souza et al.,
2019b; Fayyaz et al., 2024; Liu et al., 2022; Rodrigues et al., 2020; Yang et al., 2022).
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Baseando-se nesse potencial, nosso grupo desenvolveu derivados alquilamino-cumarinicos
(24) planejados a partir do ntcleo alquilamino-indanona (23) — que demonstrou inibi¢ao
seletiva mista da AChE e da agregacao de placas AP. A estratégia envolveu a troca do nticleo
indanonico (23) pela cumarina via isosterismo nao classico (expansdo do anel), mantendo o
grupo alquilamino ciclico responsavel pela interagdo com o sitio catalitico (CAS) da AChE. Os
derivados alquilamino-cumarinicos (24) demonstraram inibi¢ao potente e seletiva, com valores
de Clso de até 20 nM sobre a AChE e seletividades de até 354 vezes sobre a butirilcolinesterase
(BChE), além de propriedades antioxidantes (Figura 18) (De Souza et al., 2019).

Essa classe de compostos serviu como prototipo para novos projetos, originando os
derivados 3-(1,2,3-triazol)-cumarinicos (25). Nesta segunda geragao, realizou-se a substitui¢ao
bioisostérica do anel aromatico pelo grupamento 1,2,3-triazol — estratégia classica visando
otimizar as interacdes com o sitio periférico (PAS) da AChE. Como resultado, os andlogos
triazolicos exibiram inibi¢do de Clso de até 50 nM sobre a AChE e seletividades de até 173
vezes sobre a butirilcolinesterase (BChE), validando o potencial do nucleo cumarinico

modificado para o direcionamento dual CAS/PAS (Figura 18) (Nadur, 2020).
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Figura 18. Planejamento dos compostos cumarinicos (24 e 25a) do LadMol-QM.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais
Esse trabalho tem como objetivos o planejamento, a sintese e avaliacdo farmacologica
de uma série de benzil-1,2,3-triazolil-cumarinas e de heterociclos miméticos de cumarinas
como possiveis agentes inibidores multialvos da enzima AChE e modulagao de receptor de
histamina H3; e MAO-B, capazes de atuarem inibindo simultaneamente alvos que contribuem

para a instalacdo e manutencao da DA.

2.2. Objetivos especificos

e Sintese dos compostos contendo os benzil-1,2,3-triazois e os heterociclos miméticos de
cumarinas propostos nas Figura 20 e Figura 21;

e Caracterizacdo dos compostos sintetizados através dos métodos espectroscopicos de
RMN 'He "C.

e Investigacdo da inibi¢do enzimatica das colinesterases ¢ modo de agdo pelos compostos;

e Investigagdo da inibicdo enzimatica dos compostos (A-C) frente a H3R;

e Investigacdo da inibicdo enzimatica dos compostos (A-C) frente a MAO-A e MAO-B;

e Investigacdo por métodos tedricos de modelagem molecular do perfil de interacdo dos
compostos (A-C) com a AChE, BChE, H3;R, MAO-A e MAO-B, a fim de auxiliar no
desenvolvimento de novas séries de ligantes mais potentes e seletivos;

e Avaliacao de neurotoxicidade e de protegdao neuronal.

2.3. Planejamento Estrutural

Recentemente, nosso grupo de trabalho (LaDMol-QM) descreveu duas classes de
cumarinas (24 e¢ 25a-b) que possuiam atividade inibitéria mista, atuando no CAS e PAS ao
mesmo tempo, com valores de Clso de até 20 nM sobre a AChE e seletividades de até 354 vezes
sobre a butirilcolinesterase (BChE) (De Souza et al., 2019; Nadur, 2020). Estes estudos nos
levaram a compreender os requisitos necessarios para essa inibi¢ao: a) uma ligagdo cation-n
entre a piperidina da cadeia lateral das cumarinas e o Trp86 da AChE; b) uma ligacao de H
entre o oxigénio da cumarina e a Tyr337; c¢) espagamento em torno de 2 metilenos entre o
nitrogénio da piperidina e o oxigénio da cumarina; d) uma ligacdo de H entre o oxigénio da
carboxila da cumarina e a cadeia peptidica da Phe295; e) a presenga de substituintes aromaticos

na posicao 3 da cumarina para interagdes hidrofobicas adicionais no PAS (Figura 19A). Estes
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dados foram obtidos por comparagdes entre dados experimentais e tedricos obtidos por

modelagem molecular e nos permitiram montar o mapa farmacoférico exposto na Figura 19B.
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Figura 19. A) Interagdes da cumarina (25a) com a AChE (Nadur, 2020). B) Mapa

farmacoforico das interagdes entre cumarinas ¢ AChE.

Desta forma, foi inicialmente proposta a otimizagao da série de 1,2,3-triazolil-cumarinas
(25) frente a AChE, langando mao da estratégia de homologacado, levando ao planejamento de
novos derivados benzilicos (A), a fim de avaliar a influéncia do maior grau de liberdade da

fenila e seus substituintes nas interacdes com o sitio periférico (PAS).
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Figura 20. Derivatiza¢des propostas para a série triazol-cumarinas (A). *(Nadur, 2020)

O sucesso demonstrado pelas cumarinas em nossas pesquisas valida este nucleo como
um protdtipo promissor. Apesar disso, nosso grupo busca continuamente otimizar potenciais
candidatos terapéuticos. Neste contexto, exploramos a transposicdo do farmacéforo das
cumarinas para nucleos que possam mimetizd-las do ponto de vista de interagdes com o
biorreceptor, visando gerar scaffolds inéditos.

Com este objetivo, este projeto langa mao do mapa farmacofoérico exposto na Figura
19B visando aplicacdo de estratégias de bioisosterismo classico e de bioisosterismo nao

classico, buscando a identificacdo de compostos estruturalmente diversos que sao semelhantes
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com relagdo a um protdtipo em espaco quimico e atividade bioldgica (Figura 21). Dessa forma,
por meio de uma troca bioisostérica O—N no oxigénio lactonico, propds-se o nucleo da fenil-
quinolin-2(1H)-ona (B). Subsequentemente, mediante bioisosterismo nao cléssico,

propuseram-se: a) abertura do anel da quinolin-2(1H)-ona, seguida por b) ciclizagdo para

~

proposta do nticleo da fenil-2-aminoquinazolina (C).
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Figura 21. Planejamento dos novos heterociclos miméticos (B-C) das cumarinas. Os principais

pontos de interagao de 24 com a AChE estdo marcados em azul, assim como nas estruturas

propostas.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. SERIE A

3.1.1. Planejamento sintético dos compostos

A sintese da série de compostos (26a-j) foi planejada com base na anélise retrossintética
detalhada no Esquema 1.

Inicialmente, por meio de uma desconexao C-N (etapa a), foram identificados a
piperidina (28) e as 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarinicos (27a-j)
como precursores, mediante uma reagdo de substitui¢do nucleofilica bimolecular (Sn2).

Por meio de duas desconexdes C-N (etapa b), foi verificado que os compostos
triazolicos (27a-j) poderiam ser obtidos por meio da estratégia de sintese convergente, onde
dois “blocos” moleculares sdo sintetizados de forma linear e, posteriormente, unidos em um
meio reacional. (SMITH, 2016). Os precursores identificados foram as benzil azidas (30a-i) e
os compostos 3-etenil-7-bromoalcoxi-cumarinas (29a-b), utilizando uma reagao de cicloadi¢ao
1,3-dipolar de Huisgen, alcino-azida, catalisada por cobre(I) (CuAAC).

Deste modo, os benzaldeidos (33a-h) foram identificados como precursores das benzil
azidas (30a-i) por meio de trés etapas de interconversdo de grupo funcional: reducdo dos
benzaldeidos aos alcoois benzilicos (32a-h), seguida pela conversdo destes alcoois em
brometos de benzila (31a-i) via SN2 (desconexdo C-Br), e finalmente pela reacdo dos brometos
com azida sddica (NaN3) para formar as azidas via Sn2 (desconexdao C-N).

Para os compostos 3-etenil-7-bromoalcoxi-cumarinas (29a-b), foram identificados os
compostos 3-bromo-7-bromoalcoxi-cumarinas (34a-b) como precursores apos interconversoes
de grupos funcionais (etapa f), por meio da reacdo de acoplamento cruzado de Sonogashira
(ACS). Contudo, devido a impossibilidade de realizar essa rea¢do utilizando acetileno, um gés
inflamavel de alta periculosidade, o processo pode ser conduzido com acetileno protegido por
trimetilsilano, seguido de uma etapa de desprotecao do alcino.

Por uma desconexdo C-Br (etapa g), foram identificados o bromo molecular (35) e os
compostos (36a-b) como precursores, obtidas por uma reacao de substitui¢do eletrofilica em
um sistema o,fB-insaturado.

Através de uma desconexdao C-O (etapa h), foi possivel identificar o composto 7-
hidroxicumarina (38) e os dibromoalcanos (37a-b) como percursores dos respectivos
compostos alquilados (36a-b) via reagdo de substitui¢ao nucleofilica bimolecular (Sn2).

Por fim, uma desconexdo C-C e C-O aplicada a 7-hidroxicumarina (etapa i) sugere o

resorcinol (39) e o acido formilacético (40) como reagentes de partida, explorando a
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condensa¢do de Pechmann. Devido & instabilidade do 4cido formilacético, recomenda-se sua

formacao "in situ" a partir do acido malico (41).
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Esquema 1. Analise retrossintética para obten¢do dos compostos planejados da série A.
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3.1.2. Obtenc¢ao das 3-bromo-cumarinas substituidas (34a-b)

A sintese do composto 7-hidroxicumarina (38) foi realizada através da condensagdo de
Pechmann (PECHMANN, 1884). Nesta condensacao, foram utilizados resorcinol (39) ¢ acido
malico (41) em meio de 4cido sulfurico, a 140°C (Esquema 2). Através desta, foi obtido um
solido laranja, que apds a etapa de purificagdo por cromatografia, resultou em um solido branco
com rendimento igual a 70%, com ponto de fusdo igual a 235°C (literatura: P.F.= 230 °C)
(Nadur, 2020).

Em seguida, a 7-hidroxicumarina (38) foi utilizada na sintese dos compostos 7-
bromoalcoxi-cumarinicos (36a-b) através de reacdo de O-alquilagdo (Sintese de Williamson)
em meio de carbonato de potassio (K2CO3) e dibromoalcanos (37a-b) em acetona, a 60 °C
(Esquema 2). Os produtos obtidos se apresentaram sob a forma de s6lidos com rendimentos de
46% (36a) e 57% (36b) (Nadur, 2020).

Por fim, os intermediérios 3-bromo-7-(bromoalcoxi)cumarinicos (34a-b) foram obtidos
como so6lidos em rendimentos de 87 e 93%, respectivamente (Nadur, 2020), por meio de uma
reacdo de bromagdo envolvendo as 7-(bromoalcoxi)cumarinas (36a-b) e bromo (35) a
temperatura ambiente em meio tamponado com acetato de sddio/acido acético

(CH3COONa/CH3COOH) (Esquema 2).

B
r\ﬁ’)f\Br
Q  HpSO, _ m 37ab =12
)W 140 °C, 40 min HO 0~ ~0O KyCOg3 acetona
0 60°C, 24h
70% 28
Br
B Br, 35 m
Br —_— Br
R e 070  AcONaAcOH ™ O 0" o
n=1-2 t.a, 2h n=1-2
36a (n=1, 46%); 36-b (n=2, 57%) 34a (n=1, 87%); 34-b (n=2, 93%)

Esquema 2. Obtencao da 3-bromo-cumarinas substituidas (34a-b).

O mecanismo proposto para a reacao de bromac¢do envolve uma substitui¢ado eletrofilica
em um sistema o,fB-insaturado. A reagdo inicia-se com a formagdo de um complexo pela
aproximacao do orbital 6* vazio do bromo (LUMO) ao orbital & ocupado do alceno do sistema
a,B-insaturado (HOMO). Em seguida, ocorre a formac¢ao de um intermedidrio i6nico, podendo
haver um equilibrio entre o ion bromoénio (I) e um B-bromocarbocation (II), dependendo da
estabilidade do carbocation formado (Esquema 3) (CAREY; SUNDBERG, 2002). Neste caso,
o B-bromocarbocéation (II) é favorecido, uma vez que ¢ fortemente estabilizado pelo efeito de

ressondncia proporcionado pelo anel aromatico adjacente. Além disso, a formagdo do
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carbocation também ¢ favorecida pela solvatacdo eficiente promovida pelo acido acético, um

solvente protico acido.

.................................................................................................................................................
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Esquema 3. Esquema de intermediarios proposto para a formagao dos compostos 3-bromo-7-

(bromoalcoxi)cumarinicos (34a-b)

Devido as baixas concentragdes de bromo, a substituicdo prevalece sobre a adicao, ja
que a abstracdo do préton ocorre mais rapidamente do que o ataque pelo brometo (CAREY;
SUNDBERG, 2002). Sendo assim, o brometo (Br’) presente no meio abstrai o hidrogénio acido
deste intermedidrio (II), restituindo a ligacdo dupla e levando a formacao dos respectivos
produtos desejados (34a-b) e de acido bromidrico (HBr). Vale destacar, adicionalmente, que o
produto formado gera um sistema a,p-insaturado que estende a conjuga¢ao do anel aromatico
até a carbonila, o que também pode ser um dos fatores de favorecimento da reacdo substitui¢ao
eletrofilica. Por ocorrer a formac¢dao de HBr como subproduto e este se tratar de um 4cido forte,
a reacao ¢ realizada em meio tamponado com CH3COONa/CH3COQOH, a fim de se evitar uma

possivel abertura do anel lactonico do nucleo cumarinico (Esquema 3).

3.1.3. Obtencao dos intermediarios chave (29a-b)

A sintese dos compostos 7-(bromoalcoxi)-3-((trimetilsilil)etinil)cumarinas (42a-b) foi
realizada por meio da reacdo de acoplamento cruzado de Sonogashira. O processo utilizou como
reagentes as 3-(bromo)-7-(bromoalcoxi)cumarinas (34a-b), cloreto de
bis(trifenilfosfina)paladio(Il), iodeto de cobre, trietilamina e trimetilsililacetileno (TMS-A, 43),
com acetonitrila como solvente, conduzido a 60 °C (Yee; Balsanek; Sames, 2010) (Esquema
4). Os produtos foram obtidos na forma de um s6lidos amorfos e com rendimentos de 54% para

0 composto 42a e 59% para 42b (Nadur, 2020).
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Em seguida, os compostos 7-(bromoalcoxi)-3-(etenil)-cumarinas (29a-b) foram
sintetizados a partir de uma reagdo Sn2 de desprotecdo dos acetilenos protegidos com o
grupamento trimetilsilila com carbonato de potassio em metanol (Gao et al., 2013) (Esquema
4), onde se obteve os produtos sob a forma de um s6lido amorfo com rendimentos de 87% para

o derivado 29a e 93% para 29b (Nadur, 2020).

|
Si
AN
S A Z
. /@fl N \S_// PACI;(PPhy)y
r | — Y >
o 0 o 2 Cul, Et;N 7o 0 Yo
n=1-2 34a-b 43  acetonitrila n=1-2
60°C, 2h 42a (n=1, 54%); 42b (n=2, 59%)
N Z
K,COs
——— > Br
MeOH o o o
t.a., 30 min n=1-2

29a (n=1, 87%); 29b (n=2, 93%)
Esquema 4. Obtengao dos intermediarios chave (29a-b).

A execugdo dessas duas etapas reacionais ¢ essencial para possibilitar a obtengdo segura
das 7-(bromoalcoxi)-3-(etenil)cumarinas (29a-b). A utilizacdo de acetileno como bloco de
constru¢do de dois carbonos foi descartada devido a sua natureza explosiva e aos riscos
associados a manipulacdo desse gas. Como alternativa pratica e segura, optou-se pelo TMS-A
(43), um liquido destilavel de facil manuseio. A desprote¢do subsequente de 42a-b forneceu os
intermediarios-chave 29a-b.

E relevante mencionar que na reagio de acoplamento cruzado de Sonogashira, o
solvente originalmente descrito na literatura, DMF, foi substituido pela acetonitrila, um
solvente aprotico com menor ponto de ebuli¢do (82 °C) em comparagdo ao DMF (153 °C). Essa
modificagdo facilita a evaporacao do solvente ao término da reagdo, otimizando o processo.

De acordo com Sonogashira e colaboradores, a reacdo de acoplamento cruzado de
Sonogashira constitui uma ferramenta sintética eficiente para a formacio de ligagdes Csp’-Csp,
permitindo a sintese de compostos acetilénicos dissubstituidos. Esse método consiste no
acoplamento entre haletos de arila ou vinila e acetilenos terminais, empregando complexos de
paladio(0) como catalisador, co-catalisado por sais de cobre(l), na presenga de uma base
organica (geralmente uma amina) (Sonogashira; Tohda; Hagihara, 1975).

Para tal, o mecanismo mais aceito pela comunidade cientifica integra trés ciclos

cataliticos (A, B e B’) que operam sinergicamente e envolvem as etapas de adigdo
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oxidativa, transmetalagdo e eliminagdo redutiva (Esquema 5). (Sonogashira, 2002; Zhao; Liu,
2024).

Inicialmente temos a reacdo do complexo PdCl>(PPhs), com dois equivalentes do
acetileto de cobre (44), proveniente do ciclo B, que leva a formagdo do
bis(trifenilfosfina)dialquinil de paladio (IT) (45). Este, por sua vez, sofre eliminacdo redutiva
resultando na formacao do 1,3-butadiino (46) e da espécie catalitica ativa, bis-trifenilfosfina de
paladio(0) (Pd(PPhs)y).

O ciclo catalitico do paladio (A) inicia-se com a adi¢do oxidativa da ligagdo C(sp?)-Br
da 3-(bromo)-7-(bromoalcoxi)-cumarina (34a-b) (etapa a), resultando na formagdo do
intermediario de paladio (1) (IID). Em seguida, este intermediario
sofre transmetalacdo (etapa b) com o acetileto de cobre (44) proveniente do ciclo B’, gerando
o intermediario (IV). Evidéncias indicam que essa etapa de transmetalagdo, crucial para a
transferéncia do grupo acetileto ao paladio, ¢ a limitante da velocidade da reagdo, o que ressalta
sua importancia no controle cinético do processo. Por fim, a eliminacdo redutiva (etapa c)
produz o composto 7-(bromoalcoxi)-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarina (42a-b) e regenera o
catalisador de paladio, Pd(PPhs), (Sonogashira, 2002; He et al., 2013; Gazvoda et al., 2018).

A formacao do acetileto de cobre (44) ocorre através da catalise de cobre na presenga
da base, EtsN (47) (ciclo B e B’). O inicio dos ciclos cataliticos propostos ocorre a partir da
interacao entre o Cu(l) e a ligagdo tripla do TMS-acetileno (43), promovendo a formagao do
complexo (V). Devido as propriedades eletropositivas do cobre, que possibilitam a
estabilizacdo da carga negativa, observa-se nesse complexo que hidrogénio ligado ao carbono
sp torna-se mais acido, possibilitando a desprotonagdo deste complexo pela Et;N (47),

resultando na formacao do acetileto de cobre (44) (KURT, 2005).
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Esquema 5. Esquema de intermedidrio proposto para reacao acoplamento de Sonogashira para
obtengdo de 7-(bromoalcoxi)-3-((trimetilsilil)etenil)-cumarinas (42a-b) (Adaptado de
(Sonogashira, 2002)).
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3.1.4. Sintese dos alcoois benzilicos (32a-h)

Os alcoois benzilicos (32a-h) foram sintetizados por meio da redugao dos benzaldeidos
(33a-h), e os produtos obtidos se apresentaram sob a forma de sélido ou 6leo com coloragao
variada. Seus rendimentos variaram entre 79-96%, conforme seus substituintes, € o ponto de

fusao de 71-76°C (Tabela 1).

Tabela 1. Caracteristicas fisicas, pontos de fusao e rendimentos dos alcoois benzilicos (32a-

h)
= ©/\OH
=
Compostos R Caracteristicas fisicas P.F °C Rendimento (%)
32a 2-OCHz3 Oleo amarelo claro - 84
32b 3-OCH; Oleo branco - 87
32¢ 4-OCHs Oleo branco - 82
32d 4-F Oleo amarelo claro - 96
32e 3-Cl Oleo branco - 93
32f 4-Cl Sélido Branco 71-72 82
32¢g 3-Br Oleo amarelo - 79
32h 4-Br Soélido Branco 72 -176 80

A reacdo de reducdo dos benzaldeidos (33a-h) foi realizada utilizando borohidreto de
sodio (NaBH4) como agente redutor, em etanol, a temperatura ambiente (Senaweera; Weaver,

2017) (Esquema 6).

(|3
- EtOH =
t.a, 3h
33a-h 79-93% 32a-h

Esquema 6. Sintese dos alcoois benzilicos (32a-h)
O mecanismo proposto para essa reagdo inicia-se com uma transferéncia de hidreto,
onde os elétrons ¢ da ligagdo B—H atuam como nucleéfilo atacando o orbital n* do carbono
carbonilico. O oxidnion gerado (VI) ajuda a estabilizar a molécula de BH3 (deficiente em

elétrons) ao se adicionar ao seu orbital p vazio, funcionalizando novamente o anion de boro
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tetravalente (VII). Para concluir a formagdo do alcool, o oxidnion abstrai um préton do meio

reacional (Esquema 7).
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Esquema 7. Esquema de intermedidrios proposto para a formagao dos derivados de alcool

benzilico (32a-h) (Adaptado de (Clayden; Greeves; Warren, 2012)).

3.1.5. Sintese dos brometos de benzila (31a-h)

Os brometos de benzila (31a-h) foram obtidos a partir dos alcoois benzilicos (32a-h)
via substitui¢cdo nucleofilica bimolecular (Sx2) e os produtos obtidos se apresentaram sob a
forma de um so6lido amorfo ou o6leo de diferentes coloracdes. Seus rendimentos nao foram
calculados devido a instabilidade apresentadas por esses brometos de benzila durante a etapa
de purificagdo em coluna cromatografica flash. Dessa forma, optou-se por ndo purificar esses
intermediarios e seguir imediatamente para a sintese das azidas.

E descrito na literatura, que os brometos de benzila possuem instabilidade consideravel,
principalmente devido a sua reatividade com 4gua e umidade, passando facilmente por hidrélise
para formar alcool benzilico e gas brometo de hidrogénio. Além disso, sdo propensos a
degradacao térmica ou a fotodegradagao.

A sintese dos brometos de benzila (31a-h) foi realizada utilizando tetrabrometo de

carbono (48) e trifenilfosfina (49), em diclorometano, a temperatura ambiente (Esquema 8).

RL AN OH CBr4 PPh3 - I AN Br
= CHCl, R =

32a-h ta, 2h 31a-h

Esquema 8. Sintese dos brometos de benzila (31a-h)
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O mecanismo proposto para essa reagdo inicia-se com o par de elétrons ndo ligantes do
fosforo (49) atacando um dos atomos de bromo do tetrabrometo de carbono (48), levando a
formagdo de um sal de brometo de trifenilfosfonio (50) e de bromoférmio (51). O anion CBr3”
(51), um excelente nucledfilo — devido a estabilizagdo da carga por efeitos indutivos e alta
polarizabilidade dos atomos de bromo —, remove o proton da hidroxila do alcool benzilico (32a-
h), resultando na formacao de seu alcoxido (VIII). Posteriormente, o anion alcoxido ataca o
atomo de fosforo positivamente carregado (50), formando o intermediario IX. Esse processo ¢
energeticamente favoravel devido a forga da ligacdo P-O formada. Em seguida, ocorre uma
substitui¢ao nucleofilica bimolecular (Sx2), na qual o brometo liberado atua como nucleéfilo e
ataca o carbono ligado ao oxigénio. De maneira concertada, a ligacdo entre o carbono e o
nucleofilo se forma ao mesmo tempo que a ligacdo C—O se rompe, resultando na formag¢ao do

brometo de benzila (31a-h) e do 6xido de trifenilfosfina (52) (Esquema 9).

...........................................................................................................................................
o

5
PhsP—Br
/\‘ ?r T 50 N (’)\,H O XN @/\@)
PhaP:” * g @C;E;Br Ry P + CBr3 ——— Ry P + PhgP—Br
49 48 32a-h 51 Vil l 50
/\ m@
PPh
| N Br Bre | X (6] 3
R~ + PhgP=0 ~—— * Ry
= >
31a-h 52 IX

Esquema 9. Esquema de intermediarios proposto para a formacao dos derivados de brometo

de benzila (31a-h) (Adaptado de (Clayden; Greeves; Warren, 2012).

A caracterizagdo dos brometos de benzila sintetizados nao foi realizada, visto que a
instabilidade descrita para essas substancias impossibilitaria que as andlises fossem realizadas

antes de sua degradacao.

3.1.6. Sintese das benzil azidas (30a-i)

As benzil azidas (30a-i) foram obtidas a partir da azida de s6dio e os brometos de
benzilas (31a-i) via reag@o de substituicao nucleofilica (Sn2) em uma mistura de 4gua/acetona
(Esquema 10) (Zhao et al., 2016). As benzil azidas (30a-i) obtidas se apresentaram sob a forma
o0leo com coloragdo variada. Seus rendimentos variaram entre 35-90%, conforme seus

substituintes (Tabela 2).
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T Br NaN; N N

Ry > Rq- 3

L Acetona/H,0 =

31a-i t.a, 30 min 30a-i
35-90%

Esquema 10. Sintese das benzil azidas (30a-i)

Tabela 2. Caracteristicas fisicas e rendimentos das benzil azidas (30a-i)

N N
o
=

Compostos R Caracteristicas fisicas  Rendimento (%)
30a 2-OCHz3 Oleo amarelo 52
30b 3-OCHs3 Oleo incolor 58
30c 4-OCHs Oleo amarelo 45
30d 4-F Oleo amarelo 79
30e 3-Cl Oleo branco 47
30f 4-Cl Oleo incolor 39
30g 3-Br Oleo amarelo 35
30h 4-Br Oleo incolor 51
30i H Oleo amarelo 90

O mecanismo proposto para a sintese das benzil azidas (30a-i) ocorre por meio de uma
reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2) (Esquema 11) (Smith, 2020).
Inicialmente, a azida atua como nucledfilo, atacando o carbono ligado ao brometo de benzila
(31a-i). De forma concertada, a ligacdo N-carbono se forma, enquanto a ligacdo C-Br se rompe,
até que o brometo, um bom grupo de saida, seja eliminado, resultando na formagao das benzil
azidas (30a-i).

..........................................................................................................................
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Esquema 11. Esquema de intermediarios proposto para a formag¢ao dos derivados de benzil

azida (30a-i) (Adaptado de (Smith, 2020)).
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A caracterizagdo das azidas sintetizadas ndo foi realizada, visto que a instabilidade
descrita para essas substancias impossibilitaria que as analises fossem realizadas antes de sua

degradacao.

3.1.7. Sintese de 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas
(27a-j)

A sintese dos compostos inéditos 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-
cumarinas (27a-j) ocorreram via reagao “Click Chemistry”, que consistiu em uma cicloadi¢ao
catalisada por Cu(l) em EtOH:H>O entre o alcino terminal da 3-(etenil)-7-(bromoalcoxi)-
cumarina (29a-b) e as azidas organicas (30a-i), levando a formagdo regioespecifica do 1,2,3-
triazol-1,4-dissubstituido (Esquema 12). Os compostos obtidos possuem as atribuigdes

descritas na Tabela 3.

7\
I
P CuS0,.H,0 N=N R
Z A bico <N
AN | AN N3 C. ascor AN
+ R_
Br | EtOH/Hzo BI'
o 0 o = ta,24horas 7O 0 X0
n=1-2 29a-b 30a-i 10-57% n=1-2 27a-

Esquema 12. Sintese das 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas

(27a-j).

Tabela 3. Caracteristicas fisicas, pontos de fusdo e rendimentos das 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-

triazol-4-11)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas (27a-j)

7\
N=N, =R
Br ™o 0 o
Compostos n R Caracteristicas fisicas P.F. °C Rendimento (%)
27a 1 H Oleo marrom - 57
27b 1 2-OCHj3 Solido amarelo 180 — 1824 46
27¢ 1 3-OCH3; Solido branco 188 — 1914 37
27d 1 4-OCH3 Sélido bege 197 — 2004 21
27e 1 4-F Solido amarelo 193 - 196 10
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27f 1 3-Cl Solido amarelo 177 -179 12
27g 1 4-Cl Solido amarelo 200 —203 44
27h 1 3-Br Soélido bege 185—189 12
27i 1 4-Br Sélido laranja 211-214 16
27j 2 H Solido amarelo 179 — 1804 33

4 Ponto de degradacio

Ao longo das ultimas décadas, alguns mecanismos foram propostos para descrever a
reacdo CuAAC, sinénimo perfeito do conceito “Click Chemistry”. Uma das primeiras
postulagdes sugeriam o envolvimento de complexos de Cu(I) mononuclear, baseado em
calculos teodricos de funcional de densidade. Entretanto, progressos nos estudos sugeriram a
participagdo de complexos de Cu(l) dinucleares, onde foi assegurado que o complexo de
acetileto de Cu dinuclear corresponde a espécie catalitica ativa, levando a proposta de um novo

mecanismo (Rostovtsev et al., 2002; Worrell; Malik; Fokin, 2013)

Estudos relataram o isolamento dos complexos de mono e bis acetileto de Cu(I) (X e XI
respectivamente) e demonstram que ambas as espécies sdo ativas no ciclo catalitico da CuAAC,
entretanto, observam que apenas o complexo dinuclear estd envolvido na via cineticamente
mais favorecida. Ademais, relatam o isolamento de um complexo de triazoila de Cu dinuclear
nunca descrito (XII). A partir disso, os autores ainda propuseram que € o proton proveniente
do alcino que inicia a desmetalacdo de XII, regenerando assim o acetileto de Cu(I) dinuclear
XI e tornando o complexos de LnCuX desnecessario para recomecar o ciclo catalitico

(Esquema 13) (Jin et al., 2015; Khandelwal et al., 2024).
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Esquema 13. Mecanismo da CuAAC envolvendo ambos os complexos mono e bis acetileto de

Cu(I) X e XI respectivamente, proposto para a obtengdo dos compostos 3-(1-R-benzil-1H-

1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas (27a-j) (Adaptado de (JIN et al., 2015)).

Para confirmar a formagdo dos compostos 3-(1-R-benzyl-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-
(bromoalcoxi)-cumarinas (27a-j) foram realizados experimentos de determinacdo estrutural
como RMN 'H e 3C, cujos espectros estio disponiveis nas Figura S1 a Figura S20 do Anexo

7.2.
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Visando tornar a discussdo mais clara, foram selecionados os espectros de RMN 'H e
13C do composto 27g para a elucidacdo detalhada no texto. Inicialmente, foram observados
sinais caracteristicos do nucleo cumarinico: 6 7,55 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 6,93 (dd, J = 8,6, 2,1
Hz, 1H) ¢ 6,86 (d, J = 1,9 Hz, 1H), atribuidos respectivamente aos hidrogénios Hs, He € Hs. As
atribuicdes foram baseadas no efeito mesomérico do grupo alcoxila, que doa elétrons para o
anel aromatico via ressonancia, aumentando a densidade eletronica nas posi¢des orto (Hs € Hg).
Essa blindagem resulta em deslocamentos quimicos em menores frequéncias para esses
hidrogénios. A diferenciagdo entre Hg¢ € Hg foi estabelecida pela anélise das multiplicidades: o
duplo dupleto (dd) de He surge devido ao acoplamento com Hs (J = 8,6 Hz, acoplamento
vicinal) e com Hg (J = 2,1 Hz, acoplamento de longo alcance (J5)). Ja o dupleto (d) de Hg ocorre

pelo acoplamento apenas com Hg (J = 1,9 Hz) (Figura 22).
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Figura 22. Estrutura numerada do ntcleo cumarinico e multiplicidade dos sinais de He (duplo
dupleto) e Hs (dupleto).

O sinal correspondente ao hidrogénio H4 do anel lactonico (sistema carboxilico a,p-
insaturado) foi observado em o 8,69 (s, 1H). Esse deslocamento quimico elevado ¢ explicado
pelo efeito de desblindagem anisotropica gerado pelo sistema © conjugado da carbonila (C=0)
e da dupla ligacdo o,B-insaturada. No espectro de RMN !3C um dos fatores cruciais para a
confirmacao presenca do ntcleo cumarinico foi a presenca do sinal em & 161,38 caracteristico

de carbono carboxilico.

Os sinais caracteristicos do grupamento bromo-alcoxila foram identificados na regido
de hidrogénios ligados a carbonos sp®. Destaca-se o tripleto em & 4,37 (J = 6,1 Hz, 2H),
atribuido aos hidrogénios metilénicos diretamente ligados ao oxigénio. O deslocamento
quimico elevado reflete o efeito eletron-retirador do oxigénio, que desblinda os hidrogénios por
indugdo, expondo-os ao campo magnético externo. Outro sinal significativo foi observado em

0 3,68 (t, J = 6,1 Hz, 2H), correspondente aos hidrogénios metilénicos ligados ao carbono
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bromado. O deslocamento em frequéncias mais baixa ocorre porque o efeito indutivo do bromo
(menos eletronegativo que o oxigénio) ¢ parcialmente compensado pelo efeito de blindagem

anisotropica da ligacao C-Br.

Cl
N=N
N
AN ~
B
"~">0 o Yo

A formagdo do anel triazolico foi confirmada pelo sinal do hidrogénio Hi2 em 6 8,29 (s,
1H), caracteristico do préton ndo acoplado do nucleo 1,2,3-triazol, formado via reagdo de Click
Chemistry. O deslocamento quimico elevado reflete a desblindagem causada pela conjugagao
com os atomos de nitrogénio eletronegativos e pela anisotropia magnética do sistema aromatico
heterociclico. No RMN '3C, o carbono sp? do triazol (C12) apresentou deslocamento de 123,30
ppm, consistentes com a hibridizagdo sp? e a desblindagem provocada pela eletronegatividade
dos nitrogénios adjacentes. Ja o carbono sp (Ci1) exibiu um deslocamento de 130,7 ppm, valor
compativel com a conjugacdo extensa do sistema triazélico e a influéncia de efeitos de

ressonancia.

Por fim, os sinais correspondentes ao anel aromatico para-cloro-substituido foram
claramente identificados no espectro de RMN 'H. Observaram-se dois dupletos (d) em & 7,55
(/=8,3Hz 2H) e 7,35 (J= 8,1 Hz, 2H), atribuidos respectivamente aos hidrogénios meta (H4>
e Hs») e orto (H3» e He?). No espectro de RMN '*C, os sinais caracteristicos do anel aromatico
para-cloro-substituido foram confirmados: os carbonos (Cs», C4», Cs» € Cs~) apresentaram o

mesmo deslocamento de 129,49 ppm.

Além disso, o grupo metileno benzilico posicionado entre o anel aromatico e o
nitrogénio do triazol, foi claramente identificado no RMN 'H como o sinal em § 5,55 (s, 2H).
O deslocamento elevado, para hidrogénios presentes em carbono sp’, é resultado da
desblindagem pronunciada causada pela conjugagdo com o anel aromatico (efeito anisotropico)
e pela proximidade do nitrogénio eletronegativo do triazol. No RMN !*C, o carbono metilénico
apareceu em o 53,44 ppm. Esse deslocamento reflete a hibridizagdo sp® do carbono e a

influéncia dos efeitos indutivos do nitrogénio e da blindagem anisotropica do anel.
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3.1.8. Sintese da 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-
il)alcoxi)-cumarina (26a-j)

Os compostos inéditos 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-
cumarina (26a-j) foram sintetizados via rea¢do de aminagao e possuem as atribuicdes descritas

na Tabela 4.

Tabela 4. Caracteristicas fisicas, pontos de fusdo e rendimentos das 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-

triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-cumarina (26a-j)

7\
N:N\ \\R
O o

N0 oo

Compostos n R Caracteristicas fisicas P.F°C Rendimento (%)
26a 1 H Oleo marrom - 40
26b 1 2-OCH3; Soélido bege 140 — 144 55
26¢ 1 3-OCHs3 Soélido amarelo 141 — 143 44
26d 1 4-OCH3 Soélido amarelo 131 -136 85
26e 1 4-F Solido amarelo 167 -169 45
26f 1 3-Cl Solido amarelo 143 — 144 94
26¢g 1 4-Cl Solido amarelo 157 -161 87
26h 1 3-Br Solido amarelo 143 — 144 74
26i 1 4-Br Solido amarelo 153 -156 73
26j 2 H Solido marrom 158 — 163 64

Esta reagdo foi realizada a partir da piperidina (28) e dos respectivos derivados 3-(1-R-
benzil-1H-1,2,3-triazol-4-1l)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-cumarina (26a-j) em acetonitrila, sob

aquecimento a 60 °C (Esquema 14).
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piperidina (282
acetonitrila
\M/\O 60°C, 4 horas \M/\o

40-94%
27a- 26a-j
Esquema 14. Sintese da 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-

cumarina (26a-j).

O mecanismo proposto para a sintese dos compostos 26a-j comega com uma reagao de
substitui¢ao nucleofilica bimolecular (Snx2), na qual a piperidina (28) atua como nucleéfilo. O
par de elétrons ndo ligantes do nitrogénio ataca o carbono metilénico ligado ao bromo. De
maneira concertada, a ligagao nucledfilo-carbono ¢ formada enquanto a ligagao C-Br se rompe,
resultando na liberagdo do brometo e na formagao do intermediario protonado XIII. Na etapa
seguinte, a amina ciclica abstrai o proton ligado ao nitrogénio, gerando os respectivos
compostos 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-cumarina (26a-j)
e, como subproduto, o sal brometo de amoénio. Como a piperidina (28) também desempenha o
papel de base na reagdo, ela foi adicionada em excesso ao meio reacional para assegurar a

completa conversdo dos reagentes (Esquema 15).

...........................................................................................................................................
. .
o te

NH 27a-j X
28 Br HZO %
@ WOW

n=1-2 26a- j

1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-cumarina (26a-j)

Para confirmar a formacao dos compostos 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-
(piperidin-1-il)alcoxi)-cumarina (26a-j) foram realizados experimentos de determinagdo
estrutural como RMN 'H e °C, cujos espectros estdo disponiveis nas Figura S21 a Figura S40
do Anexo 7.2. A formacao do composto foi confirmada por sinais caracteristicos nos espectros

de RMN. NoRMN !3C, o sinal do metileno (sp’) adjacente ao nitrogénio apresentou
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deslocamento quimico entre & 55,95-58,01 ppm, valor significativamente mais elevado em
comparagio aos compostos 27a-j (Figura 23), nos quais 0 mesmo metileno (sp°) estava ligado
ao bromo. Essa diferenca evidencia o efeito eletronico distinto do nitrogénio, que induz uma

desblindagem pronunciada no carbono vizinho.

6'

T — 0D
1 !

N !
0”7 o o/\Z(Br 0”0 oYY

3
A A
8y = 3,62 - 3,68 ppm oy =2,80- 2,82 ppm
8¢ =28,20 - 29,70 ppm 8¢ =55,95 - 58,01 ppm
Figura 23. Atribuicdo comparativa dos principais sinais dos compostos 3-(1-R-benzil-1H-
1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)-cumarinas (27a-j) e 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-
(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-cumarinas (26a-j) nos espectros de RMN 'H e 13C.

Os sinais da piperidina no RMN 'H foram observados com deslocamentos variando
entre 6 2,51 — 2,67 (sl, 4H) para os hidrogénios adjacentes ao N (Hs: e H7), 8 1,61 — 1,77 (m,
4H) para os hidrogénios Hsa' € He' € 6 1,45 — 1,46 (sl, 2H) para os hidrogénios Hs:. No RMN
13C, a amina ciclica (26a-j) apresentou deslocamentos em & 54,74 — 55,50 ppm (C3- ¢ C7), §

25,98 — 26,32 ppm (Cx e C¢') € & 24,23 — 24,54 ppm (Cs).

Além disso, tanto no RMN 'H quanto no '*C, os sinais do nicleo cumarinico e de outros
grupos funcionais mantiveram-se inalterados apos a reagdo de aminacao, indicando auséncia de

degradacao do composto.

3.1.9. Atividade inibitoria dos compostos obtidos frente a AChE e BChE

Os ensaios realizados para determinar a atividade inibitoria frente a AChE e BChE dos
compostos 26a-j, foram realizados de acordo com um método adaptado de Ellman (De Souza
et al., 2019; Ellman et al., 1961) e tendo como composto de referéncia a donepezila. O ensaio
consiste na clivagem enzimatica da acetiltiocolina ou butiriltiocolina (53a-b) promovida pela
AChE ou BChE, respectivamente. Um dos produtos dessa clivagem ¢ a tiocolina, que ¢ o
marcador da atividade enzimatica, que ao reagir com o DTNB, leva a formagdo do acido 2-
nitro-4-tiobenzoéico (54) e do 4cido 2-nitro-3-mercaptotiobenzoico (55). O produto 54 apresenta
coloragdo amarela, a qual pode ser quantificada por medida da absorbancia em um leitor de
placas equipado com filtro de luz a A = 415 nm. Desta forma, a atividade da enzima ¢ medida
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de maneira indireta por meio da reagdo do produto de clivagem enzimatica com um reagente

pro-cromofoérico (Esquema 16).

0 (0]
\,\Il ] _ACHE/BChE _ e . \,\|l
/@\/\S R R™ "OH /@\/\SH
53a R =CH; acido acético R = CHj, Ti li
53b R = (CHy),CH3 4cido butirico R = (CH),CHj locotina
HoOC COOH
OzN S-S N02
DTNB
\
P COOH
HS NO,
O,N 55 54

acido 2-nitro-3-mercaptotiobenzoico acido 2-nitro-4-tiobenzdico

Esquema 16. Reagao observada no ensaio de Ellman.

Todos os compostos testados demonstraram capacidade de inibir a AChE, com alguns
apresentando alta poténcia e seletividade frente a BChE. O derivado benzilico 26a exibiu um
ganho significativo de poténcia inibitoria, com Clso = 6 nM para a AChE e um indice de
seletividade de 632 entre as colinesterases (BChE Clso = 3790 nM), em comparaciao ao seu
protétipo 25a (AChE — Clso= 50 nM; BChE — Clso= 8660 nM). Os demais derivados benzilicos
(26b-j) também apresentaram potenciais inibitdrios promissores para as colinesterases. Entre
os derivados metoxilados, 26¢ (4,2 = 0,1 nM; substitui¢do meta) e 26d (4,6 = 0,6 nM;
substituicdo para) destacaram-se pelo melhor perfil de inibicdo da AChE. Adicionalmente, o
composto 26¢ apresentou Clso = 2880 nM para a BChE, resultando em um indice de
seletividade de 685,7 entre as colinesterases, o maior da série e duas vezes maior do que o

farmaco referéncia donepezila (IS = 341). Todos os resultados estdo consolidados na Tabela 5.
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Tabela 5. Resultados obtidos nos ensaios inibi¢cao enzimatica frente a EeAChE e EqBChE.

7\

N=N, =R
ePus ool
N0 oo

Compostos n R Clso (uh =D I
AChEP BChE®

26a 1 H 6+0,6 3790 £ 365 632
26b 1 2-OCH3 153+0,3 2810 £ 243 183,7
26¢ 1 3-OCH3 4,2+0,1 2880 + 122 685,7
26d 1 4-OCHj3 4,6 £0,6 2080 + 99 4425
26e 1 4-F 234+1,8 4120+ 110 176
26f 1 3-Cl 13,1 +0,8 1950 £ 115 148,8
26¢g 1 4-Cl 103,8 £5.4 2240 £+ 60 16,2
26h 1 3-Br 7,9+ 0,5 2090 + 54 264,5
26i 1 4-Br 129 +1,0 1140 £ 70 88,4
26j 2 H 1950 + 86 3557 £ 185 1,8

Donepezila - - 7+0,2 2390 + 105 341

aConcentracao necessaria para inibir 50% da atividade colinesteréasica, dados obtidos + desvio
padrao (DP) de triplicatas de ensaios independentes; ® AChE de enguia elétrica; ° BChE de soro
equino; ¢ Indice de seletividade (IS) é dado como BChE CIso/AChE Cls.

Também foi observado que o derivado benzilico 26j, que possui cadeia alquilica com 3
carbonos, teve uma perda significativa na poténcia de inibicdo da AChE (Clso= 1950 nM) em
relagdo ao seu homologo inferior com 2 carbonos (26a). Esse resultado reproduz a tendéncia ja
identificada e descrita em trabalhos anteriores do grupo, onde temos a diminui¢do da atividade

conforme a cadeia alquilica aumenta de tamanho (De Souza et al., 2019; Nadur, 2020).

3.1.10. Ensaios do mecanismo de inibi¢ao enzimatica frente a AChE e BChE

Os inibidores enzimaticos correspondem a moléculas capazes de reduzir ou interromper
a catalise de reacdes mediadas por enzimas. Esses compostos sdo classificados em duas
categorias principais: reversiveis e irreversiveis. Os inibidores reversiveis, por sua vez,

subdividem-se conforme seu mecanismo de acao em competitivos, nao
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competitivos e incompetitivos, cujos efeitos sdo identificados por alteragdes nas constantes
cinéticas Km (constante de Michaelis-Menten) e Vmax (velocidade maxima da reagao).

Na inibi¢do competitiva, o inibidor compete diretamente com o substrato pelo sitio ativo
da enzima, em virtude da similaridade do perfil de intera¢des no sitio. A formagao do complexo
enzima-inibidor (EI) impede a liga¢ao do substrato, bloqueando a geragdo do complexo enzima-
substrato (ES). Nesse caso, observa-se um aumento significativo de Km, enquanto Vmax

permanece inalterada, desde que a concentragdo de substrato seja elevada o suficiente para
superar a competi¢ao.

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

Por fim, na inibi¢do incompetitiva, o inibidor somente interage com o complexo ES
(enzima-substrato), vinculando-se a um sitio conformacionalmente induzido ap6s a ligagdo do
substrato. A formac¢dao do complexo ESI inibe a reagdo, reduzindo simultaneamente Km

e Vmax, pois a afinidade aparente da enzima pelo substrato aumenta, mas a eficiéncia catalitica
global diminui ((Copeland, 2013; L; M, 2022)).

Para determinar o mecanismo de inibi¢do dessa série de compostos, foram realizados
ensaios de cinética enzimdtica com os compostos 26a e 26¢c em ambas as enzimas. Esses
compostos foram selecionados com base em seu bom perfil inibitorio frente 8 AChE.

Com base nos parametros cinéticos (Km e Vmax) (Tabela 6), e no perfil do grafico de
Lineweaver-Burk observou-se que o tipo de inibi¢do promovida pelo composto testado € mista
para ambas as enzimas. Assim, os inibidores sdo capazes de ligar-se tanto ao sitio catalitico das
enzimas (inibi¢do competitiva) quanto ao sitio alostérico (inibicdo ndo competitiva), atuando
de duas formas distintas. Desse modo, calculam-se duas constantes de afinidade para o
composto em cada enzima: Ki (inibigdo competitiva) e Ki’ (inibi¢do ndo competitiva),
conforme apresentado na Tabela 6.

Inicialmente, ao comparar as constantes de afinidade competitiva e ndo competitiva do
composto 26a para ambas as enzimas, observou-se que os valores foram aproximadamente 550
vezes maiores na BChE (Ki =980 nM; Ki’ = 2670 nM) do que na AChE (Ki = 1,682 nM; Ki’
= 4,780 nM). Isso indica que a maior atividade inibitoria do composto na AChE esté
correlacionada com sua interacdo tanto no sitio catalitico quanto no sitio alostérico da enzima.

Para o composto 26¢, a comparagdo das constantes de afinidade competitiva (Ki) revelou que
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o valor ¢ ~1200 vezes maior na BChE (Ki = 615 nM) do que na AChE (Ki = 0,508 nM). J4 a
constante ndo competitiva (Ki’) foi ~950 vezes maior na BChE (Ki’ = 1619 nM) do que na
AChE (Ki’ =1,696 nM). Esses resultados indicam que, embora a seletividade do composto pela
ACHhE esteja relacionada a interagdo em ambos os sitios, a afinidade pelo sitio catalitico foi a
mais efetiva para a seletividade.

Além disso, a comparagdo da razdo Ki’/Ki entre as constantes de afinidade permitiu
compreender a preferéncia dos compostos pelos sitios de ligagdo. Para a AChE, o
composto 26a apresenta uma razao Ki’/Ki = 2,86 (Ki = 1,682 nM; Ki’ = 4,780 nM), enquanto
o prototipo 25a (Ki= 3,15 nM; Ki’ = 14,27 nM) apresenta uma razao Ki’/Ki=4,53. Isso indica
que o ganho de poténcia do 26a estd correlacionado a uma melhor interacdo com o sitio
catalitico, mas, principalmente, a uma interacdo mais eficaz com o sitio alostérico em
comparagao ao prototipo 25. Ao realizar a mesma comparagao para o composto 26¢, observa-
se uma razao Ki’/Ki = 3,92. Isso demonstra que a inser¢do da metoxila na posi¢do meta nao
apenas aumentou a eficacia da interagdo no sitio alostérico em comparacao ao prototipo 25a,

mas também promoveu maior afinidade pelo sitio catalitico em relagdo ao composto 26a.

Por fim, a variabilidade dos valores de Ki e Ki’ entre a AChE e a BChE esta em
concordancia com os dados obtidos na atividade inibitoria, o que demonstra que o indice de

seletividade entre as colinesterases € elevado e favoravel a AChE.

Tabela 6. Parametros cinéticos de 26a € 26¢ em AChE e BChE.

Concentraciao Vmax+ DP Kn £ DP Ky (nM) £
Ki (nM) £ DP?
(uM) (1 x10° nM/min) (1 x 10° nM) DPP
26a em AChE
0 8,50 £0,1743 72,19 + 6,8207
1,682 £ 4,780 £
0,005 4,45 £0,02231 88,07 £6,7812
0,038 0,0106
0,007 3,19+ 0,0981 93,73 +£7,0155
26a em BChE
0 4,51 +0,1648 88,72 + 17,6123
2,8 3,62 +0,1358 234,43 + 16,1506 980 + 24 2670 £ 67
4,8 3,40 = 0,0349 354,67 + 19,2448
26c em AChE
0 9,53 +£0,0584 64,30 + 0,6389 0,508 = 0,0001

51



0,003 5,21 +£0,0656 156,63 +4,4377 1,696 +

0,005 3,90 £0,1517 208,97 + 10,6829 0,0038
26c em BChE
0 9,35+0,1171 96,81 +1,6613
1,9 5,97 +£0,1562 181,63 + 6,1890 615+ 0,58 1619 + 14
3,9 4,12 £ 0,2257 233,03 + 16,4394

2 Constante de afinidade para inibi¢do competitiva; ® Constante de afinidade para inibi¢o nio-

competitiva; Dados obtidos + desvio padrao (DP) de triplicatas de ensaios independentes.

O grafico de Lineweaver-Burk ¢ uma ferramenta amplamente utilizada para identificar
mecanismos de inibi¢cdo enzimatica, por meio da analise do comportamento das retas geradas.
Nas figuras a seguir (Figura 24 e Figura 25), que representam os graficos de Lineweaver-Burk
dos compostos 26a e 26¢ para as enzimas AChE (a esquerda) e BChE (a direita), observa-se
que as linhas de interseccdo convergem a esquerda do eixo y (1/V) e acima do eixo x (1/[S]),

ou seja, no segundo quadrante do sistema cartesiano, indicando um mecanismo de inibi¢ao

mista.
1.59 31
A
1.0 2-
- 0 uM - 0uM
2 os -= 0.005 uM 2 . - 28,M
%M - 0.007 uM s - 48 M
70 10 20 30 20 _a57 10 20 30
1/[S] 1/[8]

Figura 24. Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibigdo em EeAChE (a esquerda) e

EqBChE (a direita) do composto 26a.
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Figura 25. Gréficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibi¢do em EeAChE (a esquerda) e

EgBChE (a direita) do composto 26¢.
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3.1.11. Atividade inibitoria dos compostos obtidos frente a Histamina (H3zR)

A avaliacdo do perfil de inibi¢do frente a histamina fundamentou-se na semelhanga
estrutural entre as subunidades farmacoforicas dos inibidores cumarinicos de ChE
desenvolvidos pelo nosso grupo e os antagonistas H3zR descritos na literatura. Essas
subunidades farmacoforicas apresentam i) uma regido basica, essencial para interagir com
ambos os alvos, ii) um espagador de dois a trés carbonos e iii) um atomo de oxigénio que
estabelece a conexdo com a regido arbitraria. Em nossos compostos, o nticleo cumarinico

representa essa regido arbitraria (Esquema 17) (Khanfar et al., 2018; Wingen; Stark, 2013).
Modelo Farmacoforico de ligantes de H;R Modelo Farmacoférico para inibidores de ChE

Nucleo E Regido
central /! arbitrari
1

Esquema 17. Semelhancas entre os mapas farmacoforicos propostos de antagonistas H3R
(literatura) e iChE (LaDMol-QM).

Os ensaios realizados para determinar a afinidade de ligagdo dos compostos frente ao
receptor H3R foram realizados de acordo com um método de detec¢ao de radioatividade
(Bautista-Aguilera et al., 2017). O método baseia-se na competi¢ao entre os compostos teste e
o radioligante [*H]-N-a-metilhistamina pelo sitio de ligagdo do H3zR. A radioatividade do
radioligante retido nas membranas foi quantificada por contagem de cintilagdo liquida, que
mede a emissdo luminosa proporcional a concentragao ligada. A ligagdo especifica (interagdo
farmacologica relevante) foi calculada subtraindo-se a ligacao inespecifica (avaliada com 10
uM de pitolisant) da ligagao total.

A andlise dos dados, por regressdo ndo linear, permite obter a constante de afinidade
(Kj), que reflete a concentracdo necessaria para o ligante teste ocupar 50% dos sitios receptores
(Tabela 7).

Para o ensaio, foram selecionados os compostos 26a, 26j ¢ 25b (sintetizado em estudos
anteriores). A escolha dos compostos baseou-se nos requisitos estruturais conhecidos para
interacdo com o sitio ativo do receptor H3R, em especial a distancia de 4,5 A entre o grupo
basico e o heterodtomo da molécula (Khanfar et al., 2018). Nesse contexto, compostos
com cadeias espagadoras de trés metilenos foram considerados ideais para a inibigdo.
Adicionalmente, o composto 26a foi incluido no estudo para ampliar a analise comparativa e

enriquecer a discussdo dos resultados.
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Tabela 7. Resultados de afinidade dos compostos frente ao Receptor de Histamina tipo 3

(H3R) e comparagao com resultados frente 8 AChE.

N=N,
o
Nv™o o Yo

R

Composto n Ki hHzR [nM]? CIso?nCl\l/gE:cI: DP
26a 1 -Bn 558 [337; 925] 6+0,6
26j 2 -Bn 151 [70,5; 325] 1950 + 86
25hP 2 -Ph 31,9 [25,1; 40,5] 1,33+ 0,045
Pitolisant - - 6,09 -

20 intervalo de confianga (95%) é dado entre colchetes; ® composto obtido em

trabalhos anteriores (Nadur, 2020); © AChE de enguia elétrica.

Os valores de K; obtidos para os compostos 26a (558 nM), 26j (151 nM) e 25b (31,9
nM) estdo em concordancia com a literatura, que identificou cadeias de trés metilenos
espacadores como as mais adequadas para a interagdo com o H3zR. O 25b destaca-se como o
candidato mais promissor, exibindo poténcia préxima a antagonistas de referéncia do H3R,
como o pitolisant (Ki = 6,09 nM). Ja o composto 26j (K; = 151 nM), embora estruturalmente
andlogo ao 25b (homologo superior no triazol), apresenta afinidade reduzida, possivelmente
devido ao aumento da flexibilidade conformacional causado pela introdugdo do grupo metileno
entre o nucleo 1,2,3-triazol e a fenila, que pode comprometer o alinhamento ideal com o sitio
ativo, ou resultar em maior perda entropica na interacdo. Ambos os compostos (25b e
26j) foram considerados com potencial para otimizagdo estrutural em estudos futuros, nao

apenas pelo seu potencial frente ao receptor H3R, mas também devido ao seu perfil multialvo.

3.1.12. Atividade inibitoria dos compostos obtidos frente a Monoamino Oxidase
(MAO-A e MAO-B)

A avaliagdo do perfil de inibi¢do das monoaminoxidases A ¢ B (MAO-A/B)

fundamentou-se no fato de que as cumarinas atuam como scaffolds para inibicdo de MAO e por

apresentarem grupos aromaticos na posi¢ao 3 — regido reconhecidamente critica para a inibi¢ao

da MAO-B (Rullo et al., 2025).

Os ensaios para determina¢do da atividade inibitéria dos compostos sobre as

1soformas MAO-A e MAO-B foram conduzidos utilizando um método fluorimétrico que
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quantificou a produgdo de peroxido de hidrogénio (H202), subproduto da reagdo catalisada por
MAO. Nesse sistema, o H>O; reage com o corante Ampliflu Red (56) na presenca da
enzima peroxidase de raiz-forte (HRP), gerando resorufina (57), um composto fluorescente de
cor rosa com emissao em 587 nm (Esquema 18). A intensidade da fluorescéncia da resorufina
(55) ¢ diretamente proporcional a atividade enzimatica das MAOs, permitindo a avaliaciao

quantitativa da inibicao.

H202 02
< ;
NH, FAD FADH,
N A +
NH;
MAO
Tiramina benzaldeido amonia

O
/@T@\ + H,0, p_eroxidase de /@Nm
raiz-forte (HRP)
HO O OH HO (6) O
Ampliflu Red (56) Resorufina (57)
Esquema 18. Reacdo observada no ensaio de atividade inibitoria dos compostos sobre as

isoformas MAO A e MAO B.

Os ensaios foram realizados para os compostos 26a, 26j e 25b. A inibi¢do percentual
das isoformas MAO A e MAO B foi determinada inicialmente na concentragdo-teste de 1 pM.
Para o composto 26j, que exibiu inibicdo >50% na triagem inicial, os valores de Clso foram

determinados, permitindo a avaliagdo quantitativa da poténcia inibitdria (Tabela 8).

Tabela 8. Resultados de atividade inibitoria dos compostos frente as isoformas MAO

A ¢ MAO B.
N=N,
N-R
O SO
N0 o o
hMAO A hMAO B
Composto n R
Clso [nM]? Clso [nM]?
26a 1 -Bn 5,21+ 1,89°¢ 11,31 +1,90¢
26j 2 -Bn  31055[11758; 82018] 1688 [1164; 2449]
25bP 2 -Ph 6,43 +0,48° 11,40 + 1,89°¢
Rasagilina - - - 25+ 74

55



2 0 intervalo de confianga (95%) ¢ dado entre colchetes. ® composto obtido em trabalhos
anteriores (Nadur, 2020). ¢ porcentagem de inibicdo de MAO A/B em uma concentragdo de
teste de 1 uM + SEM. ¢Clso+ SEM [nM].

Com base nos resultados obtidos para a inibi¢cao das isoformas MAO A e MAO B pelos
compostos 26a, 26j e 25b, observa-se que apenas o0 26j exibiu inibicdo potente e
seletiva para MAO B, com valor de Clso = 1688 nM e razao de seletividade MAO B/A superior
a 18 vezes. Esse perfil ¢ farmacologicamente relevante, uma vez que inibidores seletivos de
MAOQO B sao prioritarios no tratamento de doengas neurodegenerativas, como a doenca de
Alzheimer, minimizando riscos de efeitos colaterais ligados a inibicdo de MAO A (ex.:
sindrome serotoninérgica).

Com base nos resultados de inibigdo de colinesterases e MAO, e afinidade pelo H3R,
apesar de poucos exemplos (n = 3), aparentemente ¢ possivel inferir que dependendo do perfil
de substituicao dos compostos, podemos ter modulagdes diferenciadas das atividades. Para 26a
(n=1e R =Bn), aprincipal atividade ¢ a inibicdo de AChE (Clso = 6nM), tendo como atividade
complementar a modulacao de H3R (Ki =558 nM). No caso de 26j (n =2 e R = Bn), homdlogo
superior de 26a na cadeia amino-alcoxila, foi possivel obter um composto com perfil inverso,
onde a modulacio de H3R (Ki = 151 nM) ¢ prioritaria, enquanto também apresenta atividades
complementares como inibidor de colinesterases e MAO B (AChE Clso = 1950 nM; BChE Clsy
= 3557 nM e MAO B Clso = 1688 nM). Por fim, 25b (n =2 e R = Ph), homologo inferior de
26j entre o nucleo 1,2,3-triazol e a fenila, se mostrou como promissor hit por apresentar
excelente modulacao de H3R (Ki = 31,9 nM) e interessante poténcia de inibi¢do da AChE (Clso
= 1330 nM). Esse conjunto de resultados mostra que essa série de compostos pode servir de

modelo para a criagdo de compostos multialvos para o tratamento da DA.

3.1.13. Avaliagao in silico da interacao dos compostos com a EeAChE

Para a realizacdao do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e
a enzima FeAChE foi utilizado a proteina disponivel no Protein Data Bank (PDB) de codigo
1C2B e resolucdo de 4,5 A (Bourne et al., 1999). Como a enzima 1C2B ndo possui substrato
co-cristalizado, a escolha da melhor fungao pelo programa GOLD 2024.3.0 foi realizada a partir
do redocking com a enzima co-cristalizada com o ligante bis-tacrina (PBD 2CMF) onde
observou-se que todas as quatros fungdes disponiveis foram capazes de produzir posigdes de
ligagdo da bis-tacrina (ligante co-cristalizado) com valores de RMSD inferiores a 1,00 A nas
enzimas avaliadas (EeAChE). Entretanto, apenas a fung¢do GoldScore apresentou

simultaneamente para uma mesma posicao de ligacdo o menor valor de RMSD e a maior
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pontuacdo de ancoramento, sendo, por esse motivo, esta funcdo escolhida para os
procedimentos subsequentes de atracamento molecular (De Souza et al., 2019; Neves Santos et
al., 2019). Os resultados de score de ligagao e valores de Clso obtidos para os compostos 26a-j
estao apresentados na Tabela 9, permitindo a visualizacdo da correlagdao entre os dados. O
detalhamento qualitativo das intera¢cdes moleculares entre os ligantes e a enzima EeAChE esta
descrito na Tabela S1 do Anexo 7.1.

Tabela 9. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados.

EeAChE
Compostos
GoldScore Clso (nM) £ DP

26a 82,01 6+0,6
26b 83,3 153+0,3
26¢ 73,41 4,2+0,1
26d 78,24 4,6 £0,6
26e 79,61 234+1,8
26f 82,87 13,1+0,8
26¢g 83,49 103,8 +5,4
26h 83,98 7,9+0,5
26i 80,18 129+ 1,0
26j 77,19 1950 + 86

Embora escores elevados de docking sugiram maior afinidade na interagdo ligante-
proteina, verificou-se que essas pontuacdes ndo corresponderam a conformagdo bioativa
experimentalmente relevante — especialmente para o composto 26j, cujo melhor score
computacional ndo refletiu sua orientagdo funcional no sitio ativo. Essa desconexdo ficou
evidente apoOs andlise minuciosa de todas as solugdes geradas pelo GOLD 2024.3.0, onde o
maior score nem sempre correspondia a conformacao esperada. A avaliacdo manual das poses
tornou-se necessaria porque esse experimento langa mao da mecanica molecular, que prioriza
otimiza¢do energética ainda que em detrimento aos angulos diedros e as coordenadas que
definem a orientacao da molécula no sitio. Para contornar essa limitagao seria necessario utilizar
experimentos baseados em calculos semiempiricos.

Com base na analise das poses de ligagcdo obtidas pelo estudo de docking, observou-se
que os inibidores ocuparam simultaneamente o sitio ativo (CAS) e o sitio periférico (PAS),

confirmando os dados do estudo de cinética enzimatica. No sitio ativo, o grupamento amino-
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ciclico protonado dos inibidores estabeleceu interagdes do tipo cation-t com o residuo Trp86.
Além disso, o nicleo cumarinico posicionou-se no canal do sitio ativo, formando ligacdes de
hidrogénio com o residuo Tyr337 e o grupo peptidico do residuo Phe295. Essas trés interacdes,
jé descritas como requisitos essenciais para a atividade inibitoria de compostos do tipo alcoxi-
amino-cumarinas, foram consistentemente observadas em todos os derivados sintetizados
(Figura 26A).

Adicionalmente, o triazol substituido na posi¢do 3 da cumarina orienta-se para a regiao
de intersecdo entre o sitio ativo (CAS) e o sitio periférico (PAS), estabelecendo ligacdes de
hidrogénio e/ou interagdes hidrofobicas, dependendo dos substituintes presentes no grupo
benzila. Por sua vez, o grupo benzila posiciona-se na entrada da cavidade do PAS, atuando

predominantemente por meio de interagdes hidrofobicas (Figura 26B).

-

Figura 26. A) Analise da sobreposi¢cao dos compostos 26a-j é a cavidade enzimatica da AChE.

I -

B) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da AChE com os compostos 26a-j ancorado.

Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC).

Ao analisar a sobreposi¢do entre o composto 26a e o prototipo 25a (Figura 27A),
observa-se que as interagdes no sitio catalitico sdo mantidas, enquanto as interagdes no sitio
alostérico sofrem modificacdes. Sob a perspectiva da superficie de Van der Waals, nota-se que
no protodtipo 25a, o triazol estd posicionado no limite da cavidade (Figura 27B-i),
com liberdade conformacional restrita devido ao impedimento estérico causado pelo grupo
fenila no sitio alostérico (Figura 27B-ii). Em contraste, no composto 26a, o carbono sp’ da
benzila confere ao triazol maior flexibilidade conformacional, permitindo interagcdes de
hidrogénio com os residuos Phe295 (3,2A), Arg296 (3,4A) e Ser293(3,2A) e posicionamento

direcionado do anel aromatico no sitio alostérico (Figura 27C).
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p d

Figura 27. A) Andlise das principais interagdes moleculares entre o composto 26a, destaque

em azul, e a cavidade enzimatica da AChE, com sobreposi¢do ao composto 25a, destaque em
rosa. B) Analise da superficie de Van der Waals com o composto 25a (rosa) ancorado. C)
Andlise da superficie de Van der Waals com o composto 26a (azul) ancorado. Figura gerada

com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrédinger LLC).

A analise das poses de ligacdo obtidas no estudo de docking para o inibidor 26¢ o mais
potente da série, revelou a interagdo do tipo cation-z com o residuo Trp86 do sitio ativo (CAS),
além de ligagdes de hidrogénio com os residuos Tyr337 (1,9 A), Phe295 (1,6 € 2,8 A), Arg296
(2,4 2,8 A) e Ser203 (2,8 A). O grupo benzila meta-substituido com uma metoxila interagiu

exclusivamente por interacdes hidrofobicas no sitio periférico (PAS). Adicionalmente,
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observaram-se interacdes hidrofobicas ao longo da cavidade da enzima, contribuindo para a

estabilizacdo do complexo.

Figura 28. Andlise das principais interagdes moleculares entre o composto 26¢, destaque em
rosa, ¢ a cavidade enzimatica da AChE. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright ©
Schrodinger LLC).

Quando analisamos o composto 26d, cuja poténcia ¢ equivalente a do 26¢, observamos
de forma andloga a intera¢do cation-t com o residuo Trp86 e ligacdes de hidrogénio com os
residuos Tyr337 (1,9 A), Phe295 (1,8 A e 3,1 A), Arg296 (2,5 A e 3,4 A) e Ser203 (3,1 A).
No sitio periférico (PAS), o grupo benzila para-substituido com grupo metoxila também
interagiu exclusivamente por interagdes hidrofobicas. Entretanto, ao analisarmos as distancias
das interacdes e os angulos conformacionais, conclui-se que a diferenca minima na
atividade entre os dois compostos € provocada pelo deslocamento estrutural induzido pela
posi¢ao do substituinte no grupo benzila, alterando o arranjo espacial do ligante na cavidade

enzimatica.
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Figura 29. Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 26d, destaque em
ciano, e a cavidade enzimatica da AChE, com sobreposi¢ao ao composto 26¢, destaque em rosa.

Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC).

Ja os demais derivados benzilicos com dois carbonos na cadeia alquilica (26b, e-j)
demonstraram interagir predominantemente no sitio ativo (CAS), estabelecendo interacdes
cation-t com o residuo Trp86 e ligacdes de hidrogénio com os residuos Tyr337 e Phe295.
Entretanto, as interagdes no sitio periférico (PAS), induzidas pelos substituintes do grupo
benzila, deslocaram a estrutura do ligante, impedindo a formag¢ao de ligacdes de hidrogénio

com os residuos Arg296 e Ser293 (Figura 30A).

Na analise das poses dos compostos 26f (m-Cl) e 26h (m-Br), demonstrou-se a presenca
de intera¢des de halogénio com o residuo de GIn291 (26f e 26h) (Figura 30B). Uma vez que
a interacdo de halogénio ¢ uma interacdo ndo covalente que ocorre devido a polarizacdo da
ligacdo carbono-halogénio, a forca dessa interacao depende diretamente da polarizabilidade e
tamanho do atomo de halogénio. Desta forma, pode se dizer que a ordem de forca das interagdes
de halogénio ¢ Br > Cl > F. Essa tendéncia correlacionou-se diretamente com os potenciais de

inibi¢do dos compostos, que seguiram a mesma hierarquia: 26h > 26f > 26e.
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Figura 30. A) Andlise da sobreposicdo dos compostos 26b, e-j na cavidade enzimética da

™, |

.

AChE. B) Andlise da sobreposicdo dos compostos 26e-f, h, destacando as interacdes de
halogénio entre o composto 26h (roxo) e 26f (azul claro) com o residuo GIn291. Figura gerada

com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC).

Ao avaliar a variagdo do tamanho da cadeia alifatica, observou-se que o composto 26j
(3 metilenos), manteve a interagdo do tipo cation-n com o residuo Trp86 no sitio catalitico
(CAS), embora esta apresentasse leve descentralizagdo. Além disso, foram observadas
interagdes de hidrogénio com os residuos Tyr337 (1,9 A) e Phe295 (2,2 A). Entretanto, a
variacdo do tamanho da cadeia alquilica induziu o deslocamento do ligante na cavidade,
impedindo a formac¢ao de ligacdes de hidrogénio com os residuos Arg296 e Ser293 no sitio
periférico (PAS). Essa alteragdo correlaciona-se com a diminui¢do da poténcia de inibi¢ao desse

composto, conforme observado nos ensaios in vitro.
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Figura 31. Anélise da sobreposicdo do composto 26j (vinho) e o composto 26a (azul), na
cavidade enzimatica da AChE. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger
LLC).

3.1.14. Avaliacao in silico da interacio dos compostos com a EgqBChE

Para a realiza¢do do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e
a enzima EgBChE, foi necessdaria a constru¢do de um modelo tridimensional (3D) a partir de
uma sequéncia disponivel no banco de dados UniProtKB/Swiss-Prot (acesso QININ9). O
modelo foi gerado no servidor Swiss-Model, utilizando como template a estrutura
cristalografica da BChE humana (PDB 4BDS) (Nachon et al., 2013). O modelo final apresentou
identidade sequencial de 89,89% em relacdo a enzima humana, com uma cobertura de 0,87.
Para validagao da fungao de scoring no programa GOLD 2024.3.0, realizou-se um experimento
de redocking com a tacrina (ligante co-cristalizado no PDB 4BDS). A fun¢ao ASP demonstrou
maior precisdo na reproducdo das interacdes moleculares da tacrina, com valores de RMSD
inferiores a 1,00 A. Os resultados de score de ligagdo e valores de Clso obtidos para os
compostos 26a-j estdo apresentados na Tabela 10, permitindo a visualizagdo da correlagdo entre
os dados. O detalhamento qualitativo das interagdes moleculares entre os ligantes e a enzima

EgBChE esté descrito na Tabela S2 do Anexo 7.1.
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Tabela 10. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados.

EgBChE
Compostos
ASP Clso (nM) = DP
26a 48,55 3790 + 365
26b 50,06 2810 +233
26¢ 50,67 2880 + 122
26d 50,40 2080 + 99
26e 48,29 4120+ 110
26f 48,38 1950+ 115
26¢g 48,13 2240 + 60
26h 48,64 2090 + 54
26i 48,34 1140 £ 70
26j 50,44 3557 £ 185

A andlise das poses de liga¢ao obtidas pelo estudo de docking revelou que os inibidores
ocupam simultaneamente o sitio catalitico (CAS) e o sitio periférico (PAS) da enzima, o que
estd em concordancia com os dados cinéticos observados experimentalmente. No CAS, o
grupamento amino-ciclico protonado dos inibidores estabelece interagdes do tipo cation-m com
o residuo Trp110, enquanto o nicleo cumarinico posiciona-se no sitio catalitico, formando uma
interacao de empilhamento - com o residuo Tyr360. No sitio periférico (PAS), predominaram
interacdes  hidrofobicas, cujos residuos envolvidos mantiveram-se consistentes
independentemente dos substituintes presentes no grupo benzila. Entretanto, a natureza desses
substituintes influenciou diretamente os parametros geométricos das interagdes, como
distancias intermoleculares e angulos conformacionais, sem alterar significativamente a
identidade dos residuos participantes.

Os resultados de docking apoiam a influéncia do volume da cavidade da BChE na
atividade dos compostos. A maior dimensao do sitio ativo da BChE, embora permita a entrada
de ligantes mais volumosos, compromete a formacao de interagdes direcionais e estaveis. Essa
menor eficiéncia nas interagdes moleculares explica diretamente os menores valores de

poténcia inibitoria observados in vitro em comparacao a AChE
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Figura 32. A) Analise da sobreposi¢cdo dos compostos 26a-j e a cavidade enzimatica da BChE.
B) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da BChE com os compostos 26a-j ancorado,

visto de frente e C) de lado. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrédinger LLC).

Ao analisar a sobreposi¢do entre o composto 26a e o prototipo 25a (Figura 33A),
observa-se que as interagdes no sitio catalitico sd3o mantidas, enquanto as interagdes no sitio
alostérico sofrem modificacdes. Sob a perspectiva da superficie de Van der Waals (Figura 33B),
nota-se que no prototipo 25a, o triazol direciona o anel fenilico para a entrada da cavidade, em
uma regiio como poucos aminoacidos. Em contraste, no composto 26a, o carbono sp’ da
benzila confere uma maior flexibilidade conformacional, permitindo diversas interagdes
hidrofébicas no PAS. Ainda que energeticamente modestas, essas interagdes hidrofobicas
estabilizam o complexo no PAS, elevando a afinidade pelo sitio ativo mesmo quando o CAS

permanece inalterado.
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Figura 33. A) Analise da sobreposicao dos compostos 25a (rosa) e 26a (azul) e a cavidade

enzimatica da egBChE. B) Andlise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da egBChE com os
compostos 25a e 26a ancorado. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger
LLC).

3.1.15. Avaliacao in silico da interacao dos compostos no receptor de Histamina H3
(H3R)

Para a realiza¢do do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e
a enzima #H3R foi utilizado a proteina disponivel no Protein Data Bank (PDB) de codigo 7F61
e resolugio de 2,6 A (Peng et al., 2022). Para determinar a melhor fung¢io pelo programa GOLD
2024.3.0 foi realizada redocking com o ligante co-cristalizado da enzima (PF03654746). A
fun¢do ChemPLP demonstrou maior precisdo na reproducdo das interagdes moleculares do
ligante, com valores de RMSD inferiores a 1,00 A. Além disso, a molécula do pitolisant (20)
foi utilizada como referéncia experimental para validar o modelo de docking. Os resultados
de score de ligagdo e valores de Ki obtidos para os compostos 26a, 26j e 25b estao apresentados
na Tabela 11, permitindo a visualizacdo da correlagdo entre os dados. O detalhamento
qualitativo das interagdes moleculares entre os ligantes e a enzima #H3R esta descrito na Tabela
S3 do Anexo 7.1.

Os resultados indicaram que todos os compostos formaram interacdes eletrostaticas
(pontes salinas) entre a amina cationica e o residuo Aspl14, reconhecido na literatura
como aminoacido-chave do sitio de ligacdo do H3R (Wingen; Stark, 2013). Essa interagdo ¢

caracteristica de ligantes que adotam uma conformagdo estendida, condi¢do essencial para
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posicionar o grupo catidénico na regido mais profunda do sitio de liga¢do, onde o Aspl14 esté

estrategicamente localizado (Afiazco et al., 2025).

Tabela 11. Resultados de score e os respectivos valores de Ki dos compostos avaliados.

hH3R
Compostos
ChemPLP Ki [nM]?
26a 101,31 558 [337; 925]
26j 106,73 151 [70,5; 325]
25bP 86,50 31,9 [25,1; 40,5]

20 intervalo de confianca (95%) ¢ dado entre colchetes.
® composto obtido em trabalhos anteriores (Nadur, 2020)
Nos compostos 25b e 26j, que possuem cadeias espagadoras com trés metilenos, a
interagdo com o residuo de Asp114 (25b: 2,7 A e 26j: 2,6 A) foi mediada por um empilhamento
-7t do tipo T entre o nicleo cumarinico e os residuos Phe193 (25b: 5,9 A e 26j: 5,5 A) e Phe398

(25b: 5,0 A e 26j: 5,1A), além de um empilhamento n-r paralelo envolvendo o anel triazélico

e o residuo Tyr94 (25b e 26j: 4,4 A). Adicionalmente, foram identificadas duas interagdes de
ligagdo de hidrogénio com os residuos Tyr189 (25b: 2,9 € 3,3 A e 26j: 2,5 ¢ 3,5 A) e Tyr394
(25b: 2,1 A e 26j: 2,4 A) (Figura 34).

Figura 34. Anélise das principais interagdes moleculares entre o composto 26j e a cavidade da

hH3R. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC).
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Em contraste, o composto 26a — com cadeia espacadora de dois grupos metilenos —
interagiu com o residuo Asp114 (2,8 A), porém exigiu um deslocamento estrutural na cavidade
que prejudicou outras interacdes essenciais a estabilizagdo do complexo (Figura 35A).

Adicionalmente, foram detectadas interagdes hidrofobicas como um empilhamento n-n do tipo

T com Phe398 (4,5 A) e um empilhamento n-w paralelo com Tyr94 (4,0 A) (Figura 35B).

—

«

B) Analise das principais interagdes moleculares entre o composto 2a e a cavidade da #H3R.

Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrédinger LLC).

3.1.16. Avaliacao in silico da interacao dos compostos Monoamino Oxidase (MAO-
A e MAO-B)

Para o estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e a isoforma
hMAO-A foi utilizado a proteina disponivel no Protein Data Bank (PDB) de codigo 225X e
resolucdo de 2,2 A (Son et al., 2008). Para determinar a melhor fungio pelo programa GOLD
2024.3.0 foi realizada redocking com o ligante co-cristalizado da enzima (Harmina). A fungao
ChemPLP apresentou maior precisdo na reproducdo das interagdes moleculares do ligante
nativo, com valores de desvio quadratico médio (RMSD) inferiores a 1,00 A, validando sua
selecdo para analises subsequentes.

Para a isoforma AMAO-B, adotou-se o PDB de c6digo 2V60 e resolucio de 2,0 A (Binda
et al., 2007). O procedimento de redocking foi executado com o ligante co-cristalizado 7-(3-
clorobenziloxi)-4-carboxaldeido-cumarina. A funcdo Chemscore demonstrou maior eficiéncia
na predicao das interacdes moleculares, exibindo valores de RMSD consistentemente abaixo
de 1,00 A, o que justificou sua aplicagdo nos experimentos.

Os resultados de score de ligagdo e valores de Clso obtidos para os compostos 26a, 26j

e 25b estdo apresentados na Tabela 12, permitindo a visualizagdo da correlagao entre os dados.
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O detalhamento qualitativo das interacdes moleculares entre os ligantes e a enzima hMAO esta
descrito na Tabela S4 e Tabela S5 do Anexo 7.1.

Tabela 12. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados.

MAO-A MAO-B
Compostos
ChemPLP Clso [nM]? Chemscore Clso [nM]?
26a 63,62 5,21+ 1,89°¢ 36,53 11,31 £1,90¢
31055 1688

206j 79,50 37,82

[11758; 82018] [1164; 2449]
25bP 72,61 6,43 +0,48° 37,66 11,40 £ 1,89°

0 intervalo de confianca (95%) é dado entre colchetes. ® composto obtido em trabalhos
anteriores (Nadur, 2020). ¢ porcentagem de inibicdo de MAO A/B em uma concentragdo de
teste de 1 uM + SEM.

Os dominios de ligacdo de substrato das MAO-A ¢ MAO-B s3o majoritariamente
hidrofdbicos, com cavidades de ~550 A* e ~490 A3, respectivamente. Residuos como Phe208
e [1e335 na MAO-A, e 11e199 e Tyr326 na MAO-B, sdo considerados de grande importancia
para as interagdes com substratos e inibidores, definindo as diferencas funcionais entre as
isoformas (Shi et al., 2019).

Os resultados para a isoforma MAO-B indicaram que os compostos interagem com o
sitio ativo da enzima, composto por duas regides distintas: a cavidade do substrato e a cavidade
de entrada. A cavidade do substrato, localizada adjacente ao cofator FAD, ¢ delimitada pelos
residuos Tyr60, Trp119, Leul64, Leul67, Cys172, GIn206, Tyr398 e Tyr435. J4 a cavidade de
entrada, posicionada abaixo da superficie da proteina, ¢ uma regido lipofilica revestida pelos
residuos Phe168, Leul71, Ile198, 1le199 e Tyr326 (Zotek et al., 2024).

O composto 26j, o Gnico que apresentou poténcia significativa para essa enzima,
demonstrou interagdes de ligagdo de hidrogénio com Prol02 (1,7 A) e GIn206 (3,1 A).
Adicionalmente, apresentaram empilhamento - com os residuos de Tyr398 (3,9 A) e Tyr435

(3,7 A), empilhamento n-x do tipo T com o residuo de Tyr326 (5,3 A) (Figura 36).
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Figura 36. Andlise das principais interacdes moleculares entre o composto 26j e a cavidade
enzimatica da MAO-B. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrédinger LLC).
Por sua vez, os compostos 26a ¢ 25b, embora tenham demonstrado baixa poténcia de
inibi¢do no estudo experimental, apresentaram interacdes com as cavidades da enzima no
estudo de ancoramento molecular. As interagdes de empilhamento n-m com os residuos Tyr398
e Tyr435 mantiveram-se presentes, assim como o empilhamento n-n do tipo T com o residuo
Tyr326. Entretanto, interacdes-chave como ligagdes de hidrogénio com os residuos Pro102 e
GIn206 nao foram observadas, uma vez que a orientacdo dos compostos na cavidade ¢ distinta

(Figura 37).

o\ IN

Figura 37. A) Composto 26a ¢ B) Composto 25b na cavidade enzimatica da MAO-B. Figura
gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC).

Ja na isoforma MAO-A, foi observado que nenhum dos compostos avaliados estabelece
interagdes com os residuos polares criticos (ex.: Tyr69, GIn215, Tyr407, Tyr444) localizados
na regido profunda do sitio ativo, adjacente ao cofator FAD. Em vez disso, as interagdes
restringiram-se a residuos da cavidade de entrada. Essa tendéncia estd associada ao maior

volume da cavidade da MAO-A (=550 A%), que permite a entrada de inibidores menos
70



volumosos, porém ndo direciona esses compostos eficientemente para a regido catalitica
proxima ao FAD. Como resultado, essas moléculas tendem a se estabilizar na por¢ado inicial da

cavidade, interagindo com residuos como Phe208 eThr211 (Figura 38).

> \ & J 1

a cavidade enzimatica da MAO-A. Aminoacidos Tyr69, GIn215, Phe352, Tyr407, Tyr444

destacados em rosa. B) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da MAO-A com os
compostos 26a, 26j e 25b ancorado. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright ©
Schrodinger LLC).
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3.1.17. Ensaio de citotoxicidade e neuroprotecio in vitro contra a linhagem celular

de neuroblastoma SH-SY5Y

A avaliagdo de seguranca ¢ essencial no desenvolvimento de novos compostos
bioativos. Grande parte do fracasso no processo de descoberta de novos medicamentos (ensaios
clinicos) seria atribuida a perfis de seguranca insuficientes (De Conto et al., 2021). Assim,
foram avaliadas a neurotoxicidade dos derivados mais potentes na inibi¢do da AChE (26a, 26¢,
26d e 26j) frente a linhagem imortalizada SH-SYS5Y nas concentra¢des de 12,5, 25 ¢ 50 uM
(Figura 39A). Os compostos apresentaram perfis considerados ndo neurotoxicos até 25 uM,
pois a viabilidade celular permaneceu acima ou igual a 70%. Apenas 26¢ reduziu a viabilidade
celular abaixo desse limite (63%), e apenas a 50 uM. Além disso, os compostos 26a, 26d ¢ 26j
apresentaram viabilidade celular a 50 uM compardvel aos padrdes farmacologicos, como
donepezila (80%) e tacrina (97%), testados nas mesmas condigdes (Das; Tizabi, 2009;
Przybytowska et al., 2022; Queda et al., 2021).

Para avaliagdo do potencial neuroprotetor de compostos, empregaram-se modelos in
vitro que simulam danos neuronais. Nesses protocolos consolidados, culturas neuronais sao
expostas ao perdxido de hidrogénio (H202) agente neurotoxico que induz desregulacdo do
balango redox via superproducao de espécies reativas de oxigénio (ROS).

Neste estudo, investigou-se a capacidade dos mesmos compostos testados quanto a
neurotoxicidade (26a, 26¢, 26d e 26j) em prevenir a morte celular neuronal induzida por H>O»
na linhagem imortalizada SH-SYS5Y. Neste ensaio, a adi¢do de H202 (400 uM) ao meio de
cultura induziu morte celular significativa, demonstrada por uma reducado de 65% na viabilidade
celular em compara¢do com o meio controle (DMEM:F12) (Figura 39B).

O farmaco de referéncia e o controle positivo donepezil (Leonel Silva Sousa et al.,
2024), a 10 uM, aumentaram a viabilidade celular em 11% (para 76%). Notavelmente, 1h e 1k
demonstraram interessante capacidade neuroprotetora, aumentando a viabilidade celular em
239% (viabilidade celular de 88%) e 27% (viabilidade celular de 92%), respectivamente (Figura
6B).
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Figura 39. A) A viabilidade celular (%) foi avaliada a partir de células SH-SYSY pré-incubadas
com 12,5, 25,0 e 50,0 uM dos compostos 26a, 26¢, 26d ¢ 26j. Os resultados representam a
média de 9 réplicas (n=9). B) Efeitos neuroprotetores dos compostos 26a, 26¢, 26d e 26j (12,5
uM) em células SH-SYSY danificadas por H2O». As células foram pré-incubadas com 12,5 pM
dos compostos ou 10 uM do farmaco padrao donepezil por 2 horas e entdo expostas a H>2O»
(400 uM) por 24 horas. Para ambos os ensaios, a viabilidade celular foi avaliada usando o ensaio
MTT. Os dados sdo expressos como média + desvio padrao (DP); (n=9). (*p <0,05; **p <0,01;
**%p <0,001). Comparagdes estatisticas foram realizadas entre cada composto e o experimento

de controle com H>O».

3.1.18. Analise do perfil fisico-quimico ADMET in silico

O perfil farmacocinético dos novos derivados de 1,2,3-triazol-cumarina (26a—j) foi
avaliado por meio de estudos in silico, revelando propriedades ADMET favoraveis para a
maioria dos compostos. Os principais parametros incluiram area de superficie polar topologica
(TPSA: 73,39-85,42 A?), Log P de consenso (3,63—4,60), absor¢do intestinal humana (HIA),
permeabilidade da barreira hematoencefalica (BHE), status do substrato da glicoproteina-P (P-
gP) e similaridade com farmacos (Tabela 13; Tabela S11 - Tabela S20). Polaridade moderada
(TPSA < 79 A?) e lipofilicidade balanceada colocaram a maioria dos derivados na regido
amarela do modelo BOILED-Egg (Daina; Zoete, 2016) (Figura 40), sugerindo alta
acessibilidade ao sistema nervoso central (SNC) — critica para terapéuticas de acdo central.
Todos os compostos foram identificados como substratos de P-gP, enquanto 1a-b, le-h e In
aderiram as regras de similaridade a farmacos de Lipinski’s (Lipinski et al., 2012), Ghose
(Ghose; Viswanadhan; Wendoloski, 1999), Veber (Veber et al., 2002), Egan (Egan; Merz;
Baldwin, 2000) e Muegge (Muegge; Heald; Brittelli, 2001) sem viola¢des, refor¢cando sua

promessa como candidatos a farmacos.

Esta analise demonstrou que, embora os compostos 26¢ e 26d apresentem forte poténcia

inibitoria contra a AChE, seu alto TPSA (82,62 A?) compromete a permeabilidade da BHE.
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Portanto, o composto 26a surge como um lead candidate, combinando poténcia relevante

contra a AChE com um perfil farmacocinético favoravel.

Tabela 13. Parametros-chave ADME.

Permeabilidade
Compostos TPSA (A?) LogP Log S Absorcao GI
BBB
26a 73,39 3,63 -4,93 Alto Sim
26b 82,62 3,64 -5,00 Alto Nao
26¢ 82,62 3,63 -5,00 Alto Nao
26d 82,62 3,63 -5,00 Alto Nao
26e 73,39 4,04 -5,09 Alto Sim
26f 73,39 4,22 -5,52 Alto Sim
26g 73,39 4,19 -5,52 Alto Sim
26h 73,39 4,30 -5,84 Alto Sim
26i 73,39 4,27 -5,84 Alto Sim
26j 73,39 3,99 -5,15 Alto Sim
BBB
HIA
© PGP+
© PGP-

24h, 24i — g —24f, 24g
24e, 24j —
A © <24b, 24c,24d
)
24a

Figura 40. Modelo ADMET BOILED-Egg para compostos cumarinicos 26a—j. (HIA) absor¢ao
gastrointestinal; (BBB) penetragdo cerebral; (PGP+) substrato para glicoproteina P; (PGP-) Nao

¢ um substrato para glicoproteina P.
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3.2. SERIE B
3.2.1. Planejamento sintético dos compostos

A sintese da série de compostos (58a-g) foi planejada com base na analise retrossintética
detalhada no Esquema 19.

Inicialmente, a partir de uma desconexdao C-N (etapa a) de 58a-g, foi identificado a
piperidina (28) e as 7-bromoalcoxi-3-R-fenilquinolin-2(1H)-ona (59a-g) como precursores,
sendo essa etapa proporcionada pela reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2).

Através de uma desconexdao C-C (etapa b) se identificou como precursores o
intermediario-chave (60a-b) ¢ os acidos bordnicos (61a-f) obtidos via reagdo de arilagdo
radicalar direta mediada por KMnO4/AcOH.

Em seguida, através de uma IGF (etapa c), o precursor do intermedidrio-chave (60a-b)

foi caracterizado como os compostos 62a-b, explorando reacdes de aromatizagao oxidativa.

%
/ IR R =H, m-OCH; p-OCH; p-CN, p-F, p-NO, \
@ -
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Esquema 19. Andlise retrossintética para obtencdo dos compostos planejados da série B.

Através de uma desconexdo C-O (etapa d), foi possivel identificar o composto 7-

hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63) e os dibromoalcanos (37a-b) como percursores dos
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respectivos compostos alquilados 62a-b mediante uma reacdo de substituicdo nucleofilica
bimolecular (Sn2).

Em seguida, caracterizou-se o 3-cloro-N-(3-metoxifenil)propanamida (64) como
precursor do composto 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63), através de uma
desconex@o C-C (etapa e), utilizando reagdes de alquilacdo de Friedel-Crafts com cloreto de
aluminio seguida de fechamento de anel. Paralelamente, ocorre uma desconexao O-H (etapa f),
por meio de uma reacao de substituicao nucleofilica bimolecular (Sn2) com cloreto de aluminio.

Por fim, uma desconexao C-N (etapa g) sugere como reagentes de partida a m-anisidina

(65) e o cloreto de 3-cloropropanoila (66), através de uma reagdo de acilagdo de aminas.

3.2.2. Obtencao da 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63)

O composto 3-cloro-N-(3-metoxifenil)propanamida (64) foi obtido por reacao de
acilacdo de aminas, utilizando a m-anisidina (65) com o cloreto de 3-cloropropanoila (66),
carbonato de potassio (K2CO3) em tolueno, com aquecimento a 60°C (Esquema 20). O produto
foi obtido como um soélido branco com rendimento de 87% e com ponto de fusdo na faixa de
92-95°C (literatura: P.F. =93-95 °C).

Em seguida, o composto 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63) foi obtido por
reacdo de Friedel-Craft, utilizando a 3-cloro-N-(3-metoxifenil)propanamida (64) com o cloreto
de aluminio (AICl3), com aquecimento a 210°C (Esquema 20). O produto foi obtido como um

solido amarelo com rendimento de 65%, com ponto de fusdo na faixa de 234-238°C (literatura:
P.F.=233-237 °C).

. O 0
Q oo (L3 e 1),
—l— =9 —_—
~o NH CI)J\/\CI ~o NJ\/\CI N0

2 Tolueno N 210°C HO
65 66  60°C 64 30 min H 63
87% 65%

Esquema 20. Obten¢do da 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63)

O mecanismo proposto para obtencdo do composto 64 ¢ adigdo-eliminacdo
(Substitui¢do Nucleofilica Acilica), onde inicia-se com o ataque nucleofilico do par de elétrons
ndo ligantes da amina ao carbono eletrofilico do cloreto de acila. Este carbono ¢ eletrofilico
devido a retirada de densidade eletronica pelo oxigénio carbonilico e pelo atomo de cloro,
ambos grupos retiradores de elétrons. O intermedidrio tetraédrico formado (XIV) perde um
proton para o meio, e em seguida temos a eliminac¢do do haleto e a formag¢do do composto 3-

cloro-N-(3-metoxifenil)propanamida (64) (Esquema 21).
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Esquema 21. Esquema de intermedidrios proposto para a formacdo do composto 3-cloro-N-

(3-metoxifenil)propanamida (62).

Para a obtengdo da 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63), empregou-se uma
reacao classica de alquilagdo de Friedel-Craft, na qual temos a forma¢ao de um intermediario
carbocation ap6s a coordenagao com o acido de Lewis, de modo que a estabilidade desse cation
¢ determinante para o sucesso da reacdo. Entretando, quando se trata de haletos de primarios,
que ndo formam carbocations estaveis, € observado que sob condigdes de Friedel-Craft, esses
haletos reagem via Sn2, promovendo a transferéncia do grupo alquila para o anel aromatico de
forma concertada (Clayden; Greeves; Warren, 2012).

Nesse contexto, 0 mecanismo proposto para a formagao do composto alvo envolve uma
alquilacao de Friedel-Crafts seguida de fechamento de anel quinolinico. Esse processo se inicia
pela ativagdo eletrofilica do AICl; que se coordena ao 4&tomo de cloro da cadeia lateral, tornando
o carbono do cloreto mais eletrofilico e suscetivel ao ataque nucleofilico. O anel aromatico
entdo realiza um ataque nucleofilico intramolecular a esse carbono eletrofilico, formando o
intermediario ciclico (XVI) que ¢ estabilizado pelo efeito de ressonancia. Em seguida, ocorre a
perda de um proton para restabelecer a aromaticidade do sistema (Esquema 22) (Clayden;

Greeves; Warren, 2012).
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Esquema 22. Esquema de intermedidrios proposto para o fechamento do anel do composto 7-

hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63)

Paralelamente, temos uma O-desmetilagdo onde o AlICl3, atuando como uma acido de
Lewis, aceita um par solitario de elétrons no seu orbital p vazio, proveniente o oxigénio da
metoxila. O ion oxdnio (XVII) resultante pode ser atacado por Cl" em uma reacdo Sn2, onde
temos a clivagem da ligacdo C-O e a formagdo do intermediario de reacao XVIII, que se
hidrolisa para a formag¢ao do grupo hidroxila no composto 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-

ona (63) (Esquema 23) (Clayden; Greeves; Warren, 2012).
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Esquema 23. Esquema de intermediarios proposto para a O-desmetilagcao para formacao do
composto 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63).

Para confirmar a formagao dos compostos 3-cloro-N-(3-metoxifenil)propanamida (64)
e 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63), foram realizados experimentos de determinacao

estrutural por RMN 'H e 3C. Os espectros do composto 64 encontram-se nas Figura S41 a
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Figura S42 (Anexo 7.2), enquanto os do composto 63, cujos sinais serdo discutidos adiante,
estdo nas Figura S43 a Figura S44 (Anexo 7.2).

Sinais caracteristicos no espectro de RMN 'H foram determinantes para comprovar a
formagdo do composto 63. Na regido de campo baixo do espectro, foi possivel identificar o
hidrogénio de amida (Hxu) com sinal simpleto 6 9,91 (s, 1H). O outro simpleto em 9,23 (s, 1H)
presente nessa regido corresponde ao hidrogénio fendlico (Hon), confirmando a O-
desmetilagdo. Além disso, os hidrogénios aromadticos apresentam absor¢do na regido
caracteristica, com deslocamentos quimicos: ¢ 6,88 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 6,29 (d, J = 2,2 Hz,
1H); 6,27 (dd, J = 8,0, 2,3 Hz, 1H). Esses sinais foram atribuidos respectivamente aos

hidrogénios Hs, Hg e He, confirmando o padrao esperado para o composto.

5 4
6 3
10
9 2
HO™ 7 N (@)
8 H

Na regido de campo alto do espectro, ¢ possivel observar os sinais atribuidos aos
hidrogénios Hz e Hs. O sinal em & 2,69 (¢, J = 7,5 Hz, 2H) corresponde aos hidrogénios
benzilicos, desprotegidos pelo campo anisotropico do anel, mas com um efeito menor devido a
distancia do anel. Ja o sinal em 6 2,35 (¢, /= 7,5 Hz, 2H) ¢é referente aos hidrogénios do grupo
metilénico a de amidas (H3), desblindados pela influéncia do grupo carbonila.

No espectro de RMN !3C a confirmagio da formagio da 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-
2(1H)-ona (63) foi evidenciada pelos quatro sinais referentes aos carbonos quaternérios: o
170,36 (C), 156,48 (C7), 139,05 (Co) e 113,74 (Ci0). Adicionalmente, foram observados trés
sinais atribuidos aos carbonos aromaticos com hidrogénios diretamente ligados: 128,32, 108,82
e 102,33, referentes respectivamente a Cs, Cs € Cg. A auséncia do sinal referente ao carbono da
metoxila, previamente observado para o composto 63 confirma a O-desmetilacdo. Por fim,
foram observados os sinais referentes aos carbonos sp® pelos sinais em § 30,94 e 24,05,

correspondentes aos carbonos C3 e Cq, respectivamente.

3.2.3. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b)

Os compostos 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1/)-ona (62a-b) foram obtidos via
reagdo de O-alquilagdo, apresentando distintas caracteristicas fisicas. Seus rendimentos

variaram entre 48-61%, de acordo com o numero de carbonos espacadores, e ponto de fusdo do
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composto 62a foi determinado (ndo havendo relatos de P.F.na literatura para o sélido obtido)

(Tabela 14).

Tabela 14. Caracteristicas fisicas, pontos de fusao e rendimentos da 7-(bromoalcoxi)-3,4-

diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b).

BrWomo

H
Compostos n Caracteristicas fisicas P.F °C Rendimento (%)
62a 1 Solido amarelo 146 — 150 48
62b 2 Oleo amarelo - 61

A reagdo de O-alquilagdo (Sintese de Williamson) foi realizada a partir da 7-hidroxi-
3.,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63), carbonato de potassio (K2CO3) e dibromoalcanos (37a-b)

em etanol, sob aquecimento de 80 °C (Esquema 24).

B
m r\M”/\Br m
HO N"S0  K,COq B ™o N" Y0

H EtOH, 80°C =12 H

63 62a (n=1, 48%); 62b (n=2, 61%)

Esquema 24. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b)

Para confirmar a formag¢ao do composto 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona
(62a-b), foram realizados experimentos de determinagio estrutural como RMN 'H e *C, cujos
espectros estdo disponiveis nas Figura S45 a Figura S48 do Anexo 7.2. Os principais
indicadores da formacdo desses compostos no espectro de RMN 'H foram os sinais
caracteristicos de hidrogénios ligados a carbonos sp®. Destacou-se, em particular, a presenca de
um tripleto na regido de 6 3,99 - 4,23, com integracdo correspondente a dois, atribuido aos
hidrogénios metilénicos conectados ao carbono oxigenado. De forma similar, os sinais
correspondentes ao carbono oxigenado podem ser observados no espectro de RMN '3C, na
regido de 6 65,28 - 67,77.

Além disso, a auséncia do sinal referente a hidroxila fendlica (Hon = o 9,23),

anteriormente observada para o intermediario 63, confirma a O-alquilagao.
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Oy =3,99 - 4,23 ppm

Sy = 9,23 ppm 8¢ = 65,28 - 67,77 ppm
0 o0,
H H nr;1 2

Figura 41. Atribuicdo comparativa dos principais sinais dos compostos 7-hidroxi-3,4-
diidroquinolin-2(1H)-ona (63) e 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b) nos
espectros de RMN 'H e 13C

Para comprovar que a substitui¢ao ocorre no grupo hidroxila (OH) e ndo na amina (NH),
realizou-se a espectroscopia de RMN bidimensional (2D). Por meio do experimento HMBC,
observou-se que o proton Hyn (8 10,02 ppm) do composto 62a apresenta correlagdes de J° com
os carbonos C3 (30,94), Cs (102,44) e Ci9 (116,22), e J> com os carbonos C (170,26) e Co
(139,29), indicando a posi¢ao da substitui¢do no grupo hidroxila (Figura 43).
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Figura 42. Espectros bidimensionais d¢ HMBC do composto 62a em DMSO: Visualizacdo

das correlagdes J* e J?, entre carbono e hidrogénio.

Todos os demais sinais referentes ao nucleo 3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona, assim como,

da cadeia alquilica, foram devidamente identificados nos espectros de RMN 'H e *C.
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3.2.4. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b)

Os compostos 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b) foram obtidos via
aromatizacdo oxidativa, apresentando distintas caracteristicas fisicas. Seus rendimentos
variaram entre 50-67%, e o ponto de fusdo de 112-170°C (ndo havendo relatos de P. F. na

literatura para nenhum dos solidos obtidos) (Tabela 15).

Tabela 15. Caracteristicas fisicas, pontos de fusdo e rendimentos da 7-(bromoalcoxi)-

quinolin-2(1H)-one (60a-b).

JO S
BF\MH/\O H o

Compostos n Caracteristicas fisicas P.F °C Rendimento (%)
60a 1 Sélido bege 170 — 1724 50
60b 2 Sélido bege 112 -117 67

4 Ponto de degradagdo
A reacdo de aromatizacao oxidativa da 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona
(62a-b) foi realizada usando persulfato de potéssio (K2S»Og) ativado por sulfato de cobre

(CuS0O4) em mistura acetonitrila/ dgua (1:1), sob refluxo de ~76 °C (Esquema 25).

K2S,0g A
. _Cuso,
;
Mo NS0 MecNH,0 MO N0
n=1-2 H 76°C, 2 horas n=1-2
62a-b 60a (n=1, 50%); 60b (n=2, 67%)
Esquema 25. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b)

O mecanismo proposto inicia-se com a oxidagdo do persulfato ativado por um metal de
transicao (Cu (I)), resultando na formagdo do radical sulfato (SO4 ™) através de um processo de
transferéncia de elétron tnico (SET) (Cao et al., 2008). Esse radical promove a conversao de 7-
(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-onas (62a-b) na espécie radical intermediaria (XIX),
que posteriormente passa por uma oxidacdo radicalar para formar o céation benzilico (XX)

(Kochi; Rust, 1962). Esse cation facilita a aromatizagao oxidativa, resultando nos derivados

correspondentes de 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b).
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Esquema 26. Esquema de intermedidrios proposto para a aromatizacao oxidativa para obtengao

da 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b) (Adaptado de (Chen et al., 2019)

Para confirmar a forma¢ao do composto 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b),
foram realizados experimentos de determinagio estrutural como RMN 'H e *C, cujos espectros
estdo disponiveis nas Figura S49 a Figura S52 do Anexo 7.2. Os principais indicadores da
formagio desses compostos no espectro de RMN 'H foram os sinais referentes aos hidrogénios
do anel lactamico (sistema carboxilico a, PB-insaturado), que foram observados com
deslocamento quimicos em 6 7,82- 7,81 (d,1H) e 6 6,30 — 6,32 (d, 1H). Esses hidrogénios (Hs
e H4) absorvem em frequéncias maiores devido ao campo anisotropico dos elétrons m dos

carbonos sp? ao qual estdo ligados (Figura 43).

8= 2,77 - 2,78 ppm 5= 7,82 - 7,81 ppm
5¢ = 24,04 - 23,98 ppm 5¢ = 140,04 -140,12 ppm
l 8= 2,41 ppm 5, = 6,30 - 6,32 ppm
8¢ = 30,67 - 30,78 ppm 5c = 118,72 - 118,91 ppm
5 4 5 4
6 3/ 6 N 3/
10 10
Br 2 - Br 2
™ o7 N Yo ™o N0
s H s H
n=1,2 n=1,2

Figura 43. Atribui¢do comparativa dos principais sinais dos compostos 7-(bromoalcoxi)-3,4-
diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b) e 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b) nos espectros
de RMN 'He °C.
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Além disso, a diferenga entre os deslocamentos quimicos destes hidrogénios pode ser
explicada pelo efeito f-carboxilico de desprotecdo, causado pelo efeito mesomérico entre a

ligagdo dupla C=C e a carboxila do anel (Figura 44)

©)

Figura 44. Efeito de ressonancia entre a ligagao dupla conjugada a carboxila do anel.

No RMN !3C também foi possivel observar os sinais referentes a esses carbonos do anel
lactdmico, como carbonos metinicos na regiio de carbonos sp® de sistema aromético,
apresentando deslocamento quimicos em ¢ 140,04 — 140,12 (C4) e 0 118,72 — 118,91 (C3). Vale
ressaltar que esses carbonos estdo desprotegidos pelos mesmos efeitos que influenciam seus
hidrogénios equivalentes, como o campo anisotropico dos elétrons © e o efeito B-carboxilico.

Todos os demais sinais referentes ao nticleo quinolin-2(1H)-one, assim como, da cadeia

alquilica, foram devidamente identificados nos espectros de RMN 'H e '*C.

3.2.5. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-one (59a-g)

Os compostos 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-ona  (59a-g) foram
sintetizados por meio de uma arilagdo radicalar direta, regioseletiva e desidrogenativa das
quinolinonas (60a-b) com 4cidos arilboronicos (61a-f), utilizando KMnO4+/AcOH como
mediador (Esquema 27). Os produtos obtidos exibiram caracteristicas fisicas distintas, com

rendimentos variando entre 2% e 22% (Tabela 16).

OH
X ' KMnO X
Br /@\/t\l\ " | N B\OH .4 Br
\M:\o N So Rg Ac. acético, - o N0
_ H 20 min — 30 min =1-2 H

n=12 2-22% "
60a-b 61a-f ° 59a-g

Esquema 27. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-one (59a-g)
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Tabela 16. Caracteristicas fisicas e rendimentos da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-

2(1H)-ona (59a-g).

/ |
-TR
AN ™

Br\M:\O ” o

Compostos n R Caracteristicas fisicas Rendimento

(%)

59a 1 H Soélido bege 9

59b 1 3-OCH; Soélido amarelo 7

59¢ 1 4-OCH3 Soélido bege 4

59d 1 4-F Soélido amarelo 2

59e¢ 1 4-CN Sélido amarelo 22

591 1 4-NO2 Soélido amarelo 9

59¢ 2 H Sélido branco 6

Ao longo das tultimas décadas, as reagdes radicalares promovidas por metais tém
ganhado destaque na sintese organica, com as reagdes mediadas por Mn(OAc)s sendo
amplamente estudadas. O Mn(OAc); atua como um oxidante de transferéncia de um Unico
elétron e tem sido aplicado em diversas formagdes regio-, quimio- e estereosseletivas de
ligagdes carbono-carbono e carbono-heterodtomo, tanto em reagdes intra quanto
intermoleculares (Demir; Findik, 2008; Yuan et al., 2016). Contudo, o acetato de manganés
(IIT) apresenta baixa estabilidade, desproporcionando facilmente em Mn (II) e Mn (IV). Nesse
contexto, o sistema KMnOu/4cido acético surge como uma alternativa eficaz para a obtengao

do acetato de manganés (III) (Demir et al., 2010).
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Esquema 28. Esquema de intermediarios proposto para a arilagdo radicalar mediada por
KMnO4+/AcOH para obtengdo da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-ona (59a-g)
(Adaptado de YUAN et al., 2016)

Deste modo, o mecanismo proposto para a sintese da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-
fenil)quinolin-2(1H)-ona (59a-g) inicia-se com a formagao in situ da espécie reativa Mn(IIl),
gerada pela reagdo entre KMnO4 e AcOH. Posteriormente, o 4cido arilborénico (60a-f) reage
com o sal de Mn(III), originando o radical aril (XXII), que ataca seletivamente a posi¢cdo C3 da
quinolinona, formando um radical carbonico (XXIII) estabilizado por conjuga¢do com o grupo
fenila. Na sequéncia, ocorre uma transferéncia de elétron unico (SET) do radical carbdnico
(XXIII) para Mn(III), resultando na formagao do intermediario (XXIV), enquanto Mn(III) ¢
reduzido a Mn(II). Por fim, o intermediario (XXIV) perde um proéton, culminando na formacao
da quinolinona funcionalizada na posi¢ao C3 (59a-g).

A fim de confirmar a formagdo dos derivados 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-
2(1H)-ona (59a-g), foram realizados experimentos de determinagio estrutural como RMN 'H
e 1°C. Entretando esses derivados nio foram completamente soliveis em nenhum dos solvente
deuterados testados (cloroformio, DMSO, DMSO + MeOH, acetona). Desta forma, optou-se
por prosseguir para etapa reacional seguinte e realizar a determinacdo estrutural apenas dos

compostos finais.
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3.2.6. Sintese da 3-(R-fenil)-7-((piperidin-1-il)alcoxi)quinolin-2(1H)-ona (58a-g)

Os novos compostos 3-(R-fenil)-7-[(piperidin-1-il)alcoxi]quinolin-2(1H)-ona (58a-g)
foram sintetizados por meio de uma reagdo de aminagdo. Os produtos foram obtidos como
solidos amorfos ou 6leos com diferentes coloragdes, apresentando rendimentos variaveis entre
22% e 95% (Tabela 17).

Tabela 17. Caracteristicas fisicas e rendimentos das 3-(R-fenil)-7-((piperidin-1-

il)alcoxi)quinolin-2(1H)-ona (58a-g)

/'—R
\I
) b
N
o NS0

Compostos n R Caracteristicas fisicas Rendimento (%)
58a 1 H Soélido branco 66
58b 1 3-OCH; Oleo amarelo 22
58¢ 1 4-OCH3 Soélido bege 59
58d 1 4-F Sélido amarelo 37
58e 1 4-CN Soélido amarelo 48
58f 1 4-NO» Soélido amarelo 71
58g 2 H Soélido amarelo 95

Esta reagdo foi realizada a partir da piperidina (28) e dos respectivos derivados 7-
bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-ona (59a-g) em acetonitrila, sob aquecimento a 80 °C

(Esquema 29).

H/\o N MeCN. 80°C G MAO/(;(HIO

22-959
59a-g 95% 58a-g

Esquema 29. Sintese da 3-(R-fenil)-7-[(piperidin-1-il)alcoxi]quinolin-2(1H)-ona (58a-g)
O mecanismo proposto para a sintese dos compostos 3-(R-fenil)-7-[(piperidin-1-

il)alcoxi]quinolin-2(1H)-ona (58a-g) ¢ o mesmo ja discutido anteriormente e esta representado

no Esquema 15.
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Para confirmar a formagdo dos compostos 3-(R-fenil)-7-[(piperidin-1-
il)alcoxi]quinolin-2(1H)-ona (58a-g) foram realizados experimentos de determinagdo estrutural
como RMN 'H e 3C, cujos espectros estio disponiveis nas Figura S53 a Figura S66 do Anexo
7.2.

13 17_N
iy

4 5 4
5' 3' 6
o
¢ N0 N" o
7 2 8 H

Visando tornar a discussio mais clara, foram selecionados os espectros d¢ RMN 'H e
3C do composto 58e para a elucidacdo detalhada no texto. Inicialmente, foram analisados os
sinais relativos a arilagdo da etapa anterior, cuja caracterizagdo estrutural completa ndo havia
sido realizada. No espectro de RMN 'H, identificaram-se claramente os padrdes caracteristicos
do anel aromatico para-ciano substituido. Foram observados dois dupletos (d) em & 7,98 (J =
8,2 Hz, 2H) e 7,87 (J = 8,2 Hz, 2H), atribuidos respectivamente aos hidrogénios meta (Hiz e
His) e orto (Hi2 e His), seguindo o deslocamento quimico esperado para grupos retiradores de
elétrons em sistemas aromaticos (Figura 45). A constante de acoplamento (J = 8,2 Hz) ¢
consistente com o acoplamento vicinal entre hidrogénios adjacentes em um anel aromatico
substituido para. No espectro de RMN 3C, os sinais caracteristicos do anel aromatico para-
ciano-substituido foram confirmados. Os carbonos Ci3 e Cis apresentaram um deslocamento
quimico de 6 131,90, enquanto os carbonos Ci2 e Cis foram observados em 129,06 ppm.

Os carbonos quaterndrios do anel aromadtico para-ciano-substituido foram atribuidos
conforme suas posicdes: Ci1 (8 140,62 ppm), desblindado pela conjugagdo com o grupo -CN,
e Ci4 (0 109,74 ppm), blindado parcialmente devido a proximidade direta ao grupo retirador
(Figura 45). O carbono do ciano (Cy7) apresentou deslocamento caracteristico de 6 113,67 ppm,

tipico de nitrilas conjugadas (faixa 6 110-120 ppm).

S) S) S)
N N N N N
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Figura 45. Hibrido de ressonincia de uma benzonitrila.

A confirmagdo da inser¢cdo da amina ciclica a0 nosso composto foi possivel apos a

andlises dos espectros. No RMN 'H, foram observados os sinais dos hidrogénios adjacentes ao
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N (Hz> e H7’) como um simpleto largo em ¢ 2,43 (4H), assim como os sinais dos hidrogénios
Hs e Heem & 1,49 (m, 4H) e & 1,37 (sl, 2H) para os hidrogénios Hs.. No RMN 3C, os
deslocamentos quimicos em 6 54,49 ppm (Cs: ¢ C7), d 25,63 (C4 e C¢’) € 0 23,98 ppm (Cs*)

foram atribuidos aos hidrogénios do grupamento piperidina.

Além disso, no RMN '3C o sinal do metileno (sp°®) adjacente ao nitrogénio apresentou
deslocamento quimico de 6 57,71 ppm, valor significativamente mais elevado em comparacao
aos compostos 59a (Figura 46), nos quais o0 mesmo metileno (sp’) estava ligado ao bromo. Essa

diferenga evidencia o efeito eletronico distinto do nitrogénio, que induz uma desblindagem

lCN

pronunciada no carbono vizinho.

O, = OO0
B
r\/\o N o NT\O H

@)
¢ H
dy = 3,84 ppm Oy =2,67 ppm
¢ =31,22 ppm 8¢ =57,17 ppm

Figura 46. Atribuicdo comparativa dos principais sinais dos compostos 7-(bromoalcoxi)-
quinolin-2(1H)-one (59a) e 3-(R-fenil)-7-[(piperidin-1-il)alcoxi]quinolin-2(1H)-ona (58e) nos
espectros de RMN 'H e 13C.

Além disso, tanto no RMN '"H quanto no '*C, os sinais do ntcleo quinolinona mantiveram-

se inalterados apds a reacdo de aminagdo, indicando auséncia de degradagdo do composto.
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3.2.7. Resultados de atividade inibitoria dos compostos obtidos frente a AChE e

BChE
A atividade anticolinesterdsica dos compostos 58a-g foi determinada de acordo com o
método adaptado de Ellman (De Souza et al., 2019; Ellman et al., 1961), utilizando a donepezila
como composto de referéncia. As reagdes envolvidas nesse ensaio sao as mesmas ja discutidas

anteriormente e estdo representadas no Esquema 16.

Todos os compostos testados se mostraram capazes de inibir a AChE, tendo alguns deles
apresentado grande poténcia. Dos compostos ensaiados, o que se mostrou menos ativo foi o
58a, o qual apresentou valor de Clso = 3,54 uM e os mais ativos foram os compostos 58e ¢ 58f,
os quais apresentaram valor de Clso = 0,25 uM e Clso = 0,41 pM, respectivamente. Os
compostos também se mostraram capazes de inibir a BChE, em sua maioria, de forma
equipotente a AChE. Os respectivos resultados de Clso obtidos nos ensaios de inibi¢do frente as

colinesterases encontram-se na Tabela 18

Tabela 18. Resultados obtidos nos ensaios inibi¢do enzimatica frente 8 EeAChE e EgBChE.

= |
-TR
@ X
N o N0
Clso (uM) + DP? N
Compostos n R
AChE? BChE*®
58a 1 H 3,544 £ 0,191 1,607 + 0,035 0,5
58b 1 3-OCH3 2,756 £ 0,228 2,653 +£0,077 1,0
58c 1 4-OCH3 1,254 + 0,033 4,469 + 0,412 3,6
58d 1 4-F 1,986 + 0,032 1,164 £ 0,071 0,6
58e 1 4-CN 0,251 £0,025 2,695 + 0,229 10,7
58f 1 4-NO; 0,408 £ 0,019 3,285 +0,103 8,1
58¢g 2 H 1,26 + 0,043 1,533 +£ 0,052 1,2
Donepezila - - 0,007 + 0,0002 2,39 +£0,105 341

iConcentracao necessaria para inibir 50% da atividade colinesterasica, dados obtidos + desvio
padrio (DP) de triplicatas de ensaios independentes; >AChE de enguia elétrica; °BChE de soro
equino; ¢ Indice de seletividade (IS) é dado como BChE CIso/AChE Cls.
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3.2.8. Ensaios do mecanismo de inibicao enzimatica frente 4 AChE e BChE

Para determinar o mecanismo de inibi¢do dessa série de compostos, foram realizados
ensaios de cinética enzimatica com os compostos 58a, S8b, 58e ¢ 58f em ambas as enzimas.
Esses compostos foram selecionados com base no seu perfil inibitorio e nas diferentes
propriedades eletronicas.

Com base nos parametros cinéticos (Km e Vmax) (Tabela 19), e no perfil do grafico de
Lineweaver-Burk observou-se que o tipo de inibigdo promovida pelos compostos 58a, S8b
frente a enzima AChE ¢ do tipo ndo-competitiva, enquanto para a enzima BChE ¢ do tipo mista.
J&4 os compostos 58e ¢ 58f demostraram mecanismo de inibicdo do tipo mista para ambas as
enzimas. As constantes de afinidade correspondentes aos tipos de inibigdo observados foram

calculadas e estdo apresentadas na Tabela 19.

Tabela 19. Parametros cinéticos de 58a, 58b, 58e ¢ 58f em AChE ¢ BChE.

Concentraciao Vimixze DP Kn = DP Ki (nM) +
1x10° Ki: (nM) £ DP?
(M) (1 x 10° nM) DP?
nM/min)
58a em AChE
0 9,51 +£0,212 74,48 £2,778
2,5 4,05+ 0,108 74,04 + 4,003 - 1730 + 20,40
4,5 2,34+ 0,050 72,30 £+ 3,690
58a em BChE
0 6,420,122 91,08 £5,450
1 3,30£0,135 156,70 £15,304 230+ 2,43 630+7,18
2 2,160,144 215,80+ 17,159
58b em AChE
0 21,52 +£0,142  71,92+0,431
1,9 7,94 + 0,166 69,84 £ 5,498 - 1680 + 17,80
3,5 4,94 + 0,070 70,75 + 2,629
58b em BChE
0 6,19 +0,155 76,66 £+ 6,364
1,7 3,680,139 241,70 +17,027 250,87 +4,51 748,20 £ 13,47
3,7 1,72+ 0,033 358,80 + 16,499
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58¢ em AChE

0 11,51 +0,178 66,29 +2,411
0,15 529+0,052 76,91 +3,868 3552+046 120,38+ 1,69
0,35 3,48 +0,055 93,03 + 3,833
58e em BChE
0 9,57 +0,564 87,81+ 5,294
1,7 6,94+0,180 218,87 +6,565 43623+3,57  1224+9,60
3,7 3,710,079 288,37 + 5,281
58f em AChE
0 20,19+ 0,461 90,47 + 2,356
0,2 10,70 +0,282 105,17 +4,200 69,30 +0,90 194,03 +2,56
0,6 576 +0,036 133,77 +2,458
58f em BChE
0 14,86 +0,222 122,10 + 1,90
1957,67 +
2,6 8,61 £0,200 202,83+7,25 838,63 +7,62
4 6,55+0,135 233,10 + 3,83 1770

2 Constante de afinidade para inibigdo competitiva; ° Constante de afinidade para inibigdo ndo-

competitiva; Dados obtidos + desvio padrao (DP) de triplicatas de ensaios independentes.

Para o composto 58e, a comparacdo das constantes de afinidade competitiva (Ki)
revelou que o valor € ~12 vezes maior na BChE (Ki =436,23 uM) do que na AChE (Ki =35,52
uM). Ja a constante ndo competitiva (Ki’) foi ~10 vezes maior na BChE (Ki’ = 1,224 uM) do
que na AChE (Ki’ = 120,38 uM). Para o composto 58f, observou-se a repeticdo desses
resultados de comparacdo, onde Ki é ~12 vezes maior na BChE (Ki = 838,63 uM) do que na
AChE (Ki= 69,30 uM) e Ki’ ¢ ~10 vezes maior na BChE (Ki’ =1957,67 uM) do que na AChE
(Ki> = 194,03 pM). Essa diferenca modesta nas constantes (Ki e Ki’) reforca a baixa
seletividade dos compostos, indicando interagdes relevantes em ambos os sitios das enzimas.

A andlise da razdo Ki’/Ki entre as constantes de afinidade revelou a preferéncia dos
compostos pelos sitios catalitico e alostérico da BChE. Para essa enzima, todos os compostos
apresentaram uma razao Ki’/Ki = 3, indicando que a afinidade relativa pelo sitio catalitico ¢

trés vezes maior que pelo sitio alostérico, independentemente dos substituintes na fenila. Essa
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consisténcia sugere que as modificacdes estruturais nos substituintes ndo alteraram
significativamente o equilibrio de interagdo entre os sitios.

Nos graficos de Lineweaver-Burk foi possivel confirmar os mecanismos de inibigao
indicados pela analise dos parametros cinéticos. Para os compostos 58a (Figura 47) ¢ 58b
(Figura 48) na enzima AChE (a esquerda), observou-se que as retas de intersec¢ao convergem a
esquerda do eixo y (1/V) e sobre o eixo x (1/[S]), indicando um mecanismo de inibi¢do nio-
competitiva. Ja para o composto 58e (Figura 49) e 58f (Figura 50) em ambas as enzimas, assim
como para a BChE (a direita) dos compostos 58a e S8b, as retas de intersec¢ao convergem a
esquerda do eixo y (1/V) e acima do eixo x (1/[S]), indicando um mecanismo de inibi¢do mista.

As concentragdes dos compostos [I] utilizadas nas curvas estdo representadas nos graficos.

1.2 34
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0.8+ -~ 0O uM 2- A
= 25.M ; O
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> 7 H = - 1M
= -+ 45 M 14
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0.2 10 20 30 -zg/,/{ 10 20 30

[1/S] [1/8]
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Figura 47. Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibicdo em EeAChE (a esquerda) e

EgBChE (a direita) do composto 58a.
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Figura 48. Gréficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibicdo em EeAChE (a esquerda) e

E¢BChE (a direita) do composto 58b.
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Figura 49. Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibi¢do em EeAChE (a esquerda) e

EgBChE (a direita) do composto S8e.
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Figura 50. Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibicdo em EeAChE (a esquerda) e

EgBChE (a direita) do composto 58e.

3.2.9. Avaliagao in silico da interacao dos compostos com a EeAChE

Para a realizacdo do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e
a enzima EeAChE foi utilizada as mesmas condi¢des ja expostas anteriormente € que estao
descritas no item 3.1.13.

Os resultados de score de ligacdo e valores de Clso obtidos para os compostos 58a-g
estdo apresentados na Tabela 20, permitindo a visualizagdo da correlacdo entre os dados. O
detalhamento qualitativo das interacdes moleculares entre os ligantes € a enzima EeAChE esta
descrito na Tabela S6 do Anexo 7.1.

Tabela 20. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados.

EeAChE
Compostos
GoldScore ClIso (nM) £ DP
58a 76,59 3,544 £ 0,191
58b 77,51 2,758 £ 0,228
58¢ 80,82 1,254 £ 0,033
58d 76,84 1,986 + 0,032
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S8e 78,86 0,251 £0,025
58f 82,6 0,408 £0,019
58g 78,21 1,26 + 0,043

Com base na analise das poses de ligacdo obtidas pelo estudo de docking, observou-se
que todos os inibidores ocupariam simultaneamente o sitio ativo (CAS) e o sitio periférico
(PAS). No sitio ativo, o grupamento amino-ciclico protonado dos inibidores estabeleceu
interagdes do tipo cation-t com o residuo Trp86 ¢ um empilhamento n-nt do tipo T entre o

nucleo cumarinico e o residuo de Tyr124. Além disso, o nicleo cumarinico posicionou-se no

canal do sitio ativo, formando ligagdes de hidrogénio com o residuo Tyr337 e o residuo Phe295

e Arg296 (Figura 51).

Figura 51. Andlise da sobreposicdo dos compostos 58a-g e a cavidade enzimatica da AChE.

Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC).

Esses resultados reproduzem de forma adequada o perfil de inibicdo mista dos
compostos 58¢ (p-CN) e 58f (p-NO;), porém nao preveem a divergéncia observada
experimentalmente para os compostos 58a (H) e 58b (m-OCH3), que demostraram perfil de
inibi¢do do tipo ndo-competitivo. Considerando que os demais compostos da série
apresentam atividade enzimatica equipotentes a dos compostos 58a e 58b, aliada a presenca de
substituintes neutros ou doadores de elétrons, ¢ valido propor quetodos os demais
analogos sigam 0 mesmo mecanismo nado-competitivo. A  excecdo observada

para 58e e 58f pode ser atribuida a presenca dos substituintes p-CN e p-NO, grupos fortemente
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retiradores de elétrons. Essa caracteristica eletronica parece favorecer interagdes simultaneas

com os sitios CAS e PAS da AChE, justificando a maior atividade desses compostos.
Adicionalmente, além das interacdes descritas, os compostos 58e ¢ 58f exibiram

interagdo de hidrogénio adicionais com o residuo de Ser293, com distancias de 2,2 A (grupo

ciano, 58e) (Figura 52A) € 2,9 A (grupo nitro, 58f) (Figura 52B).

Figura 52. A) Andlise parcial das principais interagdes moleculares a cavidade enzimadtica da
AChE e os compostos 58¢ ¢ B) 58f. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright ©
Schrodinger LLC).

Por causa da divergéncia observada entre os dados in silico e in vitro, levantou-se a
hipotese que essas quinolinonas poderiam se encontrar predominantemente na forma
tautomérica iminol em meio aquoso, em contraste com a forma amida considerada nos célculos

iniciais de modelagem molecular (Esquema 30).

N N
\\*—Q\I@*
% N~ 0 K N” oH

amida : iminol
Esquema 30. Tautomeria amida-iminol em derivados de quinolinona.

Para avaliar essa possibilidade, realizou-se um estudo comparativo de estabilidade
termodindmica entre os tautdmeros amida e iminol em meio aquoso, utilizando célculos de
Teoria do Funcional da Densidade (DFT). Os compostos 58a e 58e foram selecionados como
representantes da série, considerando suas diferencas estruturais e perfis cinéticos distintos

(Tabela 21).
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Tabela 21. Calculos de estabilidade relativa dos tautomeros amida e iminol em meio aquoso

para os compostos S8a ¢ 58e.

AE
Composto Energia (amida) (au) Energia (iminol) (au) AE (au)!
(kJ/mol)
58a -1333,26602 -1113,25031 -0,01571 -41,24
58b -1205,51433 -1205,49689 -0,01741 -45,70

1 AE (au)=E ceto—Fenol

Os resultados revelaram que aforma amida apresenta maior estabilidade
termodinamica em meio aquoso, com uma diferenga de energia de -41,24 kJ/mol em relacdo ao
tautdmero iminol para 58a e de -45,70 kJ/mol para o composto 58e. No entanto, mesmo com
essa preferéncia tautomérica, a possivel coexisténcia de ambas as formas em equilibrio
dindmico poderia permitir interagdes pontuais com residuos-chave da AChE.

Por isso realizou-se um estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos
na forma tautomérica iminol ¢ a enzima EeAChE, visando avaliar se essa conformagao
explicaria 0 mecanismo de inibi¢do ndo-competitivo observado experimentalmente. Contudo,
a analise das poses de ligagdo obtidas revelou que todos os compostos ocuparam
simultaneamente o sitio CAS e PAS, sem alteragdes significativas no modo de interacdo em

relacdo ao observado para os tautdmeros amida (Figura 53).

L

enzimdtica da AChE. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC).

Diante disso, foi proposta a hipotese da formagdo de complexos ternarios, que contém
a enzima, o substrato e o inibidor. Primeiramente, realizaram-se calculos de docking
molecular utilizando a acetiltiocolina (ACTTI), analoga do substrato natural acetilcolina, que foi

empregada no estudo cinético. Nos complexos tiocolina/AChE melhor classificados, previu-se
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que a molécula de tiocolina se posicionaria no sitio ativo, com o grupo trimetilamonio orientado
em direcdo a cadeia lateral Trp84, enquanto o atomo de carbono da carbonila do substrato se

localizaria proximo ao atomo Oy da Ser 203 catalitica.

( TYR

GLY A:133
e A:120 PHE
A:295

GLY PHE
A:121  A:338

Figura 54. A) Substrato acetiltiocolina (ACTI) (ciano) na cavidade enzimatica da AChE,
destacando-se a triade catalitica Ser203, His447, Glu335 (rosa). B) Mapa farmacoférico com
as principais interagdes do ACTI na AChE. Legenda: cargas atrativas (azul), cation-nt (laranja),

van der Walls (verde). Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC).

Em seguida, o melhor complexo tiocolina/AChE foi selecionado para a realizagdo do
estudo de ancoramento molecular (docking) com os derivados da quinolinona 58a-g. Os
resultados de score de ligagao e valores de Clso obtidos para os compostos estdo apresentados
na Tabela 22, permitindo a visualizagdo da correlagdo entre os dados. O detalhamento
qualitativo das interacdes moleculares entre os ligantes e a enzima EeAChE esta descrito na
Tabela S7 do Anexo 7.1.

A andlise estrutural mostrou que os compostos S8a-f estabelecem interacdes
semelhantes entre si, exibindo um deslocamento mais pronunciado em dire¢ao ao sitio PAS nos
complexos terndrios em comparacdo aos complexos bindrios. Apesar dessa tendéncia,
observou-se que os compostos ainda interagem parcialmente com residuos do sitio CAS, como
Asp74 e Tyrl24 (Figura 55). Entretanto, esse padrdo ¢ compativel com a cinética ndo-
competitiva observada experimentalmente, uma vez que a auséncia de competi¢ao pelo sitio
catalitico (j& ocupado pelo substrato) ndo impede interagdes secundarias com residuos

adjacentes.
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Tabela 22. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados.

EeAChE+ACTI
Compostos
GoldScore Clso (uM) £ DP
58a 70,84 3,544 £ 0,191
58b 73,65 2,756 + 0,228
58c 72,39 1,254 + 0,033
58d 70,55 1,986 + 0,032
58e 71,83 0,251 £ 0,025
58f 71,28 0,408 £ 0,019
58¢g 62,00 1,26 + 0,043

— 4
Figura 55. A) Analise da sobreposi¢ao dos complexos ternarios formados pelos compostos

58a-f na cavidade enzimatica da tiocolina/AChE. B) Analise da cavidade de acesso ao sitio da
tiocolina/AChE com os compostos 58a-f ancorados. C) Representacao da superficie de van der
Waals do sitio da tiocolina/AChE, com os compostos 58a-f ancorados, € a tiocolina sob um
angulo de visdo longitudinal. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger

LLC).
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Sendo assim, as principais interagdes observadas para o composto 58a envolveram a
atracdo eletrostatica — mesmo que distante — entre a piperidina protonada e o residuo Asp74
(4,6 A), além de ligacdes de hidrogénio estabelecidas pelo Hn.n da piperidina com o residuo
Tyr124 (2,6 A) e pela carbonila da quinolinona com o residuo Phe295 (2,5 A). Adicionalmente,
verificou-se empilhamento m-m entre o niicleo quinolinona e o residuo Tyr341 (4,4 ¢ 5,0 A),
bem como entre o anel fenilico e o residuo Trp286 (5,3 A). O mesmo anel fenilico também
demonstrou interagdes de empilhamento m-amida com Ser293 (4,8 A), reforcando a
estabilizacdo do complexo (Figura 56).
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Figura 56. Andlise das principais interacdes moleculares a cavidade enzimatica da

tiocolina/AChE e o composto 58a. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrédinger
LLC).

Os demais derivados contendo dois metilenos como cadeia espacadora apresentaram
interagdes semelhantes as destacadas para o composto 58a, variando principalmente em fungao
do substituinte do grupo fenil. Entretanto, no composto 58g, que possui trés metilenos
espacadores, observou-se uma variagdo mais significativa. Embora a atragao eletrostatica entre
a piperidina protonada e o residuo Asp74 (4,3 A)tenha sido mantida, foram
identificadas ligagdes de hidrogénio entre o Hn.nda piperidina e o residuo Ser125 (2,2 A) e
o Hn-n da quinolinona e o residuo Tyr124 (2,6 A). Adicionalmente, verificou-se empilhamento
-7 entre o niicleo quinolinona e o residuo Tyr341 (3,2 e 4,8 A), bem como entre o anel fenilico

e o residuo Trp286 (4,8 A) (Figura 57).
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Figura 57. Andlise das principais interacdes moleculares a cavidéde enzimatica da
tiocolina/AChE e o composto 58g. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrédinger
LLC).

Diante do que foi exposto, conclui-se que a formacdo do complexo terndrio poderia
explicar de forma mais consistente o perfil de inibicdo ndo-competitiva demonstrado
experimentalmente para parte dos compostos desta série. Além disso, € plausivel inferir que os
compostos com perfil de inibicdo mista (58e ¢ 58f) interajam com a enzima em ambas as
formas — tanto através do complexo binario quanto do ternario —, sugerindo um mecanismo de
acdo dual e explicando uma maior afinidade pelo PAS, como verificado em seus valores de Ki’
(Tabela 18). Visando confirmar os resultados de forma robusta, o ideal seria a realizagdo de

estudos de cristalografia de raios X e/ou simulag¢des de dinamica molecular.

3.2.10. Avaliacao in silico da interac¢io dos compostos com a EgBChE

Para a realiza¢do do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e
a enzima EgBChE foi utilizada as mesmas condi¢des ja expostas anteriormente e que estdo
descritas no item 3.1.14.

Os resultados de score de ligacao e valores de Clso obtidos para os compostos S8a-g
estdo apresentados na Tabela 23, permitindo a visualiza¢do da correlacdo entre os dados. O
detalhamento qualitativo das interagcdes moleculares entre os ligantes e a enzima EgBChE esta

descrito na Tabela S8 do Anexo 7.1.

101



Tabela 23. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados.

Compostos EqBChE
ChemScore  Clso (nM) = DP
58a 44,64 1,607 £ 0,035
58b 46,28 2,653 + 0,077
58¢c 45,31 4,469 + 0,412
58d 45,31 1,164 + 0,071
58e 46,24 2,695 + 0,229
58f 46,58 3,285+0,103
58¢g 47,10 1,533 +£ 0,052

A andlise das poses de liga¢ao obtidas pelo estudo de docking revelou que os inibidores
ocupam simultaneamente o sitio catalitico (CAS) e o sitio periférico (PAS) da enzima, o que
esta de acordo com os dados cinéticos observados experimentalmente. No CAS, o grupamento
amino-ciclico protonado dos inibidores estabelece interagdes do tipo cation-m com o residuo
Trp110, enquanto o nucleo quinolinona posiciona-se no sitio catalitico, formando uma interagao
de empilhamento -t com o residuo Tyr360. No sitio periférico (PAS), predominaram
interacdes  hidrofobicas, cujos residuos envolvidos mantiveram-se consistentes
independentemente dos substituintes presentes no grupo benzila. Entretanto, a natureza desses
substituintes influenciou diretamente os parametros geométricos das interagdes, como
distancias intermoleculares e angulos conformacionais, sem alterar significativamente a
identidade dos residuos participantes (Figura 58).

A baixa seletividade, ou at¢ mesmo a inversao da seletividade dos compostos entre as
enzimas AChE e BChE, demonstra ter correlacdo direta com a cinética de inibi¢do. Enquanto
boa parte dos derivados demonstraram perfil de inibi¢do ndo-competitivo para a AChE, todos
demonstram perfil de inibicao misto frente a BChE, permitindo que os compostos realizassem
interacdes importantes no sitio CAS, como a interacao do tipo cation-n com o residuo Trp110.

Adicionalmente, a planaridade do sistema, ao restringir a liberdade conformacional dos
compostos, parece direcionar os derivados para a cavidade enzimdtica de forma menos

suscetivel ao maior volume da cavidade da BChE.
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Figura 58. A) Andlise da sobreposi¢ao dos compostos 58a-g e a cavidade enzimatica da BChE.
B) Analise da cavidade de acesso ao sitio catalitico da BChE com os compostos 58a-g ancorado,

visto de frente. Figura gerada com PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC).
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3.3. SERIE C

3.3.1. Planejamento sintético dos compostos

A sintese da série de compostos (67a-b) foi planejada com base na analise retrossintética
detalhada no Esquema 31.

Inicialmente, a partir de uma desconexao C-O (etapa a), foi identificado a 3-(quinazolin-2-
ilamino)fenol (68) e os cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b) como precursores das N-
(3-((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b), por meio de uma reacdo de
substituicdo nucleofilica bimolecular (Sx2).

Através de uma desconexdo C-Cl (etapa b), identificou-se o piperidinil-etanol ou
propanol (70a-b) como reagentes de partida dos cloridratos de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-
b), por meio de uma reagdo de substitui¢do nucleofilica bimolecular (Sn2) com cloreto de tionila
(SOCL).

Paralelamente, identificou-se o composto metoxilado (71) como precursor do composto
a 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68), através uma desconexdo O-H (etapa c) que ocorre por
meio de uma reacdo de substituicdo nucleofilica bimolecular (Sx2) com tribrometo de boro.

Por fim, uma desconexdao C-N aplicada ao composto N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-
amina (71) sugere a m-anisidina (65) e a 2-cloroquinazolina (72), como reagentes de partida,

explorando uma reagdo de substitui¢do nucleofilica aromatica (SnAr).

/@N%Q ' h

n=1-2 67a-b
1) SN2
a) C-O
2) SN2
b) C-Cl
)\ \(\/)/; N\(\/)/\
“Cl n OH
n 1-2 n=1-2
68 69a-b 70a-b

“ 3) IGF

c) O-H
4) SNAr
\ /©\NLLL¢J\ ~o NH> C|)\\N /
7 65 72

Esquema 31. Andlise retrossintética para obtencdo dos compostos planejados da série C.
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3.3.2. Sintese da N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-amina (71)
A sintese do composto N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-amina (71) foi realizada via

substitui¢do nucleofilica aromatica (SnAr), levando a obtengdo de um sélido amarelo. O

rendimento alcancado foi de 61%, com ponto de fusdo na faixa de 139-141°C.

A reagdo foi realizada utilizando a m-anisidina (65) com a 2-cloroquinazolina (72), na

presenca de N,N-diisopropiletilamina (DIPEA) em 2-propanol, com aquecimento a 150°C

(Esquema 32).
O 00 =22 O
+
- ~
~o NH Cl)\\N 2‘;?&?0' o NN
65 72 61% 71

Esquema 32. Sintese da N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-amina (71)

O mecanismo proposto para a obtengdo da N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-amina (71) ¢
uma substituicdo nucleofilica aromatica (SnAr), também conhecido como mecanismo de
adi¢do-eliminagdo. O mecanismo se inicia pelo ataque nucleofilico do par de elétrons ndo
ligantes da amina secundaria (65) ao carbono eletrofilico da 2-cloroquinazolina (72), formando
o intermediario de adicdo (XXIV) (intermediario de Meisenheimer), que ¢ estabilizado pelo
efeito de ressonancia. Em seguida, ocorre a abstracdo de um proton pela base (XXV), seguida

pela eliminacdo do grupo de saida (CI").
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Esquema 33. Esquema de intermediarios proposto para a formag¢do do composto N-(3-
metoxifenil)quinazolin-2-amina (71) (Adaptado de CAREY; SUNDBERG, 2002; CLAYDEN;
GREEVES; WARREN, 2012).
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A caracterizacdo estrutural do composto N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-amina (71) foi
realizada por meio da analise dos espectros de RMN 'H e 13C, cujos espectros estdo disponiveis
nas Figura S67 a Figura S68 do Anexo 7.2.

A presenca do grupo metoxila foi confirmada pelo sinal simpleto (integravel para 3H)
observado no espectro de 'H em & 3,78 ppm, atribuido aos hidrogénios da metoxila (H7). No
espectro de 13C, o carbono metoxilico (C7) foi identificado como um simpleto em & 54,91 ppm,
corroborando a auséncia de acoplamentos ou substituintes adjacentes. Adicionalmente, o
hidrogénio aminico (Hnn) foi observado como um simpleto em & 9,89 ppm, com integragao
correspondente a 1H. Um sinal caracteristico observado no espectro de 'H foi o do Ha, que
exibiu um deslocamento altamente desblindado em & 9,31 ppm (s, 1H). Essa desblindagem
acentuada ¢ atribuida aos efeitos eletronicos combinados do anel aromatico: o efeito de
ressondncia e o efeito indutivo dos 4&tomos de nitrogénio adjacentes (N1 e N3), que intensificam
a desprotegdo do Ha.

Na regido aromatica (sp’), foram identificados 7 hidrogénios (§ 6,8-8,5 ppm),
distribuidos em multiplos padrées de desdobramento, compativeis com os sistemas aromaticos
da quinazolina e do anel 3-metoxifenila.

Para validacdo inequivoca da estrutura, além da andlise de multiplicidades e
deslocamentos quimicos, realizou-se espectroscopia de RMN bidimensional (2D), incluindo
experimentos de HSQC e HMBC, que permitiram correlacionar os sinais de 'H e '*C (Tabela

24).

Tabela 24. Dados de RMN de 'H (500MHz) e de '*C (125MHz) do produto 71 em DMSO,
incluindo os resultados obtidos dos espectros de correlacdo heteronuclear de HSQC (I') e

HMBC (12, I e J*). Deslocamentos em & (ppm) e multiplicidade entre parénteses.

8 6
5 9
noSen
o7 NN
> H .
HSQC () HMBC
dc du (multiplicidade) J%cu Jcn Jicn
C
C 150,65 - Hnn Ha Hs; Ho-
Co 156,87 - - Ha -
Cio 120,36 - Ha. Hs He. Hg -

106



Cy 141,71 - Hnn; Ho'. He Hs: -
Cs 159,57 - Hz. Hy Hs.H» -
CH
Cs 162,31 Hai: 9,31 (5) ; - Hs
Cs 125,57 Hs: 7,67 (d, J = 8,4Hz) He - -
Ce 123,60 He: 7,39 (t, J=7,4Hz) H;s - -
Cs 134,55 Hy: 7,82 (m) Hs Hs ;
Cs 127,95 Hs: 7,92 (d, J = 7,8Hz) H~ - H4
Cy 104,59 H»: 7,82 (s]) - Hn-n; He>: Ha Hs
Cy 106,85 Ha: 6,56 (dd, J= 8,1, 2,1Hz) - H». He’ -
Cs 129,23 Hs: 7,22 (¢, J=8,1Hz) - - -
C6’ 111,22 HG’I 7,49 (d, J= 8,1HZ) H5’ HN-H; Hz’; Hy -
CH3
Cr 54,91 Hy: 3,81 (5) ; - -
) i Hnn: 9,89 () i i i
H,.eH,
Hy n H- Hg He Hs H,
1 )
m/ i,"__ _)‘II'.-I‘L_‘_‘ _Jﬁ'-‘L, _,".I'I'JI__H__,."I-JJ'.“‘ - i
Cp & -105
C.* ...... :
Cﬁ! I ': 110
T 120 =
Co +—n
Cs = 125
C:-\’ ...... = 130
C; = F13s

73 7.2
f2 (ppm)

Figura 59. Espectros bidimensionais de HSQC do composto 71 em DMSO-ds: Visualizagdao

das correlagdes J! entre carbono e hidrogénio.
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Figura 60. Espectros bidimensionais de HMBC do composto 71 em DMSO-de: Visualizagao

das correlagdes J?, J* e J4, entre carbono e hidrogénio.

3.3.3. Sintese da 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68)

O composto 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68) foi obtido por reacdo de O-
desmetilacdo, apresentando-se como um so6lido amarelo. O rendimento alcancado foi de 11%,

com ponto de fusdo na faixa de 140-144°C.

A reagdo de O-desmetilacao foi realizada utilizando a N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-
amina (71) com o tribrometo de boro (BBr3) em diclorometano anidro, com aquecimento a 45°C

(Esquema 34).

/@\ /%j BBr3 1™ N
CH20I2 /@\ I _
— 45°C HO N)\N
1% H 68

Esquema 34. Sintese da 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68)
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O mecanismo proposto para a obtencao da 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68) envolve
uma reagdo de O-desmetilagdo, na qual o BBr3; atua como um acido de Lewis, aceitando um par
de elétrons do oxigénio da metoxila em seu orbital p vazio. O ion oxonio (XXVI) resultante
pode entdo ser atacado por Cl- em uma reagdo do tipo Sn2, promovendo a quebra da ligacao
C-0 e levando a formacao do intermedidrio de reacao XXVII, que, ao ser hidrolisado, gera o
grupo hidroxila no composto 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68) (Esquema 35) (Clayden;

Greeves; Warren, 2012).

........................................................................................................................
......
o .,

Sar H3C—Br
a, 2 D
Nor PNAES G N
B.
71 @\Br XXVI /B\Br XXVII B~ > Br
Br—B. -~
O Br
H,0
B(OH); + HBr + /@ N
P
HO N

0
0
.
..........................................................................................................................

Esquema 35. Esquema de intermediarios proposto para a O-desmetilagdo para formagao do

composto 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68).

Para confirmar a formacdo do composto 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68) foram
realizados experimentos de determinagio estrutural como RMN 'H e '3C, cujos espectros estdo
disponiveis nas Figura S69 a Figura S70 do Anexo 7.2.

Os principais indicadores da formagao desse composto foi a auséncia do sinal referente
a metoxila presente no reagente 68, tanto no espectro de RMN 'H quanto no de *C. Pela andlise
ter sido realizada em cloroférmio (CDCl3) ndo foi possivel visualizar hidrogénio da hidroxila
(Hon) ou mesmo o hidrogénio da amina (Hnn).

Além disso, tanto no RMN 'H quanto no '3C, os sinais do niicleo N-fenilquinazolin-2-
amina mantiveram-se inalterados apo6s a reacdo de O-desmetilagdo, indicando auséncia de

degradacao do composto.
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3.3.4. Sintese do cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b)

A sintese do composto cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b) foi realizada via
reacdo substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2), apresentando como soélidos. Seus
rendimentos variaram entre 93-98%, de acordo com o nimero de carbonos espagadores (Tabela

25).

Tabela 25. Caracteristicas fisicas e rendimento da 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b)

7
@T':/)/\c
H n

n=1,2
Compostos n Cara?t?rlstlcas P.F. °C Rendimento (%)
fisicas
69a 1 Soélido bege 209-211¢4 98
69b 2 Soélido bege 215-2194 93

4 Ponto de degradacio

A reagao para obtengao dos haletos de alquila foi realizada a partir piperidinil-alcanol

(69a-b) e cloreto de tionila (SOCI2) em tolueno, sob aquecimento de 60 °C (Esquema 36).

cloreto de C?
N tionila @N
17 oH ﬁMf\m

tolueno, 60°C
n=1-2 n=1-2

70a-b 67a (n=1, 98%); 67b (n=2, 93%)
Esquema 36. Sintese do cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b)

O mecanismo inicia-se com o ataque nucleofilico do oxigénio do grupo hidroxila do
piperidinil-alcanol (70a-b) ao enxofre eletrofilico do cloreto de tionila (SOCl2), formando
um intermediario tetraédrico (XXVIII), que libera um ion cloreto (CI"). Em seguida, ocorre
uma transferéncia intramolecular de prétons entre o nitrogénio e o oxigénio, gerando
o cloridrato de clorossulfito de alquilpiperidinio (XXIX) (Esquema 37).

Posteriormente, em uma substitui¢ao nucleofilica bimolecular (Sn2), um ion cloreto
(CI) atua como nucleoéfilo, atacando o carbono a ao oxigénio e deslocando o grupo CISO>".
Este grupo ¢ um excelente grupo de saida e decompde-se facilmente em SO> gasoso e CI,
tornando a reacdo irreversivel (Esquema 37) (Solomons; Fryhle; Snyder, 2022; Scotland;

Vreugdenhil; Shetranjiwalla, 2025).
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Esquema 37. Esquema de intermediarios proposto para a obtencdo do cloridrato de 1-
(cloroalquil)piperidina (69a-b) (Adaptado de (Solomons; Fryhle; Snyder, 2022; Scotland,
Vreugdenhil; Shetranjiwalla, 2025))

Para confirmar a formagao do composto cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b)
foram realizados experimentos de determinagio estrutural como RMN 'H e !°C, cujos espectros
estdo disponiveis nas Figura S71 a Figura S74 do Anexo 7.2.

Vale mencionar que as andlises desses compostos foram realizadas em DMSO-ds para
a melhor visualizagdo de hidrogénios ligados a heterodtomos. Visando tornar a discussao mais
clara, foram selecionados os espectros de RMN 'H e '*C do composto 69b para a elucidacio
detalhada no texto. Inicialmente, podemos observar os sinais referentes a cadeia alquilica, como
o deslocamento de 6 3,73 ppm (t, J = 6,3 Hz, 2H) atribuido aos hidrogénios metilénicos
adjacentes ao atomo de cloro (Hy), que apresentam desblindagem acentuada devido ao efeito
indutivo eletronegativo do cloro. Contudo, esse sinal isoladamente ndao seria suficiente para
confirmar a formagao do composto 69b, visto que ele ndo demonstra mudanga significativa no
deslocamento quimico em relagdo ao alcool precursor. Sendo assim, a Unica evidéncia concreta
fornecida pelo espectro de RMN 'H é a auséncia do sinal referente ao Hom, que
seria esperado como um singleto em ~4 ppm. O sinal em ¢ 3,37 ppm (s, 2H) corresponde aos
hidrogénios metilénicos préximos ao nitrogénio (H7), cujo deslocamento elevado sugere a
influéncia do ambiente polarizado gerado pelo grupo amino protonado. Por fim, o sinal em &
2,19-2,23 ppm (m, 2H) ¢ atribuido aos hidrogénios centrais da cadeia (Hs), que sofrem
acoplamentos multiplos com os metilenos vizinhos (H7 e Hy), resultando em um padrao

complexo.
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Os hidrogénios Hz.6 ¢ Hs da piperidina protonada exibiram deslocamentos quimicos
distintos no RMN 'H para os hidrogénios axiais e equatoriais, refletindo a influéncia da
anisotropia magnética do nitrogénio protonado (Hxu = 10,72 ppm (s, 1H)) e da conformagao
em cadeira. Para os hidrogénios axiais Ha-s, 0 sinal em 3,07 (dt, J= 10,1, 5,2 Hz, 2H) reflete a
desblindagem causada pelo nitrogénio protonado, com o acoplamentoJ= 10,1 Hz
correspondendo a interagdo axial-axial. J& os hidrogénios equatoriais em 2,84 (td, 2H)
apresentam menor deslocamento devido a menor exposi¢do ao campo desblindante do
nitrogénio protonado. Para o hidrogénio axial em Hs foi atribuido o sinal de 1,68 (d, J = 13,2
Hz, 1H) e sinal em 1,36 (q, 1H) para o H4 equatorial. Para o H3.s temos o sinal em 1,85 — 1,67

como um multipleto integrado para 4H.

No espectro de RMN !*C, observaram-se os seguintes deslocamentos quimicos para a
cadeia alquila: 6 53,37 ppm para o carbono C7, 6 42,59 ppm para o carbono Co € 6 26,23 ppm
para o carbono Cs. O deslocamento do Co € caracteristico de um carbono adjacente a
halogénios (Cl) e constitui evidéncia da forma¢dao do composto 69b, uma vez que esse valor ¢
significativamente diferente do observado para o 4&lcool precursor, que ocorreria em
aproximadamente 60 ppm. Para a amina ciclica, observou-se deslocamentos caracteristicos: &
52,06 ppm para os carbonos C; e Cs (adjacentes ao nitrogénio protonado), 6 26,23 ppm para os

carbonos C3 e Cs e 6 21,41 ppm para o carbono Cas.

3.3.5. Sintese da N-(3-((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b)

O composto N-(3-((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b) foi obtido
via reacdo de O-alquilagdo, apresentando como sdlido. Seus rendimentos variaram entre 27-

54%, de acordo com o nimero de carbonos espacadores (Tabela 26).
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Tabela 26. Caracteristicas fisicas e rendimento da N-(3-((piperidin-1-

il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b)

O\'WOQ”)N\/ISD

Compostos n Caracteristicas fisicas Rendimento (%)
67a 1 Solido amarelo 54
67b 2 Oleo amarelo 27

A reagdo de O-alquilagdo (Sintese de Williamson) foi realizada a partir da 3-
(quinazolin-2-ilamino)fenol (68), cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b), carbonato de

potéssio (K2COs3) e iodeto de potassio (KI) em acetonitrila, sob aquecimento de 85 °C (Esquema

38).

x@ (ol movene o I, x@

n= 12 n=1-2
68 69a-b 67a (n=1, 54%); 67b (n=2, 27%)
Esquema 38. Sintese da N-(3-((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b).

O mecanismo proposto para essa reacdo inicia-se pela reacdo de substituicdo
nucleofilica (Sn2) entre o KI, que estd sendo utilizado como catalisador da reagdo, e o cloridrato
de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b). O ataque nucleofilico ¢ realizado pelo iodeto, que € um
bom nucledfilo, no carbono a ao cloreto, levando a formagdo do intermediario (XXX).
Paralelamente, temos a abstragdo do proton da hidroxila fenolica pelo ion carbonato (CO372),
resultando na forma¢do da 3-(quinazolin-2-ilamino)fenolato (XXXI) e do ion bicarbonato
(HCO3"). Em seguida, ocorre uma substituicdo nucleofilica bimolecular (Sn2), em que a 3-
(quinazolin-2-ilamino)fenolato (XXXI) recém-formada atua como nucleofilo, atacando o
carbono ligado ao iodo (XXX). De forma concertada, a ligagdo entre o nucledfilo e o carbono
se forma enquanto a ligacdo C-I é rompida, liberando o iodeto e originando a N-(3-((piperidin-

1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b) (Esquema 39) (Clayden; Greeves; Warren, 2012).
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Esquema 39. Esquema de intermediarios proposto para a O-alquilagdo do composto N-(3-
((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b) (Adaptado de (Clayden; Greeves;
Warren, 2012))

Para confirmar a formagao do composto N-(3-((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-
2-amina (67a-b) foram realizados experimentos de determinacio estrutural como RMN 'H e
13C, cujos espectros estdo disponiveis nas Figura S75 a Figura S78 do Anexo 7.2.

Inicialmente, observou-se nos espectros que os sinais do ntcleo N-fenilquinazolin-2-
amina se mantiveram inalterados apds a introducao do grupo piperidinil-alcoxila, confirmando
que a funcionalizagdo ndo afetou a estrutura central. Além disso, observou-se um tripleto
variando entre o 4,00 - 4,08 (J = 5,8 Hz, 2H) referente ao metileno adjacente ao oxigénio € um
tripleto em 6 2,40-2,68 ppm (J = 5,4 Hz, 2H) que foi associado aos hidrogénios metilénicos
proximos ao nitrogénio da piperidina. Para o composto 67b, com cadeia alquila de 3 carbonos,

ainda foi possivel observar o sinal em 6 1,89 ppm (m, 2H).

Para confirmar que a substitui¢do ocorre no grupo hidroxila (OH) e ndo na amina (NH),
realizou-se a espectroscopia de RMN bidimensional (2D). Por meio do experimento HMBC,
observou-se que o proton Hy.u do composto 67a apresenta correlacdes de longo alcance (J°)

com os carbonos Cz’ e Cy, indicando a posi¢do da substituicdo no grupo hidroxila (Figura 61).
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Os sinais da piperidina no RMN 'H foram observados com deslocamentos variando
entre & 2,34 — 2,45 (sl, 4H) para os hidrogénios adjacentes ao N (Hi» e Hs>), 8 1,49 — 1,50 (m,
4H) para os hidrogénios Ho» e Hs> e 6 1,36 — 1,38 (s/, 2H) para os hidrogénios H3». No RMN
13C, a amina ciclica apresentou deslocamentos em & 54,24 — 54,48 ppm (Ci~ e Cs+), § 25,59 —
25,67 ppm (C2» e C4) € 6 24,24 — 23,964 ppm (C3»).
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Figura 61. Espectros bidimensionais de HMBC do composto 67a em DMSO: Visualiza¢ao

das correlagdes J°, entre carbono e hidrogénio.

3.3.6. Resultados de atividade inibitoria dos compostos obtidos frente 8 AChE e

BChE
A atividade anticolinesterdsica dos compostos 67a-b foi determinada de acordo com o
método adaptado de Ellman (De Souza et al., 2019; Ellman et al., 1961), utilizando a donepezila
como composto de referéncia. As reagdes envolvidas nesse ensaio sdo as mesmas ja discutidas

anteriormente e estdo representadas no Esquema 16.

Nenhum dos compostos demonstrou inibi¢do superior a 50% para a AChE na

concentracdo fixa de 10 uM. J4 para a BChE, os compostos apresentaram uma poténcia
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consideravel, sendo o mais ativo o composto 67a, o qual apresentou valor de Clso = 0,782 uM

(Tabela 27).

Tabela 27. Resultados obtidos nos ensaios inibi¢do enzimatica frente 8 EeAChE e EgBChE.

O O

Clso (uM) = DP? S1d
Compostos n
AChEP BChE*
67a 2 41,8° 0,782 + 0,041 <0,08
67b 3 36,1°¢ 1,37+ 0,129 <0,14
Donepezila - 0,007 £ 0,0002 2,39 £0,105 341

* Concentrag@o necessaria para inibir 50% da atividade colinesterasica, dados obtidos + desvio padrao
(DP) de triplicatas de ensaios independentes; ® AChE de enguia elétrica; ° BChE de soro equino; ¢ indice

de seletividade (IS) ¢ dado como BChE Clso/AChE Cls. ¢ Porcentagem de inibicdo de AChE em uma
concentragdo de teste de 10 uM + DP.

3.3.7. Ensaios do mecanismo de inibi¢ao enzimatica frente a BChE

Para determinar o mecanismo de inibi¢do dessa série de compostos, foram realizados
ensaios de cinética enzimatica com os compostos 67a na BChE. Com base nos parametros
cinéticos (Km e Vmax) (Tabela 19), e no perfil do grafico de Lineweaver-Burk observou-se que
o tipo de inibicao promovida pelos compostos 67a frente a enzima BChE ¢ do tipo mista. As
constantes de afinidade correspondentes aos tipos de inibigdo observados foram calculadas e
estdo apresentadas na Tabela 28.

Tabela 28. Parametros cinéticos de 67a na enzima BChE

Vmix+ DP
C (M) 1x103 fm = DP Ki (M) £ DP?* Ki (nM) + DP?
oncentracio X i(mM) £ DP* Ky (nM) £

: (1 x 103 nM)
nM/min)

0 12,13+ 0,095 109,53 +£4,456

0,6 8,26 0,196 210,23 £1,222 207,77+ 3,77 509,75 £9,10
1 6,00 £0,154 262,37 +£9,721
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No grafico de Lineweaver-Burk foi possivel confirmar o mecanismo de inibi¢do
indicado pela analise dos pardmetros cinéticos. Na Figura 62 observa-se que as linhas de
intersec¢do convergem a esquerda do eixo y (1/V)eacima do eixo x (1/[S]), indicando
um mecanismo de inibicao mista. As concentracdes dos compostos utilizadas para a obtencao

das curvas estdo representadas nos graficos pelo simbolo [I].

1.5
1.0
-~ O uM
= = 06 uM
0.5
”._._.—0/./. = 1M
-20 - 10 20 30

[1/S]
Figura 62. Graficos de Lineweaver-Burk da cinética de inibi¢do em EgBChE do composto

65a.

3.3.8. Estudo de interacdo enzimatica in silico na enzima EeAChE

Para a realiza¢do do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e
a enzima EeAChE foi utilizada as mesmas condi¢des ja expostas anteriormente € que estao
descritas no item 3.1.13.

Os resultados de score de ligagdo e valores de Clso obtidos para os compostos 67a-b
estdo apresentados na Tabela 20, permitindo a visualizagdo da correlacdo entre os dados. O
detalhamento qualitativo das interacdes moleculares entre os ligantes e a enzima EeAChE esta

descrito na Tabela S9 do Anexo 7.1.

Tabela 29. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados.

EeAChE
Compostos
GoldScore % de inibi¢cao*®
67a 85,41 41,8
67b 81,82 36,1

¢ Porcentagem de inibi¢ao de AChE em uma concentragdo de teste de 10 uM = DP.
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Figilra 63. A) Sobreposicao do composto 58e (roxo) e 0 compostos 67a (azul) e 67b (vinho),
na cavidade enzimatica da AChE. B) Analise das principais interagdes moleculares entre o
composto 67a (azul) e C) 67b (vinho) na cavidade enzimdtica da AChE. Figura gerada com

PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC).

Com base na analise das poses de ligacao obtidas pelo estudo de docking, observou-se
que os inibidores ocuparam o sitio ativo (CAS), porém de formas distintas. O grupamento
amino-ciclico protonado do composto 67a realiza interacdo do tipo cation-mr com o
residuo Trp86, conforme o composto S8e (Figura 63A). Entretanto, o restante da estrutura
apresenta uma orientagdo completamente distinta dentro da cavidade enzimética. Essa
diferenga decorre da menor rigidez do nucleo fenil-2-aminoquinazolina em comparagao
a quinolin-2(1H)-ona original. A abertura do anel confere maior liberdade conformacional,
resultando em uma amina secundéria com geometria trigonal plana (sp?). Essa flexibilidade
permitiu ao composto explorar a cavidade enzimatica e estabelecer interagdes diferenciadas.
Contudo, tais interagdes mostraram-se menos eficientes em relacdo ao composto 58e, o que

explica a baixa atividade biologica observada contra a AChE (Figura 63B).
118



Para o composto 67b, a maior liberdade conformacional resultou em uma inversao
completa da orientacdo dentro da cavidade enzimatica em comparagao ao composto 58e. Desse
modo, uma interagdo de empilhamento n-m com o residuo Trp86 no fundo do sitio
CAS, associada a ligagao de hidrogénio com o residuo Tyr337 e ao empilhamento ©-m em
forma de T com o residuo Tyr124, demonstrou definir a orientagdo do composto na cavidade

da AChE (Figura 63C).

3.3.9. Estudo de interacio enzimatica in silico na enzima EqBChE

Para a realizag¢do do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e
a enzima EgBChE foi utilizada as mesmas condi¢des ja expostas anteriormente e que estdo
descritas no item 3.1.14.

Os resultados de score de ligacdo e valores de Clso obtidos para os compostos 67a-b
estdo apresentados na Tabela 30, permitindo a visualizagdo da correlacdo entre os dados. O
detalhamento qualitativo das intera¢cdes moleculares entre os ligantes e a enzima EgBChE esta

descrito na Tabela S10 do Anexo 7.1.

Tabela 30. Resultados de score e os respectivos valores de Clso dos compostos avaliados.

EgBChE
Compostos
ASP Clso (uM) £ DP
67a 51,31 0,782 + 0,041
67b 56,02 1,37 +£0,129

Com base na analise das poses de liga¢ao obtidas pelo estudo de docking, observou-se
que os inibidores ocuparam tanto o sitio ativo (CAS) quanto o sitio periférico (PAS) da enzima,
exibindo orientacdo espacial distinta em comparagdo ao composto 58a (Figura 63A). Ao
contrario do observado para a AChE, a maior liberdade conformacional da amina secundaria
(sp?), resultante da abertura do anel quinolin-2(1H)-ona, otimizou as interacdes dos

compostos com a BChE, resultando em aumento de poténcia.
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Figura 64. A) Sobreposicao do composto 58a ¢ os compostos 67a (azul) e 67b (vinho), na
cavidade enzimatica da BChE. B) Analise das principais interagdes moleculares entre o
composto 67a (azul) e C) 67b (vinho) na cavidade enzimatica da BChE. Figura gerada com

PyMol 3.1.3.1 (Copyright © Schrodinger LLC).

No composto 67a, identificaram-se ligagdes de hidrogénio com Ser226 (2,3 A)
e empilhamentos n-n em forma de T com Trp110 (4,6 A), Trp259 (4,4 A), Phe357 (5,2 A; 5,5
A) e His466 (4,5 A) (Figura 63B). J4 0 67b, com cadeia espacadora estendida, perdeu a
interacdo m-m com Trp110, mantendo apenas a ligagdo de hidrogénio com Ser226 (2,2 A) e
empilhamentos 7-m com Trp259 (4,9 A), Phe357 (5,2 A; 5,5 A) e His466 (4,5 A) (Figura 63C).

Essa reducao no niimero de interagdes explica sua menor poténcia inibitoria frente ao 67a.
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4. CONCLUSAO E PERSPECTIVAS

Neste trabalho, foram obtidos 19 compostos finais inéditos mediante uma estratégia de
modificacdo molecular seriada, partindo de um nucleo cumarinico. Essa abordagem permitiu
modular racionalmente a seletividade dos inibidores, resultando em compostos altamente
seletivos para AChE (Série A), compostos de agdo dual (Série B) e compostos seletivos para
BChE (Série C). Esses resultados demonstram o papel crucial do esqueleto heterociclico na
determinagdo do perfil farmacolégico (Esquema 40). Adicionalmente, a comparagdo entre as
Série A e Série B revelou que a modificacdo bioisostérica do nticleo cumarinico para fenil-
quinolin-2(1H)-ona (58a-g) alterou o mecanismo de inibi¢do da AChE, enfatizando a

sensibilidade farmacodinamica as alteragcdes no arcabougo molecular.

7\
N=N =TR 2
N IR
@ b @ . Qo J
|
N N
~ho o Yo ~tho N Yo Nvo N)\N/
n=1-2 24a-j n=1-2 H 56a-g n=1-2 H  6s5ab
mecanismo de inibicao: mecanismo de inibicao: mecanismo de inibicio:
- AChE: mista - AChE: ndo-competitiva (predom.) - BChE: mista gao:
- BChE: mista - BChE: mista '

Esquema 40. Comparagao entres as séries propostas.

Partindo da analise individualizada, a série A foi concluida com grande éxito resultando
na obteng¢do de 10 novos derivados benzilicos de 3-(1,2,3-triazol)-cumarinas (26a-j), tendo as
metodologias sintéticas e métodos de purificagdo propostos estabelecidos de forma satisfatoria,
apresentando rendimentos de razodveis a bons. Os ensaios de inibigdo enzimatica evidenciaram
que a homologacdo proposta contribuiu significativamente para o aumento da poténcia e
seletividade desses compostos frente a AChE. Além disso, demonstraram que a natureza dos
substituintes ligados ao grupo benzila ndo afeta de modo significativo a atividade desses
compostos — o que possibilita, em estudos futuros, explorar essa regido na otimizacao
de leads para melhorar propriedades fisico-quimicas. Relevante destacar que nos compostos
submetidos a avaliacdo de citotoxicidade, observaram-se efeitos neuroprotetores e perfil nao
neurotdxico, com viabilidade celular >70%. Nesse contexto, o composto 26a destaca-se como
candidato a /ead por combinar poténcia frente a AChE, perfil farmacocinético favoravel e baixa
toxicidade neuronal. O potencial multialvo da série A foi evidenciado pelos resultados obtidos
frente a #H3R e MAO-B, que destacou o composto 26j pelo seu perfil farmacologico singular

caracterizado por sua acdo multialvo promissora.
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A sintese da série B foi concluida com sucesso, resultando na obten¢do de 7 derivados
inéditos de fenil-quinolin-2(1H)-ona (58a-g). Até a etapa de formacdo dos intermediarios-
chave 60a-b, as metodologias sintéticas e de purificagdo empregadas demonstraram eficiéncia
satisfatoria, com rendimentos variando de razodveis a bons. Entretanto, a etapa critica de
sintese dos compostos 59 apresentou desafios significativos, incluindo rendimentos
drasticamente reduzidos e complexidades operacionais, o que limitou a eficiéncia global do
processo e, consequentemente, a obtencdo de um maior nimero de derivados. Os ensaios de
inibicdo enzimdtica das colinesterases pelos compostos 58a-g demonstraram um perfil de
inibi¢do dual das colinesterases (ChEs), com potencias de inibi¢do promissoras. E contrariando
as projecdes iniciais, a maioria dos derivados demonstraram perfil de inibi¢do ndo-competitivo

frente a AChE, indicando interagir como um complexo ternarios.

As perspectivas para a série B incluem, otimizagdo da rota sintética para viabilizar a
obtencao de mais derivados, assim como, a realizacdo de estudos de dinamica molecular e
cristalografia para elucidar completamente o mecanismo de inibi¢do desses compostos. Além
disso, explorar o potencial multialvo da série através dos ensaios de inibi¢do in vitro da
agregacao de placas B-amildide, #H3R, MAO-A e MAO-B, e avaliacdo de citotoxicidade e de

protecdo neuronal.

A sintese da série C foi concluida com a obtengdo de 2 derivados inéditos de fenil-2-
aminoquinazolina (67a-b), apresentando metodologias sintéticas e de purificagdo com
eficiéncia satisfatoria e com rendimentos razoaveis. Os ensaios de inibi¢do enzimatica das
colinesterases pelos compostos 67a-b demonstraram que os compostos sao capazes de inibir a

BChE de forma eficiente, € com mecanismo de inibigao misto.

As perspectivas para a série C — que representa uma potencial otimizagdo em relacao a
série B — incluem sua ampliagdo via exploracdo de substituintes no anel quinazolinico, visando
aprimorar a atividade frente a BChE. Além disso, explorar o potencial multialvo da série através
dos ensaios de inibicdo in vitro da agregagao de placas B-amildide, #H3R, MAO-A ¢ MAO-B,

e avaliacdo de citotoxicidade e de prote¢ao neuronal.
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5. METODOLOGIA

A fase organica das reagdes foi seca sob sulfato de sddio anidro, filtrada e o solvente foi
evaporado a pressdo reduzida em evaporador rotatdrio, modelo RV 10 digital e banho IKA,
modelo HB 10 digital.

O acompanhamento das reagdes foi feito através da técnica de cromatografia em camada
fina analitica (CCFA), na qual foram utilizadas placas de aluminio Kieselgel 60 (HF-254,
Merck) com 0,2 mm de espessura. A visualizagdo das substancias em CCFA foi realizada em
lampada ultravioleta (254 € 365 nm).

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

Os espectros de RMN'H foram obtidos em aparelhos Bruker Avance-500 e Bruker
Avance-400 (IQ-UFRRJ), operando a 500MHz e 400MHz, respectivamente. As amostras
foram dissolvidas em CDCI3 e DMSO-d6, contendo tetrametilsilano (TMS) como referéncia
interna e colocadas em tubos de 5 mm de didmetro. Os espectros de RMN!*C foram obtidos
operando a 125 MHz ¢ a 100MHz, em aparelho Bruker Avance-500 ¢ Bruker Avance-400 (IQ
-UFRRYJ), respectivamente, e as amostras foram dissolvidas em CDCl; e DMSO-d6, contendo
TMS como referéncia interna.

As areas dos picos foram obtidas por integragao eletronica e sua multiplicidade descrita
com: s-simpleto / sl-simpleto largo / d-dubleto / t-tripleto / gq-quarteto / m-multipleto / dd-duplo
dubleto.

Os pontos de fusdo foram determinados em aparelho GEHAKA modelo PF 1500

FARMA e os valores nao foram corrigidos.

5.1. SERIE A
5.1.1. Sintese da alcoois benzilicos (32a-h)
]
AN NaBH4 N
_ EtOH _
t.a, 3h
33a-h 32a-h

Em tubo borosilicato refor¢ado, seco em chama, foi preparada uma solugao com 3 mmol
do benzaldeido (33a-h) em 2,97 mL de EtOH, sob atmosfera de N> e entdo resfriada a 0°C. A

essa solugdo foram adicionados 4,5 mmol de NaBH4 em uma tinica fra¢ao ¢ a mistura reacional
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foi submetida a agitacdo em temperatura ambiente por 3 horas. Ap6s a confirmagado do consumo
completo do reagente observado por CCD (Hexano:AcOEt 10%), a reacdo foi interrompida
uma solugdo de NaOH 10% e agitada por aproximadamente 10 minutos. A mistura bruta foi
concentrada em em rotaevaporador para remover o EtOH e em seguida foi extraida com DCM
(3 vezes), e as camadas organicas combinadas foram secas com Na;SO4 e concentrada a vacuo,
para obter o produto alcool correspondente, que foi utilizado na etapa seguinte sem purificacao

adicional (Senaweera; Weaver, 2017).

5.1.2. Sintese dos brometos de benzila (31a-h)

RL\ OH CBr4’ PPh3 - I X Br
L CH,Cl, R
32a-h ta, 2h 31a-h

Em um tubo de borosilicato refor¢ado, preparou-se uma solucao de 1,75 mmol de alcool
benzilico (31a-h) em diclorometano (8,6 mL), ao qual foram adicionados 1,75 mmol de
tetrabrometo de carbono e 1,75 mmol de trifenilfosfina. A mistura reacional foi agitada a
temperatura ambiente por 2 horas e monitorada por CCD (Hexano:AcOEt 10%). Apds o
consumo completo do alcool benzilico, o solvente foi removido por evaporagao sob pressao
reduzida, e o brometo de benzila formado foi utilizado na etapa seguinte sem purificagdo

adicional.

5.1.3. Sintese das benzil azidas (30a-i)

RL\ Br NaNs X N5
= Acetona/H,0 R1 _
31a-i t.a, 30 min 30a-i

Em um tubo de borosilicato refor¢cado, solubilizou-se 1,75 mmol de brometo de benzila
(31a-i) em agua/acetona (1:3), seguida da adi¢do de 3,50 mmol de NaNs. A reacdo foi mantida
em agitacdao durante 30 minutos a temperatura ambiente. Ao fim da reagdo, a mistura reacional
foi extraida com diclorometano e lavada com dgua. A fase organica foi seca com Na>xSO4 anidro
e concentrada sob vacuo. Os produtos obtidos (30a-i) foram purificados em coluna
cromatografica flash no equipamento Isolera, com fase estacionaria de silica em gel e utilizando
como fase movel mistura de hexano:acetato de etila em gradiente de concentragdao de 10-30%

do solvente mais polar.
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5.1.4.Sintese de 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(bromoalcoxi)- cumarinas

(27a-))

7\
X

CuS0,.H,0 N:N\N R

/@f{ O/\ Ac ascorbico N
EtOH/HZO Br
B ™o t.a., 24 horas o o0 o
n=1-2 29a-b 30a-i n=1-2 27a-j

Em um tubo de borosilicato reforcado foram solubilizados 1 mmol de 3-(etenil)-7-
(bromoalcoxi)-cumarina (29a-b) e 1,3 mmol de benzil azida (30a-i) em agua e etanol (v/v=1:1,
mL). Em seguida foi adicionado uma solucgdo previamente preparada de 0,2 mmol de ascorbato
de sodio dissolvido em 2 mL de agua. Seguido pela adicdo de outra solugdo previamente
preparada de 0,05 mmol de CuSOgs.pentahidratado 7.5 % em 2 mL de dgua. A reacdo foi agitada
vigorosamente durante 24 horas, no escuro e em temperatura ambiente. Ao término da reacao,
o etanol foi removido a vacuo e o residuo foi vertido em gelo. O solido foi filtrado & vacuo e
lavado com dagua gelada. Os produtos obtidos (27a-i) foram purificados em coluna
cromatografica flash no equipamento Isolera, com fase estacionaria de silica em gel e utilizando
como fase movel mistura de hexano:acetato de etila em gradiente de concentragdo de 40-70%

do solvente mais polar

7-(2-bromoetoxi)-3-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27a)

N
w
B
"~"0 0 0o

O composto 27a foi obtido como um 6leo marrom em 57% de rendimento. '"H RMN
(500 MHz, CDCl3): 6 = 8,61 (s, 1H); 8,25 (s, 1H); 7,53 (d, J=8,7 Hz, 1H); 7,32 (t, J= 7,8 Hz,
4H); 7,27 (s, 1H); 6,89 (dd, J = 8,6, 2,1 Hz, 1H); 6,81 (sl, 1H); 5,53 (s, 2H); 4,32 (t, /= 6,0 Hz,
2H); 3,63 (t, J = 6,0 Hz, 2H). '3C RMN (126 MHz, CDCl3): & = 161,64; 160,22; 155,07;
141,56, 138,15; 134,73; 130,00; 129,44; 129,12; 128,35; 123,89; 115,15; 113,81; 113,73;
101,62; 77,16; 68,57; 54,63; 28,72.
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7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(2-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27b)

B
"~"o o0 o

O composto 27b foi obtido como um solido amarelo em 46% de rendimento. Ponto de
degradagdo na faixa de 180-182°C. '"TH RMN (500 MHz, CDCls): & = 8,67 (s, 1H); 8,32 (s,
1H); 7,53 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,34 (t, J = 7,3 Hz, 1H); 7,25 (t, J = 7,3 Hz, 1H); 6,99 — 6,88
(m, 1H); 6,85 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 5,60 (s, 2H); 4,36 (t, J = 6,2 Hz, 2H); 3,89 (s, 3H); 3,68 (t,
J = 6,1 Hz, 2H). 3C RMN (126 MHz, CDCl3): & = 161,44; 160,12; 157,63; 155,16; 137,61;
130,77; 130,66; 129,89; 124,25; 123,29; 121,32; 115,90; 113,99; 113,70; 111,21; 101,76;
77,16; 68,63; 55,89; 49,70; 28,75.

7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(3-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27¢)

B0 o0 Yo

O composto 27¢ foi obtido como um sélido branco em 37% de rendimento. Ponto de
degrada¢do na faixa de 188-191°C. "TH RMN (500 MHz, CDCl3): § = 8,70 (s, 1H); 8,29 (s,
1H); 7,55 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 7,29 (t, J= 7,9 Hz, 1H); 6,96 — 6,78 (m, 5H); 5,55 (s, 2H); 4,37
(t, J= 6,0 Hz, 2H); 3,79 (s, 3H); 3,68 (t, J = 6,0 Hz, 2H). '3C RMN (126 MHz, CDCl3): & =
161,79; 160,58; 159,86; 154,93; 141,57; 137,66; 136,07; 130,38; 129,71; 120,40; 115,31;
114,41; 113,76; 113,69; 113,52; 101,44; 77,16; 68,34; 55,45; 54,39; 28,53.
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7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27d)

B
"~ 0 Yo

O composto 27d foi obtido como um sélido bege em 21% de rendimento. Ponto de
degrada¢do na faixa de 197-200°C. "TH RMN (500 MHz, CDCls): § = 8,68 (s, 1H); 8,25 (s,
1H); 7,54 (d, J= 8,7 Hz, 1H); 7,28 — 7,22 (m, 2H); 6,93 — 6,89 (m, 3H); 6,85 (d, J = 2,0 Hz,
1H); 5,55 (s, 2H); 4,36 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 3,81 (s, 3H); 3,68 (t, J = 6,1 Hz, 2H). 3C RMN
(126 MHz, CDCl3): 6 = 161,30; 160,14; 159,83; 154,97; 141,40; 137,54; 129,82; 129,69;
126,70; 123,39; 115,47; 114,70; 113,70; 113,51; 101,55; 68,41; 55,50; 54,03; 28,46.

7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(4-fluorbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27e)

B
r\/\O o o

O composto 27e foi obtido como um so6lido amarelo em 10% de rendimento. Ponto de
fusio na faixa de 193-196°C. "TH RMN (500 MHz, CDCl3): 5 = 8,69 (s, 1H); 8,29 (s, 1H); 7,55
(d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,31 (dd, J = 8,3, 5,3 Hz, 1H); 7,07 (t, J = 8,5 Hz, 1H); 6,93 (dd, J = 8,6,
2,2 Hz, 1H); 6,86 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 5,55 (s, 2H); 4,37 (t, J = 6,1 Hz, 1H); 3,68 (t, J = 6,1
Hz, 1H). 3C RMN (126 MHz, CDCl3): § = 161,35; 159,86; 154,96; 141,56; 137,73; 130,15,
130,08; 129,73; 123,46; 116,40; 116,23; 115,23; 113,60; 113,56; 101,49; 77,16; 68,37; 53,69;
28,50.

7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(3-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27f)
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O composto 27f foi obtido como um so6lido amarelo em 12% de rendimento. Ponto de
fusdo na faixa de 177-179°C. "TH RMN (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,70 (s, 1H); 8,31 (s, 1H); 7,55
(d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,35 (m, 3H); 7,19 (d, J = 6,7 Hz, 1H); 6,93 (dd, J = 8,6, 2,2 Hz, 1H);
6,86 (d, J = 1,8 Hz, 1H); 5,56 (s, 2H); 4,37 (t, J = 6,0 Hz, 1H); 3,68 (t, J = 6,1 Hz, 1H). 13C
RMN (126 MHz, CDCls): 6 =161,38; 159,86; 154,98; 141,66; 137,81; 136,61; 135,21; 130,58;
129,75;129,30; 129,19; 128,25; 126,22; 123,63; 115,19; 113,59; 113,57; 101,50; 68,38; 53,71;
28,36.

7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27g)

B
r\/\o o o

O composto 27g foi obtido como um sélido amarelo em 44% de rendimento. Ponto de
fusdo na faixa de 177-179°C. "TH RMN (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,69 (s, 1H); 8,29 (s, 1H); 7,55
(d, J= 8,6 Hz, 1H); 7,35 (d, J = 8,3 Hz, 2H); 7,25 (J = 8,1 Hz, 2H); 6,93 (dd, J = 8,6, 2,1 Hz,
2H); 6,86 (d, J = 1,9 Hz, 1H); 5,55 (s, 2H); 4,37 (t, J = 6,1 Hz, 3H); 3,68 (t, J = 6,1 Hz, 4H).
13C RMN (126 MHz, CDCl): § = 161,14; 159,58; 154,74; 141,37; 137,51; 134,78; 132,94;
129,49; 129,27, 123,30; 114,97; 113,37; 113,31, 101,29; 77,16; 68,16; 53,44; 28,20.

7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(3-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27h)

B0 0 o

O composto 27h foi obtido como um sélido amarelo em 12% de rendimento. Ponto de
fusdo na faixa de 185-189°C. "TH RMN (500 MHz, CDCl3): § = 8,70 (s, 1H); 8,31 (s, 1H);
7,55(d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,49 (d, J = 7,0 Hz, 1H); 7,46 (s, 1H); 7,24 (m, 2H); 6,93 (dd, J = 8,6,
2,3 Hz, 1H); 6,86 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 5,55 (s, 2H); 4,37 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 3,68 (t, J = 6,1
Hz, 2H). 3C RMN (126 MHz, CDCl3): 6 = 161,12; 159,60; 154,72; 141,41; 137,56; 136,60;
131,87; 130,89; 130,58; 129,49; 126,44; 123,36, 123,03; 114,92; 113,33; 113,31; 101,24;
77,16; 68,12; 53,38; 28,24.
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7-(2-bromoetoxi)-3-(1-(3-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il)-2H-cromen-2-ona (27i)

B
"~"0 o0 Yo

O composto 27i foi obtido como um sélido laranja em 16% de rendimento. Ponto de
fusdo na faixa de 211-214°C. "TH RMN (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,70 (s, 1H); 8,30 (s, 1H); 7,74
—17,39 (m, 3H); 7,20 (s, 2H); 6,93 (d, J = 7,8 Hz, 1H); 6,86 (s, 1H); 5,54 (s, 2H); 4,37 (s, 2H);
3,68 (s, 2H). 13C RMN (126 MHz, CDCl3): 6 = 161,64; 160,09; 155,23; 141,88; 138,07,
133,92; 132,73; 130,08; 130,01; 127,95; 123,81, 123,40; 115,38; 113,83; 101,74; 77,16; 68,63;
54,01; 28,75.

3-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-bromopropoxi)-2H-cromen-2-ona (27j)

Br~ "0 o Yo

O composto 27j foi obtido como um so6lido amarelo em 33% de rendimento. Ponto de
degradagdo na faixa de 179-180°C. '"TH RMN (500 MHz, CDCls): & = 8,70 (s, 1H); 8,29 (s,
1H); 7,53 (d, J= 8,6 Hz, 1H); 7,42 — 7,28 (m, 2H); 6,90 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 6,87 (s, 1H); 5,58
(s, 1H); 4,19 (t, J = 5,6 Hz, 1H); 3,62 (t, J = 6,2 Hz, 1H); 2,39 — 2,34 (m, 1H). 13C RMN (126
MHz, CDCls): 6 = 162,00; 159,96; 155,04; 137,78; 134,69; 129,58; 129,29, 128,94; 128,21;
123,54; 115,03; 113,505 113,28; 101,30; 77,16; 66,05; 54,45; 32,09; 29,70.

129



5.1.5. Sintese da 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-(3-(piperidin-1-il)alcoxi)-
cumarina (26a-j)

7\
N=N =R
<N plperldlna
N acetonltrlla G
B o
r\Mf\o o o 60°C, 4 horas \(\/)/\O

27a- n=1-2 26a-j
Em um tubo de borosilicato refor¢ado, foram adicionados 1 mmol dos respectivos

derivados 3-(1-R-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-i1)-7-(bromoalcoxi)-cumarina (27a-j), que foram
solubilizados em 15 mL de acetonitrila. Em seguida, foram adicionados 3 mmol de piperidina
(28). O tubo foi entdo selado, e a mistura submetida a agitagdo magnética e aquecimento a 60°C
por 4 horas. Apds a confirmagdo do consumo completo do reagente, observada por CCD
(DCM:MeOH 10%), a acetonitrila foi evaporada em rot evaporador. Os respectivos produtos
foram purificados utilizando o equipamento Isolera, com fase estacionaria de silica e fase movel
composta por uma mistura de diclorometano e metanol em gradiente de concentragao de 0-20%

do solvente mais polar.

3-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona (26a)

N:N‘\Q
N
@ w

N

~"o SN

O composto 26a foi obtido como um 6leo marrom em 40% de rendimento. 'H RMN
(500 MHz, CDCl): 6 = 8,59 (s, 1H); 8,24 (s, 1H); 7,50 (d, J = 8,5, 1H); 7,35 -7,28 (m,3H);
7,25 (m, 2H); 6,86 (dd, J= 8,7, 2 Hz, 1H); 6,81 (d, J = 1,6, 1H); 5,52 (s, 1H); 4,15 (t, J= 5,5
Hz, 2H); 2,82 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 2,54 (sl, 4H); 1,51 (m, 4H); 1,41 (m, 2H). 3C RMN (126
MHz, CDCl): 6 = 161,96; 160,06; 154,87; 141,37; 138,04; 134,47; 129,61; 129,16; 128,83;
128,06; 123,56; 114,54; 113,57; 113,10; 101,21; 68,91; 57,28; 54,82; 54,34; 25,24; 23,71.

3-[1-(2-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona
(26b)
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O composto 26b foi obtido como um s6lido marrom claro em 55% de rendimento. Ponto
de fusdo na faixa de 140-144°C. '"H RMN (500 MHz, CDCl3): § = 8,66 (s, 1H); 8,31 (s, IH);
7,50 (d, J = 8,6 Hz, 1H); 7,33 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 7,25 (t, J = 7,9 Hz, 1H); 6,94 (m, J = 14,5,
2H); 6,90 (dd, J = 8,7, 2,3 Hz, 1H); 6,85 (d, J = 1,9 Hz, 1H); 5,60 (s, 2H); 4,18 (t, J = 5,9 Hz,
2H); 3,89 (s, 3H); 2,82 (t, J = 5,7 Hz, 2H); 2,53 (s, 4H); 1,77 — 1,54 (m, 4H); 1,46 (s, 1H). 3C
RMN (126 MHz, CDCls): 6 =162,13; 160,05; 157,39; 155,05; 141,08; 137,59; 130,49; 130,40;
129,42; 123,90; 123,11; 121,07; 115,21; 113,66; 113,24; 110,97; 101,37, 77,16; 66,83; 57,74;
55,65; 55,23; 49,42; 26,01; 24,25.

3-[1-(3-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona
(26¢)

O composto 26¢ foi obtido como um sélido amarelo em 44% de rendimento. Ponto de
fusdo na faixa de 141-143°C. "TH RMN (500 MHz, CDCl3): 5 = 8,68 (s, 1H); 8,28 (s, 1H); 7,51
(d,J=38,7Hz, 1H); 7,29 (t,J=7,9 Hz, 1H); 6,89 (td, /= 8,3, 2,0 Hz, 3H); 6,84 (d, /= 14,0 Hz,
2H); 5,54 (s, 2H); 4,17 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 3,78 (s, 3H); 2,81 (t, /= 5,9 Hz, 2H); 2,51 (s, 4H);
1,61 (dt,J= 11,0, 5,5 Hz, 4H); 1,45 (s, 2H). *C RMN (126 MHz, CDCl3): 6 = 162,23; 160,23;
160,02; 155,05; 141,57; 137,85; 136,12; 130,35; 129,47; 123,52; 120,39; 114,85; 114,41;
113,73; 113,105 101,31; 77,16; 66,79; 57,71; 55,44; 55,20; 54,36; 25,99; 24,23.
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3-[1-(4-metoxibenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona
(26d)

@ b
N
~"0 0 o

O composto 26d foi obtido como um solido amarelo em 85% de rendimento. Ponto de
fusio na faixa de 131-136°C. "TH RMN (500 MHz, CDCl3): 5 = 8,67 (s, 1H); 8,24 (s, 1H); 7,50
(d,J=8,7Hz, 1H); 7,27 (d, J=9,1 Hz, 3H); 6,89 (d, /= 8,5 Hz, 3H); 6,85 (d, /= 1,8 Hz, 1H);
5,50 (s, 2H); 4,17 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 3,80 (s, 3H); 2,81 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 2,52 (s, 4H); 1,68
— 1,56 (m, J = 11,0, 5,5 Hz, 4H), 1,45 (sl, 2H). ¥*C RMN (126 MHz, CDCl3): § = 162,19;
160,05; 160,02; 155,03; 141,48; 137,78; 129,80; 129,45; 126,69; 123,26; 114,89; 114,63;
113,71; 113,11; 101,29; 77,16; 66,77; 57,70; 55,48; 55,19; 53,99; 25,98; 24,23.

3-[1-(4-fluorbenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona
(26e)

@ b
N
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O composto 26e foi obtido como um sélido amarelo em 45% de rendimento. Ponto de
fusdo na faixa de 167-169°C. "TH RMN (500 MHz, CDCl3): § = 8,69 (s, 1H); 8,28 (s, 1H); 7,58
— 7,45 (m, 2H); 7,36 — 7,28 (m, 2H); 7,07 (t, J = 8,3 Hz, 2H); 6,91 (d, J = 8,3 Hz, 2H); 6,86 (s,
1H); 5,55 (s, 2H); 4,18 (s, 2H); 2,82 (s, 2H); 2,52 (sl, 4H); 1,62 (sl, 4H); 1,45 (sl, 2H). 13C
RMN (126 MHz, CDCls): 6 =162,29; 160,04; 155,07; 141,69; 137,96, 135,40; 133,35; 130,13;
130,07; 129,50; 123,36; 116,38; 116,21; 114,73; 113,78; 113,07, 101,31; 77,16; 66,82; 57,71;
55,21; 53,66; 26,00, 24,24.
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3-[1-(3-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-| 2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona
(26f)

@ b
N
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O composto 26f foi obtido como um s6lido amarelo em 94% de rendimento. Ponto de
fusdo na faixa de 143-144°C. "TH RMN (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,69 (s, 1H); 8,31 (s, 1H); 7,51
(d,J=8,4 Hz, 1H); 7,35 - 7,28 (m, 3H); 7,18 (d, J=5,9 Hz, 1H); 6,91 (d, J= 8,0 Hz, 1H); 6,86
(sl, 1H); 5,55 (s, 2H); 4,17 (s, 2H); 2,81 (s, 2H); 2,52 (s, 4H); 1,61 (m, 4H); 1,45 (sl, 2H). 13C
RMN (126 MHz, CDCl): 6 =162,29; 160,03; 155,08; 141,77; 138,03; 136,64; 130,56; 129,52;
129,15; 128,23; 126,20; 123,53; 114,68; 113,77; 113,07; 101,32; 77,16; 66,76; 57,67; 55,17,
53,68; 25,94; 24,21.

3-[1-(4-clorobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-| 2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona
(26g)

) ™
N0 oo

O composto 26g foi obtido como um so6lido amarelo em 87% de rendimento. Ponto de
fusdo na faixa de 157-161°C. "TH RMN (500 MHz, CDCl3): 5 = 8,68 (s, 1H); 8,29 (s, 1H); 7,51
(d, J=8,6 Hz, 1H); 7,35 (d, J = 8,3 Hz, 2H); 7,25 (d, J = 8,4 Hz, 2H); 6,91 (dd, J = 8,6, 1,9 Hz,
1H); 6,86 (s, 1H); 5,55 (s, 2H); 4,17 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 2,81 (t, ] = 5,8 Hz, 2H); 2,51 (s, 4H);
1,64 — 1,57 (m, 4H); 1,45 (s, 2H). 3C RMN (126 MHz, CDCl3): 6 = 162,62; 160,27; 155,39;
142,02; 138,23; 135,27; 133,51; 129,79; 129,76, 123,69; 115,01; 114,05; 113,36; 101,65;
77,16; 67,20; 58,01; 55,50; 53,93; 26,32; 24,54.
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3-[1-(3-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[ 2-(piperidin-1-il)etoxi]|-2H-cromen-2-ona
(26h)

@ b
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O composto 26h foi obtido como um s6lido amarelo em 74% de rendimento. Ponto de
fusio na faixa de 143-144°C. "TH RMN (500 MHz, CDCl3): § = 8,69 (s, 1H); 8,31 (s, 1H); 7,62
- 17,41 (m, 3H); 7,25 (d, /= 7,2 Hz, 1H); 6,91 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 6,86 (sl, 1H); 5,54 (s, 2H);
4,17 (t, J = 5,6 Hz, 2H); 2,81 (t, J = 5,6 Hz, 3H); 2,51 (sl, 4H); 1,74 — 1,52 (m, 4H); 1,45 (sl,
2H). BC RMN (126 MHz, CDCIz): & = 162,31; 160,03; 155,08; 141,78; 138,03; 136,38;
132,09; 131,12; 130,82; 129,51; 126,68; 123,52; 123,25; 114,66; 113,78; 113,05; 101,30;
77,16; 66,81; 57,71; 55,21; 53,60; 26,00; 24,24.

3-[1-(4-bromobenzil)-1H-1,2,3-triazol-4-il]-7-[ 2-(piperidin-1-il)etoxi]-2H-cromen-2-ona
(26i)
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O composto 26i foi obtido como um sélido amarelo em 73% de rendimento. Ponto de
fusdo na faixa de 153-156°C. "TH RMN (500 MHz, CDCl3): = 8,68 (s, 1H); 8,29 (s, 1H); 7,51
(dd,J=8,5,2,4 Hz, 3H); 7,19 (d, J= 8,2 Hz, 2H); 6,91 (dd, /= 8,6, 1,7 Hz, 1H); 6,86 (sl, 1H);
5,53 (s, 2H); 4,17 (t, J = 5,9 Hz, 2H); 2,80 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 2,51 (s, 4H); 1,63 — 1,59 (m,
4H); 1,45 (sl, 2H). 3C RMN (126 MHz, CDCls): = 162,33; 160,03; 155,09; 141,74; 138,00,
133,73;132,45; 129,81; 129,51; 123,43; 123,10, 114,66; 113,80; 113,05; 101,31; 77,16; 66,86;
57,74; 55,23; 53,71, 26,04; 24,26.
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3-(1-benzil-1H-1,2,3-triazol-4-il)-7-[2-(piperidin-1-il)propoxi)-2H-cromen-2-ona (26j)

O composto 26j foi obtido como um s6lido amarelo em 64% de rendimento. Ponto de
fusio na faixa de 158 — 163°C. '"H RMN (500 MHz, CDCl3): 6 = 8,68 (s, 1H); 8,28 (s, 1H);
7,51 (d, J= 8,7 Hz, 1H); 7,39 — 7,35 (m, 3H); 7,32 — 7,30 (m, 2H); 6,88 (dd, J = 8,6, 2,2 Hz,
1H); 6,84 (d, J = 2,0 Hz, 1H); 5,58 (s, 2H); 4,10 (t, J = 6,1 Hz, 2H); 2,67 — 2,61 (m, 6H); 2,15
(sl, 2H); 1,73 (sl, 4H); 1,51 (sl, 2H). 3C RMN (126 MHz, CDCl3): § = 162,47; 160,25; 155,30;
141,82; 138,08; 134,95; 129,78; 129,53; 129,18; 128,46; 123,75; 115,14; 113,73; 113,38;
101,52; 77,16; 67,16; 55,95; 54,74; 54,68; 26,16; 25,42; 24,17.
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5.2. SERIE B
5.2.1. Sintese da 3-cloro-NV-(3-metoxifenil)propanamida (64)

o NH CI)J\ACI ) N)vcn

2 Tolueno N
65 66 60°C 64

Em um tubo de borosilicato refor¢ado, foram adicionados 5 mmol de m-anisidina (65)
e 7,5 mmol de carbonato de potassio (K2COs) em 630 pL de tolueno. Em seguida, uma solugao
contendo 5 mmol de cloreto de 3-cloropropionila (66) em 1,25 mL de tolueno foi adicionada
lentamente, gota a gota, ao longo de 1 hora, mantendo a temperatura abaixo de 40 °C. Apos a
adi¢ao completa, a mistura reacional foi aquecida a 60-65 °C por 1 hora.

O sistema foi entdo resfriado a temperatura ambiente, € 3 mL de uma solug@o aquosa de
HCl a 10% foram adicionados lentamente sob agitagdo continua por 30 minutos. O sélido

formado foi filtrado, lavado com 4gua e tolueno.

H

O composto 64 foi obtido como um so6lido branco em 87% de rendimento. Ponto de
fusdo na faixa de 92-95°C (literatura: P.F. = 93-95 °C). 'H RMN (500 MHz, DMSO-d6): § =
7,37 (s, 1H); 7,30 (s, 1H); 7,21 (t,J=7,9 Hz; 1H); 6,97 (d, /= 7,6 Hz, 1H); 6,68 (d, /= 7,8 Hz,
1H); 3,88 (s, 2H); 3,80 (s, 1H); 2,81 (s, 1H). *C RMN (126 MHz, DMSO-d6): § = 167,83;
160,31; 138,76; 129,87; 112,16; 110,70; 105,83; 77,41; 77,16; 77,16; 76,91; 55,47; 40,73;
39,95.

5.2.2. Sintese da 7-hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63)

\O )vc| 210°C, 30 min HO N (@)

N
H 64 H 63

Em um tubo de borosilicato refor¢ado, foi adicionado 1,4 mmol da 3-cloro-N-(3-
metoxifenil)propanamida (64) e 4,2 mmol de cloreto de aluminio (AICl3). O tubo foi selado e
uma agulha foi colocada para permitir a saida do gas. A mistura foi entdo foi aquecida a 210°C
com agita¢do por 30 minutos até que a evolugdo do gas cessasse. A mistura foi entdo resfriada
a temperatura ambiente e extinta com agua. A fase aquosa foi extraida com acetato de etila

(3x40 mL) e a fase orgénica combinada foi seca com Na>SOj4 e concentrada a vacuo, resultando
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em um solido de coloragdo rosa. Esse produto bruto foi entdo purificado em coluna
cromatografica flash no equipamento Isolera, com fase estacionaria de silica em gel e utilizando

como fase movel mistura de hexano:acetato de etila em gradiente de concentragdao de 20-50%

HO/©\/NlO

H
O composto 63 foi obtido como um so6lido amarelo em 65% de rendimento. Ponto de

fusdo na faixa de 234-238°C (literatura: P.F. = 233-237 °C). '"H RMN (500 MHz, DMSO-d6):
§=9,91 (s, 1H); 9,23 (s, 1H); 6,88 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 6,29 (d, J = 2,2 Hz, 1H); 6,27 (dd, J =
8,0, 2,3 Hz, 1H); 2,69 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 2,35 (t, J = 7,5 Hz, 2H). 13C RMN (126 MHz,
DMSO-d6): 5 = 170,36; 156,48; 139,05; 128,32; 113,74; 108,82; 102,33; 39,52; 30,94; 24,05.

do solvente mais polar.

5.2.3. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b)

B
L, —e SO
HO NS0  K,CO4 8o NS0

63 1 EtOH, 80°C =12 62ab

Em um tubo de borosilicato refor¢ado, foram solubizados 3 mmol do composto 7-
hidroxi-3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (63) e 9 mmol de carbonato de potassio (K2CO3) em 18,4
mL de etanol. Em seguida foi adicionado 12 mmol do dibroalcano (37a-b) e a solugdo foi
mantida em refluxo durante a 24 horas. Apds a confirmagao do consumo completo do reagente
observado por CCD (Hexano:AcOEt 30%), a mistura reacional foi entdo diluida com agua e
extraida com EtOAc. As camadas organicas combinadas foram lavadas com solucdo aquosa
saturada de NaHCOs, seguidas por solugdo saturada de NaCl e secas sobre NaxSO4 anidro,
concentradas sob pressdo reduzida e purificadas por cromatografia em coluna de silica flash no
equipamento Isolera, com fase estacionaria de silica em gel e utilizando como fase movel
mistura de hexano:acetato de etila em gradiente de concentracdo de 30-40% do solvente mais

polar.

7-(2-bromoetoxi) -3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a)

Bra_~ O/©\/”lo
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O composto 62a foi obtido como um s6lido amarelo em 48% de rendimento. Ponto de
fusio na faixa de 146 - 150°C. '"H RMN (500 MHz, DMSO-d6): 5 = 10,02 (s, 1H); 7,06 (d, J
=8,2 Hz, 1H); 6,51 (dd, J=8,2, 2,3 Hz, 1H); 6,45 (d, J=2,2 Hz, 1H); 4,23 (t,J = 5,3 Hz, 2H);
3,78 (t, J = 5,3, 2H); 2,78 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 2,41 (t, J = 7,5 Hz, 2H). 13C RMN (126 MHz,
DMSO-d6): 6 =170,26; 157,12; 139,29, 128,49; 116,22; 107,55; 102,04; 67,77; 39,52; 31,42;
30,67; 23,98.

7-(3-bromopropoxi) -3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62b)

BrMomO

H

O composto 62b foi obtido como um 6leo amarelo em 61% de rendimento. 'H RMN
(500 MHz, DMSO-d6): 6 =10,02 (s, 1H); 7,05 (d, J= 8,3 Hz, 1H); 6,50 (dd, J = 8,2, 2,4 Hz,
1H); 6,44 (d, J = 2,4 Hz, 1H); 3,99 (t, J = 6,0 Hz, 2H); 3,65 (t, /= 6,5 Hz, 2H); 2,77 (t, J=7,4
Hz, 2H); 2,41 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 2,24 — 2,18 (m, 2H). ¥C RMN (126 MHz, DMSO-d6): § =
170,43; 157,63; 139,30; 128,56; 117,50; 115,91; 107,63; 101,73; 68,21; 65,28; 39,52; 31,80;
31,44; 30,78; 24,04.

5.2.4. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a-b)

K2S,0g X
Br —’CUSO4 Br
™o NS0 MecN/H,0 70 NS0

n=1-2 H 76°C, 2 horas n=1-2
62a-b 60a-b

Em um tubo de borosilicato refor¢ado, foram adicionados 1 mmol de 7-(bromoalcoxi)-
3,4-diidroquinolin-2(1H)-ona (62a-b), 2 mmol de persulfato de potassio (K2S>0s) e 0,1 mmol
de sulfato de cobre (CuSOs) e solubilizados em 2,7 mL de acetonitrila (10V) e 2,7 mL de agua
(10V). A suspensao resultante foi aquecida a 76 °C durante 2 horas. Apos a confirmacao do
consumo completo do reagente observado por CCD (DCM: MeOH 5%), a mistura de reacional
foi extraida com diclorometano e a fase organica combinada foi lavada com agua e solugdo
saturada de NaCl e secas sobre Na;SO4 anidro. Apos ser concentrada sob pressao reduzida, o
produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna de silica flash no equipamento
Isolera, com fase estacionaria de silica em gel e utilizando como fase moével mistura de
DCM:MeOH em gradiente de concentracdo de 5—10% do solvente mais polar para obter o

produto oxidativo.
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7-(2-bromoetoxi)-quinolin-2(1H)-one (60a)

JO S

O composto 60a foi obtido como um soélido bege em 50% de rendimento. Ponto de
degradag¢do na faixa de 170 — 172°C. "TH RMN (500 MHz, DMSO-d6): 5 = 11,63 (s, 1H); 7,82
(sl, 1H); 7,58 (sl, 1H); 6,80(sl, 2H); 6,32 (sl, 1H); 4,35 (sl, 2H); 3,84 (sl, 2H). 13C RMN (126
MHz, DMSO-d6): 6 =162,25; 159,66; 140,59; 140,04; 129,47; 118,91; 113,74; 110,59; 99,06;
67,93; 39,52; 31,22.

7-(3-bromopropoxi)-quinolin-2(1H)-one (60b)

JO S
B~ "o NS0

H
O composto 60b foi obtido como um sélido bege em 67% de rendimento. Ponto de fusdo
na faixa de 112 - 117°C. '"H RMN (500 MHz, DMSO-d6): 5 = 11,62 (s, 1H); 7,81 (d,J=9,5
Hz, 1H); 7,56 (d, J=9,3 Hz, 1H); 6,81 — 6,80 (m, 2H); 6,30 (d, /J=9,5 Hz, 1H); 4,11 (t,J=6,0
Hz, 1H); 3,68 (t, J = 6,5 Hz, 1H); 2,28 (m, J = 6,2 Hz, 1H). 3C RMN (126 MHz, DMSO-d6):
o = 162,33; 160,18; 140,67; 140,12; 129,42; 118,72; 113,53; 110,88; 98,64; 65,63; 39,52;
31,70; 31,28.

5.2.5. Sintese da 7-(bromoalcoxi)-3-(R-fenil)quinolin-2(1H)-one (59a-g)

s 2
OH I
X ' KMnOy, NN
. B.. _
Br Y OH ” Br
\M:\o N"So Rg Ac. acético, e N o
_ H 20 min = 30 min —1- H
n=1-2 n
60a-b 61a-f 59a-g

Em um tubo de borossilicato e sob condi¢ao anidra, foi preparada uma solugdo de 1,25
mmol de KMnO4 em 20 mL de acido acético e agitado sob refluxo até que a cor roxa do KMnO4
se tornasse marrom (20 minutos). Apos o resfriamento da reacdo a temperatura ambiente, ela
foi adicionada a outro tubo de borossilicato anidro contendo 0,5 mmol da 7-(bromoalcoxi)-
quinolin-2(1H)-one (60a-b) e 1 mmol do 4cido arilbordnicos (61a-f). A reacdo foi submetida a

aquecimento a 80°C por 30 min ou até seu completo descoramento. Apds o resfriamento da
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reacdo a temperatura ambiente, o acido acético foi removido a vacuo e 6leo resultante foi
precipitado em gelo. O solido foi filtrado a vacuo e lavado com 4gua gelada. Os produtos
obtidos (59a-g) foram purificados em coluna cromatografica flash no equipamento Isolera, com
fase estacionaria de silica em gel e utilizando como fase movel mistura de DCM:MeOH em

gradiente de concentragdo de 2—10% do solvente mais polar.

5.2.6. Sintese da 3-(R-fenil)-7-((piperidin-1-il)alcoxi)quinolin-2(1H)-ona (58a-g)

/LR NH /LR
| |
A XX
Br = N
™™o N0 MeCN, 80°C &0 N0
n=1-2

59a-g n=1-2 58a-g

Em um tubo de borossilicato, foram solubizados 0,1 mmol de 7-(bromoalcoxi)-3-(R-
fenil)quinolin-2(1H)-one (59a-g) em 1,5 mL acetonitrila. Em seguida, foi adicionado 0,3 mmol
de piperidina e a mistura reacional foi submetida a agitacdo a 80°C por 4 horas. Apds a
confirmac¢do do consumo completo do reagente observado por CCD (DCM: MeOH 5%), o
solvente e a piperidina foram removidos 4 vacuo. Os produtos obtidos (58a-g) foram
purificados em coluna cromatografica flash no equipamento Isolera, com fase estacionaria de
silica aminada e utilizando como fase moével mistura de DCM:MeOH em gradiente de

concentragdo de 2—10% do solvente mais polar.

3-fenil-7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)quinolin-2(1H)-ona (58a)

SPWes
N\/\O ” 0

O composto 58a foi obtido como um solido bege com 66% de rendimento. 'H RMN
(500 MHz, DMSO-d6): 6 = 11,84 (s, 1H); 8,04 (s, 1H); 7,73 (d, J= 7,2 Hz, 2H); 7,65 (d, J =
8,7 Hz, 1H); 7,41 (t, J= 17,5 Hz, 2H); 7,34 (t, J= 7,3 Hz, 1H); 6,84 (dd, J= 11,9, 3,2 Hz, 2H);
4,12 (t,J = 5,7 Hz, 2H); 2,69 (t, J = 5,7 Hz, 2H); 2,44 (sl, 4H); 1,52 — 1,48 (m, 4H); 1,38 (s,
2H). 3C RMN (126 MHz, DMSO-d6): 6 = 161,69; 160,81; 140,49; 139,37, 137,96; 137,96;
136,92; 129,99; 128,90; 128,28; 127,81; 114,13; 111,63; 98,32; 66,63; 55,43; 54,46; 39,52;
25,92; 24,48.
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3-(3-metoxifenil)-7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)quinolin-2(1H)-ona (58b)

N O

O composto 58b foi obtido como um 6leo amarelo com 22% de rendimento. "TH RMN
(500 MHz, DMSO-d6): 5 = 11,80 (s, 1H); 8,06 (s, 1H); 7,63 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 7,37 — 7,26
(m, 3H); 6,92 (dt, J = 6,5, 2,6 Hz, 1H); 6,84 (d, J = 2,3 Hz, 1H); 6,82 (s, 1H); 4,11 (t,J=5,9
Hz, 2H); 3,79 (s, 3H); 2,69 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 2,44 (sl, 4H); 1,50 (m, 4H); 1,38 (sl, 2H). 13C
RMN (126 MHz, DMSO-d6): 6 = 161,27; 160,33; 158,89; 140,11; 137,87; 137,73; 129,70;
128,94; 127,93; 120,91; 114,28; 113,79; 112,92; 111,19; 98,14; 65,81; 57,17; 55,12; 54,47,
39,52; 25,60, 23,95.

3-(4-metoxifenil)-7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)quinolin-2(1H)-ona (58c)

]o\
G AN
N O
~"0 HO

O composto 58¢ foi obtido como um sélido bege com 59% de rendimento. '"H RMN
(500 MHz, DMSO-d6): 6 = 11,77 (s, 1H); 7,98 (s, 1H); 7,70 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 7,61 (d, J =
8,4 Hz, 1H); 6,97 (d, J = 8,8 Hz, 2H); 6,85 — 6,75 (m, 2H); 4,10 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 3,79 (t,
3H); 2,69 (t, J = 5,3 Hz, 1H); 2,45 (sl, 4H); 1,50 (m, 4H); 1,38 (sl, 2H). 3C RMN (126 MHz,
DMSO-d6): & = 161,53; 160,02; 158,79; 139,80; 136,40; 129,76; 129,44; 128,84; 127,85;
114,01; 113,39; 111,105 98,19; 65,76; 57,17; 55,19, 54,46; 25,57; 23,92.

3-(4-fluorfenil)-7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)quinolin-2(1H)-ona (58d)
T
OPNeS

O composto 58d foi obtido como um s6lido amarelo com 37% de rendimento. '"H RMN
(500 MHz, DMSO-d6): 6 = 11,85 (s, 1H); 8,05 (s, 1H); 7,79 (dd, J= 8,7, 5,7 Hz, 2H); 7,63 (d,
J=28,6 Hz, 1H); 7,24 (t, J = 8,9 Hz, 2H); 6,84 (dd, J = 8,6, 2,3 Hz, 1H); 6,81 (d, J = 2,1 Hz,
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1H); 4,11 (t, J = 5,8 Hz, 2H); 2,69 (sl, 2H); 2,45 (sl, 4H); 1,51 — 1,48 (m, 4H); 1,38 (s, 2H).
13C RMN (126 MHz, DMSO-d6): § = 162,67; 161,33; 158,48; 140,11; 137,58; 137,36; 130,62;
130,55; 129,70; 127,10; 114,86; 114,69; 113,83; 111,27; 98,21; 66,96; 57,13; 54,46; 39,52;
25,58; 23,92.

3-(4-cianofenil)-7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)quinolin-2(1H)-ona (58e)

O CN
G AN
N O
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O composto 58e foi obtido como um sélido amarelo com 48% de rendimento. '"H RMN
(500 MHz, DMSO-d6): 6 = 11,95 (s, 1H); 8,20 (s, 1H); 7,98 (d, J = 8,2 Hz, 2H); 7,87 (d, J =
8,2 Hz, 2H); 7,65 (d, J=8,7 Hz, 1H); 6,85 (d, /= 8,7 Hz, 1H); 6,82 (s, 1H); 4,11 (t,J= 15,7 Hz,
2H); 2,67 (t, J = 5,7 Hz, 2H); 2,43 (s, 4H); 1,54 — 1,42 (m, 4H); 1,37 (sl, 2H). 13C RMN (126
MHz, DMSO-d6): 6 = 160,97; 160,94; 141,39; 140,62; 139,21; 131,90; 130,19; 129,26;
126,08; 119,11; 113,67; 111,62; 109,74; 98,20; 65,92; 57,17; 54,49; 39,52; 25,63; 23,98.

3-(4-nitrofenil)-7-(2-(piperidin-1-il)etoxi)quinolin-2(1H)-ona (58f)

] NO,
G AN
N O
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O composto 58f foi obtido como um solido amarelo com 71% de rendimento. 'H RMN
(500 MHz, DMSO-d6): 6 = 12,00 (s, 1H); 8,27 (d, /= 9,2 Hz, 3H); 8,08 (d, J = 8,9 Hz, 2H);
7,69 (d, J = 8,8 Hz, 1H); 6,87 (dd, J = 8,7, 2,3 Hz, 1H); 6,83 (d, J = 2,1 Hz, 1H); 4,12 (t, J =
5,9 Hz, 2H); 2,69 (t, J = 5,7 Hz, 2H); 2,44 (sl, 4H); 1,52 — 1,48 (m, 4H); 1,38 (sl, 2H). 3C
RMN (126 MHz, DMSO-d6): 6 = 161,07; 160,91; 146,31; 143,45; 140,76; 139,63; 130,31;
129,49; 125,60; 123,16; 113,64; 111,71; 98,20, 65,89; 57,13; 54,47; 39,52; 25,60; 23,95.

3-fenil-7-(3-(piperidin-1-il)propoxi)quinolin-2(1H)-ona (58g)
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O composto 58g foi obtido como um solido amarelo com 95% de rendimento. 'H RMN
(500 MHz, DMSO-d6): 6 = 11,81 (s, 1H); 8,03 (s, 1H); 7,73 (d, /= 7,2 Hz, 2H); 7,63 (d, J =
9,4 Hz, 1H); 7,41 (t,J=7,5 Hz, 2H); 7,34 (t,J = 7,3 Hz, 1H); 6,85 — 6,78 (m, 2H); 4,04 (t, J =
6,4 Hz, 2H); 2,41 (t, J = 6,9 Hz, 2H); 2,35 (s, 3H); 1,93 — 1,86 (m, 2H); 1,50 (dt, /= 10,6, 5,3
Hz, 4H); 1,38 (s, 2H). 3C RMN (126 MHz, DMSO-d6): 5 = 161,36; 160,48; 140,15; 139,03;
137,63; 137,63; 136,58; 129,65; 129,65; 128,57, 128,57; 127,95; 127,95; 127,48; 127,48;
113,80; 111,30; 111,30; 97,98; 97,98; 66,30; 55,09; 55,09; 54,13; 54,13; 39,52; 26,12; 25,59;
25,59; 24,14.

5.3. SERIE C
5.3.1. Sintese da N-(3-metoxifenil)quinazolin-2-amina (71)

O, S0 e O
+ -
- —
\O NH, Cl)\\N 2-propanol \O N)\N

150°C N
65 72 71

Em um tubo de borossilicato, foram solubilizados 1 mmol de 2-cloroquinazolina (72),
3 mmol de m-anisidina (65) ¢ 3 eq de N, N-diisopropiletilamina em 1,76 mL de 2-propanol (0,25
molar) e entdo aquecida por 18 h a 150 °C. Apos a confirmagdo do consumo completo do
reagente observado por CCD (Hexano:AcOEt 20%), a mistura reacional foi resfriada e
concentrada 4 vacuo. O produto bruto foi purificado em coluna cromatografica flash no
equipamento Isolera, com f com fase estacionaria de silica em gel e utilizando como fase mével
mistura de hexano:acetato de etila em gradiente de concentragdo de 10-20% do solvente mais

polar.

SO

O composto 71 foi obtido como um sélido marrom em 61% de rendimento. Ponto de
fusdo na faixa de 139 - 141°C. "TH RMN (500 MHz, DMSO-d6): 5 = 9,89 (s, 1H); 9,31 (s, 1H);
7,92 (d,J=17,8 Hz, 1H); 7,84 — 7,79 (m, 2H); 7,67 (d, J= 8,4 Hz, 1H); 7,49 (d, J=8,1 Hz, 1H);
7,39 (t, J= 7,4 Hz, 1H); 7,22 (t, J= 8,1 Hz, 1H); 6,56 (dd, J = 8,1, 2,1 Hz, 1H); 3,78 (s, 3H).
13C RMN (126 MHz, DMSO-d6): 5 =162,18; 159,57; 156,87; 150,65; 141,77, 134,55; 129,23;
127,95; 125,57; 123,60; 120,36; 111,22; 106,85; 104,59; 54,91.
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5.3.2. Sintese da 3-(quinazolin-2-ilamino)fenol (68)

/@ _ BBrg1M _ N
CHZCIZ /@\ |
)\ Ml HJ\N
68

Em um tubo de borossﬂlcato, foram solubilizados 1 mmol do N-(3-
metoxifenil)quinazolin-2-amina (71) em 3,3 mL de diclorometano. Em seguida, o tubo foi
selado e submetido a agitagdo sob resfriamento até alcangar 0°C. Posteriormente, 3 mmol de
tribroborano (BBr3) 1M foram adicionados a mistura, gota a gota. Ao término da adicdo, a
reacdo foi mantida sob agitagdo em refluxo por 12 horas. Apds a confirmagdo do consumo
completo do reagente observado por CCD (Hexano:AcOEt 30%), a mistura reacional foi
resfriada e extraida com diclorometano e a fase organica combinada foi lavada com 4gua e e
secas sobre Na>SO4 anidro. Apds ser concentrada sob pressdo reduzida, o produto bruto foi
purificado por cromatografia flash no equipamento Isolera, com fase estacionaria de silica em
gel e utilizando como fase movel mistura de hexano:acetato de etila em gradiente de

concentragdo de 15-30% do solvente mais polar.

O composto 68 foi obtido como um so6lido amarelo em 11% de rendimento. Ponto de
fusdo na faixa de 140-144°C. "TH RMN (500 MHz, CDCl3): 6 =9,12 (s, 1H); 7,77 (d, 3H); 7,63
(s, 1H); 7,38 (s, 1H); 7,21 (t,J=8,0 Hz, 1H); 7,16 (d, J=7,9 Hz, 1H); 6,58 (d, J= 8,1 Hz, 1H).
13C RMN (126 MHz, CDCl3): 162,21; 160,67; 157,12; 151,86; 141,27; 134,78; 130,00;
127,83; 126,82; 124,28; 121,28; 111,79; 108,35; 105,33; 77,16.

5.3.3. Sintese do cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b)

cloreto de C(?
N tionila
™7, “OH tolueno, 60°C MAC'
n=1-2 n=1_2
70a-b 69a-b

Em um tubo de borossilicato, foi suspendido 1 mmol de piperidinil-alcanol (70a-b) em
500uL de tolueno. Em seguida, um excesso de cloreto de tionila (2 mmol) foi adicionado gota
a gota a uma temperatura de 0°C sob atmosfera inerte. Apds o inicio da reagdo exotérmica, a
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mistura foi agitada a 60°C por 3 horas. Por fim, o cloreto de tionila e o tolueno foram removidos

a vacuo e o produto cristalizado filtrado.

Cloridrato de 1-(2-cloroetil)piperidin-1-io (69a)

G &
N\/\CI

O composto 69a foi obtido como um sélido bege com 98% de rendimento. Ponto de
degradag¢do na faixa de 209 - 211°C. 'TH RMN (500 MHz, DMSO-d6): 5 =209 - 211°C. 'H
RMN (500 MHz, DMSO-d6): 6 = 10,85 (s, 1H); 4,05 (t,J = 6,9 Hz, 2H); 3,44 -3,40 (m, 4H —
mascarado pela agua), 2,92 (s, 2H); 1,78 - 1,75 (m, 4H), 1,69-1,66 (m, 1H); 1,36 (s, 1H). 13C
RMN (126 MHz, DMSO-d6): 6 = 56,14; 52,19, 37,17, 22,19; 21,23.

Cloridrato de 1-(3-cloropropil)piperidin-1-io (69b)

@}'\C(?/\/C'

H
O composto 69b foi obtido como um s6lido bege com 93% de rendimento. Ponto de

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

5.3.4. Sintese da N-(3-((piperidin-1-il)alcoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a-b)

5) cIF-—JelsY ot

n=1-2
69a b 67a-b

Em um tubo de borossilicato, foram adicionados 1 mmol de 3-(quinazolin-2-
ilamino)fenol (68), 0,92 mmol do cloridrato de 1-(cloroalquil)piperidina (69a-b), 3 mmol de
carbonato de potéssio (K2COs) e 1 mmol de iodeto de potassio (KI). Em seguida, o tubo foi
selado, e 5,8 mL de acetonitrila seca foram adicionados. A reagdo foi entdo conduzida sob
refluxo por 48 horas em atmosfera inerte. Apos a confirmacdo do consumo completo do
reagente observado por CCD (DCM: MeOH 5%), a reagdo foi resfriada até temperatura

ambiente e concentrada a vacuo. Os produtos obtidos (67a-b) foram purificados em coluna
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cromatografica flash no equipamento Isolera, com fase estacionaria de silica aminada e
utilizando como fase movel mistura de DCM:MeOH em gradiente de concentracdo de 3—5%

do solvente mais polar.

N-(3-(2-(piperidin-1-il)etoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67a)

ey

O composto 67a foi obtido como um s6lido amarelo com 54% de rendimento. '"H RMN
(500 MHz, DMSO-d6): 6 =9,87 (s, 1H); 9,31 (s, 1H); 7,92 (d, J= 7,9 Hz, 1H); 7,82 (t, J="7,7
Hz, 1H); 7,73 (s, 1H); 7,65 (d, J = 8,5 Hz, 1H); 7,51 (d, J = 8,0 Hz, 1H); 7,39 (t, J = 7,4 Hz,
1H); 7,20 (t, J= 8,1 Hz, 1H); 6,56 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 4,08 (t, /= 5,8 Hz, 2H); 2,68 (t,J=5,4
Hz, 2H); 2,45 (s, 3H); 1,53 — 1,48 (m, 4H); 1,38 (s, 2H). 3C RMN (126 MHz, DMSO-d6): &
= 162,21; 158,79; 156,89; 150,68; 141,74; 134,59; 129,29; 128,00; 125,54; 123,63; 120,39;
111,26; 107,54; 105,17, 65,41; 57,39; 54,48; 39,52; 25,59; 23,96.

N-(3-(3-(piperidin-1-il)propoxi)fenil)quinazolin-2-amina (67b)

O

O composto 67b foi obtido como um 6leo amarelo com 27% de rendimento. "H RMN (500
MHz, DMSO-d6): 6 = 9,86 (s, 1H); 9,30 (s, 1H); 7,92 (d, J= 7,9 Hz, 1H); 7,81 (t,J= 7,6 Hz,
1H); 7,77 (s, 1H); 7,65 (d, J = 8,4 Hz, 1H); 7,47 (d, J = 8,1 Hz, 1H); 7,39 (t, /= 7,4 Hz, 1H);
7,19 (t,J= 8,1 Hz, 1H); 6,54 (dd, J=7,7, 1,4 Hz, 1H); 4,00 (t, J= 6,4 Hz, 2H); 2,40 (t, /= 7,2
Hz, 2H); 2,34 (s, 4H); 1,92 — 1,86 (m, J = 7,0, 6,5 Hz, 2H); 1,53 — 1,44 (m, J = 10,6, 5,2 Hz,
4H); 1,36 (s, 2H). BC RMN (126 MHz, DMSO-d6): § = 162,34; 159,04; 156,97, 150,74,
141,84; 134,70; 129,39; 128,12; 125,65; 123,76; 120,47; 111,22; 107,71, 105,05; 65,92; 55,40;
54,24; 39,52; 26,39; 25,67; 24,24.
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5.4. Teste in vitro da atividade anticolinesterasica dos derivados da série A, Be C

A determinacdo da atividade anticolinesterasica foi realizada de acordo com o método
adaptado de Ellman (Ellman et al., 1961). Todas as solug¢des utilizadas nos ensaios foram
preparadas em tampao tris-HC1 0,02 M (pH = 7,5, ajustado com solug@o 1 M de HCI ou NaOH)
e as solugdes estoque dos compostos foram preparadas de acordo com cada série: Série A -
mistura DMSO:EtOH (7:3) (35 mM), Série B- DMSO (30mM), Série C - DMSO (30mM). Em
uma placa de 96 pocos de fundo plano foram adicionados 150 pL de solugdo do composto
inibidor (26a-j; 58a-g; 67a-b; donepezila) em oito diferentes concentragdes diluidas em série,
as quais variaram de entre 60 - 0,001 uM para AChE (fator de diluicdo = 2) e de 60 - 0,1 uM
para BChE (fator de diluicao = 2). O controle veiculo (DMSO - concentragao final 0,02% v /v
para AChE e 0,02% v / v para BChE), foi utilizado como referéncia (controle negativo). Em
seguida, foram adicionados 60 pL de 4cido 5,5'-ditiobis-2-nitrobenzoéico (DTNB, reagente de
Ellman) a 1,1 mM e 30 pL de acetilcolinesterase isolada de cérebro de enguia elétrica
(EeAChE) ou butirilcolinesterase isolada de soro equino (EgBChE) a 0,20 U/mL na presenca
de 1 mg/mL de albumina sérica bovina (BSA). A absorbancia foi entdo registada utilizando um
leitor de placas iMark (BioRad) equipado com um filtro de luz de = 415 nm e esta medida foi
usada como uma referéncia em branco. Apds uma incubagdo de 10 minutos a 25°C, 24 pL de
solugdo do substrato iodeto de acetiltiocolina (ACTT) ou iodeto de S-butiriltiocolina (BCTI) a
2,75 mM foram adicionados e a absorbancia foi registrada apos 1 minutos de incubagdo a 25°C
aA=415nm por 10 vezes em intervalos de 30 segundos a cada leitura. A atividade enzimatica
foi calculada como porcentagem referente a média dos valores de absorbancia medidos para o
controle tratado com DMSO, descontada dos valores de referéncia em branco. Os ensaios foram
realizados em triplicatas (para o calculo do desvio-padrao) e os valores de ICso foram calculados
com auxilio do programa Graphpad Prism 8.0.1 utilizando a proteina de regressdo ndo linear

para a inibigdo dose-resposta.

5.5. Estudo do mecanismo de inibi¢ao enzimatica série A, Be C

Para se realizar o estudo cinético foi utilizado o método adaptado de Ellman (Ellman et
al., 1961). O tampao tris-HCI 0,02 M (pH = 7,5, ajustado com solugdao 1 M de HCI ou NaOH)
foi usado para realizar o preparo de todas as solugdes utilizadas nos ensaios e as solugdes
estoque dos compostos foram preparadas de acordo com cada série: Série A - mistura
DMSO:EtOH (7:3) (35 mM), Série B- DMSO (30mM), Série C - DMSO (30mM). Inicialmente,
foram adicionados 150 pL de solug¢dao do composto inibidor (26a, 26¢, 58a, S8b, 58e, 58f ¢ 67a)
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em uma placa de 96 pogos de fundo plano em duas concentragdes diferentes (Tabela 31), em
oito conjuntos de triplicatas cada. Como controle negativo foram utilizados oito conjuntos de
triplicatas tratados com DMSO. Em seguida, foram adicionados 60 puL de acido 5,5'-ditiobis-2-
nitrobenzoico (DTNB, reagente de Ellman) a 1,1 mM e 30 pL de acetilcolinesterase isolada de
cérebro de enguia elétrica (EeAChE) ou butirilcolinesterase isolada de soro equino (EgBChE)
a 0,20 U/ mL na presen¢a de 1 mg / mL de albumina sérica bovina (BSA). Um leitor de placas
iMark (Bio-Rad) equipado com um filtro de luz de = 415 nm foi utilizado para registrar a
absorbancia e esta medida foi entdo usada como uma referéncia em branco. Apds 10 minutos
de incubacgdo a 25°C, 24 uL de solugdo do substrato iodeto de acetiltiocolina (ACTI) ou iodeto
de S-butiriltiocolina (BCTI) em oito concentra¢des diluidas em série (fator = 1,3) de 2,75 - 0,44
mM (concentragao final: 0,25 - 0,04 mM) foram adicionados aos respectivos pogos ¢ a
absorbancia registrada apds incubag@o durante 10 minutos a 25°C a A =415 nm. Os respectivos
graficos de Lineweaver-Burk foram obtidos por plotagem de um grafico de 1 / velocidade
versus 1 / [substrato] para o controle negativo e duas concentracdes diferentes de inibidor. A
regressao linear de cada conjunto de dados mostra um comportamento convergente, de forma
que a regido na qual as curvas convergem determina o tipo de inibi¢do observada. Os valores
de Ki, Ki' (constantes de inibicdo competitiva e ndo-competitiva respectivamente), Km
(constante de Michaelis-Menten) e Vmax (velocidade maxima) foram calculados com auxilio
do programa Graphpad Prism 8.0.1 usando modelos de regressdo nao linear para cinética

enzimatica - inibig@o e cinética enzimatica - substrato versus velocidade.

Tabela 31. Concentracdes de inibidores para o estudo cinético da AChE e BChE

Concentracao do Inibidor (nM)

26a 26¢ 58a 58b 58e 58f 67a
0,005 e 0,003 e 25e 19e 0,15¢ 0,2¢ -
AChE 0,007 0,005 4.5 3,9 0,35 0,6
BChE 2,8¢4.8 1,9¢3,9 le2 1?,’77e 1,7¢€ 3,7 2,6 e4 O,? e

5.6. Ensaio de ligaciao ao receptor Hz humano (2ZH3R) dos derivados da série A

Células HEK-293 (células renais embriondrias humanas) que expressam o #H3R de
forma estavel foram lavadas e colhidas em tampdo PBS (solugdo salina tamponada com
fosfato). Em seguida, foram centrifugadas (3.000 x g, 10 min, 4°C) e homogeneizadas com um

homogeneizador Ultra-Turrax® em tampao de ligacdo H3R resfriado no gelo (12,5 mM de
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MgClz, 100 mM de NaCl e 75 mM de Tris/HCI, pH 7,4). O homogenato de membrana celular
foi centrifugado (20.000 X g, 20 min, 4°C), e o sedimento (pellet) obtido foi ressuspenso no
tampao de ligacao e armazenado a -80°C até o uso (Kottke et al., 2011).

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

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

regressao nao linear (Bautista-Aguilera et al., 2017).

5.7. Teste in vitro da atividade frente a MAO dos derivados da série A

A atividade das isoformas recombinantes humanas da monoamina oxidase ligada a
membrana A/B (MAO A/B) (Sigma-Aldrich, Reino Unido) em tampdo fosfato de potassio 50
mM (pH 7,5) foi determinada a partir da producdo de peroxido de hidrogénio, acoplada ao
corante Ampliflu Red (Sigma-Aldrich, Reino Unido) em concentracao final de 50 pM, por meio
da peroxidase de raiz-forte (HRP) (2,5 U/mL), resultando na producdo de resorufina
fluorescente, medida em um leitor de placas de fluorescéncia (Molecular Devices FilterMax
F5) a 30°C. Nas condig¢des utilizadas, o Ky, para tiramina com MAO A foi de 0,4 mM e, para
MAO B, de 0,16 mM. Os compostos ndo interferiram na fluorescéncia do produto (resorufina)
nem inibiram a enzima de acoplamento (peroxidase de raiz-forte). Os valores de ICso para MAO
A e B foram determinados para os compostos (>10 concentracdes em duplicata), sem e com
pré-incubacdo por 30 minutos a 30°C. Os valores de ICso foram calculados a partir das taxas de
reacdo com variagdo da concentragcdo do inibidor, na presenca de concentragdo de substrato
2xKm, adicionando-se a enzima por ultimo (tempo zero) ou apds pré-incubagao do inibidor com

a enzima por 30 minutos, seguida da adi¢cdo do substrato e do corante. Os dados foram
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analisados usando a equagdo de trés parametros implementada no GraphPad Prism 4 (San
Diego, EUA). Pelo menos duas determinacdes independentes foram realizadas para cada valor

reportado.

5.8. Modelagem Molecular

5.8.1. Enzima Acetilcolinesterase de Enguia Elétrica (EeAChE)

Inicialmente, foi realizada minimizagao energética dos compostos 26a-j, S8a-g e 67a-b
utilizando o método semi-empirico Parametric Method 6 (PM6) no programa Spartan Pro,
versao 14.0 para o estudo tedrico.

Para a realizag¢do do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e
a enzima EeAChE foi utilizado a proteina disponivel no Protein Data Bank (PDB) de cédigo
ICB2 e resolucio de 4,5 A (BOURNE et al., 1999). O programa utilizado para realizar o estudo
de docking foi o GOLD, versao 5.6 (CCDC). O conjunto de residuos de aminoacidos que foi
selecionado como local de ligagdo para a realizagdo dos estudos de docking corresponde a uma
distancia de 15A a partir do residuo de Ser203, j4 estabelecidas pela literatura como sitio ativo.
A fim de validar o estudo, foi realizado o experimento de redocking para diferentes fungdes de
pontuagdo, sendo estas: ChemPLP, Goldscore, ASP e Chemscore. Para isso, foi realizado um
teste preliminar da habilidade de docagem do programa utilizando-se o ligante dimérico bis-
tacrina (N,N'-di-1,2,3,4-tetrahidroacridin-9-il-pentano-1,5-diamina). Uma vez que a proteina
de EeAChE utilizado no ensaio ndo possui ligante co-cristalizado, os valores obtidos foram
comparados com a enzima co-cristalizada com ligante bis-tacrina (PBD 2CMF) (Rydberg et
al., 2006). A partir dos valores obtidos de RMSD de cada fungao, foi escolhida a funcdo que
melhor se aplica ao estudo, ou seja, com o menor valor.

No programa GOLD as pontuagdes obtidas sdo apresentadas como valores adimensionais,
os quais mensuram a aptidao do ligante em interagir com o centro da proteina, de modo que,
maiores valores de pontuagdo representam as melhores conformacoes e orientagdes do ligante

no biorreceptor.

5.8.2. Enzima Butirilcolinesterase Equina (E¢BChE)

Para iniciar o estudo teodrico foi realizada minimizagao energética dos compostos 26a-
j, 58a-g e 67a-b utilizando o método semi-empirico Parametric Method 6 (PM6) no programa

Spartan Pro, versao 14.0.
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Para a realiza¢ao do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e
a enzima EgBChE, foi necessaria a constru¢do de um modelo tridimensional (3D) a partir de
uma sequéncia disponivel no banco de dados UniProtKB/Swiss-Prot (acesso QININ9). O
modelo foi gerado no servidor Swiss-Model, utilizando como femplate a estrutura
cristalografica da BChE humana (PDB 4BDS)(Nachon et al., 2013). O modelo final apresentou
identidade sequencial de 89,89% em relagdo a enzima humana, com uma cobertura de 0,87.
Para validagdo da fung¢ado de scoring no programa GOLD 2024.3.0, realizou-se um experimento
de redocking com a tacrina (ligante co-cristalizado no PDB 4BDS). A partir dos valores obtidos
de RMSD de cada fungao, foi escolhida a fun¢do que melhor se aplica ao estudo, ou seja, com
o menor valor. O conjunto de residuos de aminoacidos que foi selecionado como local de
ligacdo para a realizacdo dos estudos de docking corresponde a uma distancia de 15A a partir

do residuo de Tyr110, ja estabelecidas pela literatura como sitio ativo.

5.8.3. Receptor de histamina humana H3R

Para iniciar o estudo tedrico foi realizada minimizacao energética dos compostos 26a,
26j e 25b utilizando o método semi-empirico Parametric Method 6 (PM6) no programa Spartan
Pro, versao 14.0.

Para a realizacdo do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e
aenzima A#H3R, foi utilizado a proteina disponivel no Protein Data Bank (PDB) de cddigo 7F61
e resolugio de 2,6 A (Peng et al., 2022). Para determinar a melhor fung¢io pelo programa GOLD
2024.3.0 foi realizada redocking com o ligante co-cristalizado da enzima (PF03654746). A
partir dos valores obtidos de RMSD de cada funcao, foi escolhida a fungdo que melhor se aplica
ao estudo, ou seja, com o menor valor. O conjunto de residuos de aminoacidos que foi
selecionado como local de ligacao para a realizagdo dos estudos de docking corresponde a uma

distancia de 10A a partir do centro da cavidade do co-cristal.

5.8.4. Enzima Monoamina Oxidase A humana

Para iniciar o estudo tedrico foi realizada minimizacao energética dos compostos 26a,
26j e 25b utilizando o método semi-empirico Parametric Method 6 (PM6) no programa Spartan
Pro, versao 14.0.

Para a realizacdao do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e
a enzima AMAO-A, utilizado a proteina disponivel no Protein Data Bank (PDB) de codigo
275X e resolugdo de 2,2 A (Son et al., 2008). Para determinar a melhor fungdo pelo programa
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GOLD 2024.3.0 foi realizada redocking com o ligante co-cristalizado da enzima (Harmina). A
partir dos valores obtidos de RMSD de cada func¢ao, foi escolhida a fungdo que melhor se aplica
ao estudo, ou seja, com o menor valor. O conjunto de residuos de aminoacidos que foi
selecionado como local de ligacao para a realizagdo dos estudos de docking corresponde a uma

distancia de 10A a partir do centro da cavidade do co-cristal.

5.8.5. Enzima Monoamina Oxidase B humana

Para iniciar o estudo tedrico foi realizada minimizagao energética dos compostos 26a,
26j e 25b utilizando o método semi-empirico Parametric Method 6 (PM6) no programa Spartan
Pro, versao 14.0.

Para a realizacdo do estudo de ancoramento molecular (docking) entre os compostos e
a enzima "/MAQO-B, utilizado a proteina disponivel no Protein Data Bank (PDB) de cddigo
2V60 e resolugdo de 2,0 A (Binda et al., 2007). Para determinar a melhor fungo pelo programa
GOLD 2024.3.0 foi realizada redocking com o ligante co-cristalizado da enzima (7-(3-
clorobenziloxi)-4-carboxaldeido-cumarina). A partir dos valores obtidos de RMSD de cada
funcao, foi escolhida a funcdo que melhor se aplica ao estudo, ou seja, com o menor valor. O
conjunto de residuos de aminoacidos que foi selecionado como local de ligagdo para a
realiza¢io dos estudos de docking corresponde a uma distancia de 10A a partir do centro da

cavidade do co-cristal.

5.9. Citotoxicidade em células de neuroblastoma SH-SY5Y

5.9.1. Preparo das amostras para o ensaio de citotoxicidade em MTT

Para cada amostra em estudo, uma solucdo mae em dimetilsulféxido (DMSO) foi
preparada e diluida utilizando meio de cultivo para concentracdes nos valores de 12,5, 25 e 50
uM. A amostra representando o branco/veiculo foi preparada utilizando 20 pL de DMSO puro

e 1980 uL de meio de cultivo, representando 1% de DMSO.

5.9.2. Cultivo das células derivados de neuroblastoma humano (SH-SYS5Y)

Foram utilizadas células da linhagem imortalizada de neuroblastoma humano (SH-
SYS5Y — ATCC: CRL-2226; BCRJ: 0223) para avaliagdo de citotoxicidade. As linhagens foram
cultivadas utilizando meio de cultura Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM) e F12 na
propor¢ao 1:1, suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
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estreptomicina/penicilina. A cultura foi mantida em estufa a 37°C contendo 5% de CO2 e 95%
de ar atmosférico. O cultivo foi realizado variando entre garrafas de 25 e 75 cm2 em meio
DMEM:F12 10%, substituido a cada 48 horas, até que as células atingissem a semi-confluéncia
(= 70%). A passagem celular foi realizada com auxilio da solucdo de tripsina-EDTA/0,25%
(NOVA BIOTECNOLOGIA) e dividida entre volumes de 5 ou 8 mL de cultivo conforme as

respectivas garrafas utilizadas.

5.9.3. Ensaio de citotoxicidade pelo método em MTT

O ensaio de citotoxicidade avaliou a viabilidade celular pelo ensaio de reducgao de
brometo de [3(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium] (MTT). Nesse método, a
viabilidade celular ¢ determinada pela capacidade da enzima succinato desidrogenase
mitocondrial reduzir o MTT, formando cristais insoliveis de formazan em mitocOondrias de
células viaveis (Mosmann, 1983).

Em placas de 96 pogos as células foram distribuidas na densidade de 3,0 x 104
células/pogo em um volume de 100 pL. As placas foram mantidas em estufa a 37°C contendo
5% de CO2 e 95% de ar atmosférico por 24 h. Na etapa seguinte, com um volume de 100 pL
adicionados em cada poco, as células foram tratadas com diferentes concentragdes das amostras
em teste. ApoOs o tratamento por 24 e 48 h de incubagdo, foram adicionados 20 uL. de MTT em
PBS pH= 7,4 a uma concentragdo final de 0,5 mg/mL por pogo. As placas foram cobertas com
papel aluminio e mantida em estufa a 37°C contendo 5% de CO2 e 95% de ar atmosférico por
3 h. Em seguida, as placas foram centrifugadas a 1500 rpm durante 12 minutos, o sobrenadante
foi descartado e os cristais de formazan formados foram dissolvidos em 100 pL. de DMSO,
gerando uma coloragdo violeta medida em um leitor de microplacas (Microplate Absorbance
Reader IMARK em 562 nm), ap6s agitacao vigorosa durante 60 segundos.

Para o calculo da viabilidade celular foi utilizada a equacao:

) ) absorbancia das células tratadas
% células vivas = —— — - x 100
média absorbancia das células sem tratamento

Todas as concentragdes testadas foram avaliadas em sextuplicatas (n=6). A variagdo dos
resultados foi observada através de analise estatistica aplicando ANOVA seguido do Teste de
Tukey para comparagdes multiplas através GraphPad Prism 5™ com nivel de significincia de

p <0,05.
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7. ANEXOS
7.1. ANEXO 1-MODELAGEM MOLECULAR

Tabela S1. O detalhamento qualitativo das interagdes moleculares entre os ligantes da Série
A e aenzima EeAChE

Ligacio de = Empilhamento

Composto Score Cation-nt Hal. m-alquil
hidrogénio n-m tipo T
Tyr Phe™ Trp® 11e2*
26a 82,01 Trp®® Ser’® Arg?® Tyr!? - His7
Tro®® Tro2%0
26b 833  Tmp*®  Tyr’¥Phe® Tyr!?* - rpHiSﬁ
Tyr® Phe? Trp®® 11e2*
26¢ 73,41 Trp®® Ser?® Arg® Tyr!?* - His™7
Tyr? Phe?® Trp® 11e2*
26d 78,24 Trp®® Ser™ Args Tyr'#* - HisH7
26e 79,61 Trp%® Tyr*¥” Phe*? Tyr!* Trp?¢ Trp®¢ Ie**
26f 82,87 Trp®® Tyr*3’ Phe?* Tyr!? GIn*! Trp®®
T 86 1l 294
26g 83,49 Trp®® Tyr**’ Phe?” Tyr!? - r%is 4 467:
T 86 1l 294
26h 8398  Trp®  Tyr’™ Phe? Tyr!? GIn?! ”;{iSMi
T 86 Il 294
26 80,18  Tp®  Tyr’Y Phe® Tyr!2¢ - r%is4f7
. Trp86 116294
26j 77,19 Trp®® Tyr*7 Phe?® Tyr'?* - Leu?™ His™7
25a 80,42  Trp® Tyr*¥” Phe*? Tyr!* - Trp® His*’
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Tabela S2. O detalhamento qualitativo das interagdes moleculares entre os ligantes da Série

A e aenzima EgBChE
Ligacdo de Empilhamento
Composto Score  Cation-nt n-alquil
hidrogénio -7

26a 48,55 Trp!'° - Tyr*®° Phe>’ Trp!''° Ala®>¢
Trpno A1a356

26b 50,06 Trp!!° - Tyr>® Ley’'3
Trp'° Ala>
26¢ 50,67 Trp!'° - Tyr*® Leu’!? Val®s
Trp'1® Ala>
26d 50,40 Trp'!? Asn®!7 Tyr3%° Lou?!3 Val?0s
Trpllo A1a356
26e 48,29 Trp'° Asn®!7 Tyr*% Phe®’ Lou?!3 Val?0s
Trp'1® Ala>
26f 48,38 Trp't° - Tyr*% Phe®’ Leu’!3 ValP0s
Trp'® Al
26¢g 48,13 Trp't° - Tyr*%° Leu!® Val®s
Trpllo A1a356
26h 48,64 Trp''? - Tyr*%° Leu!® Val®s
. Trp'® Ala>
26i 48,34 Trp't° - Tyr*% Phe®’ Leu’!3 Val?0s
Tro' 10 Ala3%6

26f 5044 Trp' . Tyr’® R

Leu’" Val’®
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Tabela S3. O detalhamento qualitativo das interagdes moleculares entre os ligantes da Série

A e a enzima hH3R.

Ponte Ligacao Empilhamento Empilhamento .

Composto Score . de . m-alquil
salina hidrogénio n-rt tipo T -

Arg27

189 398

26a 101,31 Asp'™ Tg/rr% Phe™® Tyr’* IT)I;‘;M

Trp*

Arg27

Tyr!® Val®

26b 106,73  Asp'' Tzr”“ Phe!% Phe3% Tyr’* Tye™

Trp*2

Arg27

Tyr!® Val®

25b 86,50  Asp!! Tzr”“ Phe!®3 Phe™s Tyr’* Tye™

Trp*2

Tabela S4. O detalhamento qualitativo das interagdes moleculares entre os ligantes da Série A

e a isoforma MAO-B.

Composto  Score Ligacio de - - Empilhamento = Empilhamento
. hidrogénio  alquil sigma n-m do tipo T -7
26a 36,53 Cys'” Ile'  Leu!” Tyr*%¢ Tyr®”® Tyr*?
Cvs 2 Pro'2 Leu!”! Leq !
26b 37,82 ysGlnz(;O He; 9 He:l 9 Tyr®? Tyr*® Tyr*
Leu”! Leu!”!
25b 37,66  Cys'™ Hee“lgg Ife“m Tyr?2 Ty Tyr®s

Tabela SS. O detalhamento qualitativo das interagdes moleculares entre os ligantes da Série A

e a isoforma MAQO-A.

Ligacao de

Composto Score hidrogénio m-alquil n-sigma
26a 63,62 Cys*? Val” Ala!!! Leu’’ Val?!® Thr*!!
26b 79,50 Phe?%® Val” Leu®” Ala'!! Val?!? Thr?!!
25b 72,61 Phe?® Val” Leu’” Ala'"! Val*' Thr?!!
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Tabela S6. O detalhamento qualitativo das interagdes moleculares entre os ligantes da Série B

e a enzima EeAChE.
Ligacio de = Empilhamento
Composto Score Cation-n m-alquil  7w-sigma
hidrogénio ni-n tipo T
Tyr*¥ Phe?s Trp%®
58a 76,59 Trp®® Arg? Tyr!? His™7 -
Tyr’3 Phe?® Trp®®
58b 77,51 Trp3® Arg? Tyr!?* His™7 -
TIp86
Tvr337 Phe?%
S 8082 T g Tyr'2 His*7 -
Leu
Tyr*?’ Phe?s Trp%®
58d 76,84 Trp® Arg® Ser™” Tyr!?* ey -
Tyr?’ Phe? Trp®¢
58e 78,86 Trp®® Arg Ser® Tyr!?* His™7 -
Tyr*?’ Phe?s Trp%®
S8f 82,6 Trp™ Arg?% Ser?% Tyr'* His* }
58 7821 Tip* Phe?’s Tyr!2* TPe e
g , p ¢ yr His*7 ¢

Tabela S7. O detalhamento qualitativo das interagdes moleculares entre os ligantes da Série B

e a enzima EeAChE com o substrato ACTI.

Emp.
Carga Lig Emp. P - -
Composto Score 3 amida- Hal. . n—n*
atrativa deH -1t alquil sigma
n
Tvr2*  Tyedl
58a 70,84  Asp’ PKZ”S ng% Ser?” - Leu®® - Tyr!?
Tvi2? Ty
58b 73,65  Asp™ P}}ll;% TZ;Z% Ser?” - Leu®® - Tyr!?*
58¢ 7239 Asp™®  Tyr' Tyr**! ) ) Leu2® ) Trp286
) p yr Trp? cu p
Tvr24  Tyedl Ser2%
58d 70,55  Asp” P}}llerrzgs Tl}”];z% Ser*”? GTnzgl Leu®™ - Tyr'®
Tvi2? Ty
58e 71,83 Asp” P}};;”S TZ;Z% - - Leu®™ - -
s Tyr'® 286 ) ) 289 341 }
58f 71,28  Asp o3 Irp Leu Tyr
Ser?
Tvr2*  Tyedl
58g 62,00  Asp™ SZLZS Tl}“];z% } - - - Trp*®
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Tabela S8. O detalhamento qualitativo das interagcdes moleculares entre os ligantes da Série B

e a enzima EgBChE
Ligacao de Empilhamento
Composto Score Cation- = N m-alquil m-sigma
idrogénio -7
Tro! 10 Ala3%
58a 44,64  Trp'® Asp® Tyr360 rpLeu3l3a ;
Trp' 10 Ala®50
58b 46,28 Trp''? Asp”® Ty His%66 [ o313 -
58¢ 4531  Trp''© Tyr3¢° Trp''?Ala®*®  Leu’"
Trpllo A1a356
58d 4531  Trp''? Asp”® Tyr¢ Hig¥66 L ey?13 -
Tro! 10 A]a3%
58e 46,24 Trp''? Asp”® Tyr¢ rpHis 466a Leu’!?
Trp'™0 Ala®50
58f 46,58 Trp''? Asp”® Tyr¢ His%6 o313 -
58g 47,10  Trp''® Asp” Tyr3%° Trp * Ala™ -

His466 Leu3 13

Tabela S9. O detalhamento qualitativo das interagdes moleculares entre os ligantes da Série C

e a enzima EeAChE.
Ligacao de Empilhamento Empilhamento
Composto Score Cition-n m-alquil
hidrogénio -7 n-n tipo T
Trp86
67a 85,41 Trp® Asp™ Tyr*¥’ Tyr’4! Tyr!*
}lis447
67b 81,82 - Tyr?¥’ Trp*3¢ Trp®¢ Tyr!*

Tabela S10. O detalhamento qualitativo das interagdes moleculares entre os ligantes da Série

C e aenzima EqBChE.
Ligacao de Empilhamento
Composto Score m-alquil m-sigma
hidrogénio n-m tipo T
67a 51,31 Ser226 Lew?! Tyr3 _ Trp'® Trp?® Phe?s7 His*6®
67b 56,02 Ser?% Leu’™ Trp'!° Trp*® Phe®*’ His*%®

169



7.2. ANEXO 2 - ESPECTROS DE RMN DE 'H e 13C

Figura S1. Espectro de RMN 'H do composto (27a) em CDCls a 500 MHz.
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Figura S2. Espectro de RMN '*C do composto (27a) em CDCls a 125 MHz.
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Figura S3. Espectro de RMN 'H do composto (27b) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S4. Espectro de RMN *C do composto (27b) em CDCls a 125 MHz.
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Figura S5. Espectro de RMN 'H do composto (27¢) em CDCls a 500 MHz.
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Figura S6. Espectro de RMN '*C do composto (27¢) em CDCl; a 125 MHz.
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Figura S7. Espectro de RMN 'H do composto (27d) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S8. Espectro de RMN '*C do composto (27d) em CDCls a 125 MHz.
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Figura S9. Espectro de RMN 'H do composto (27e) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S10. Espectro de RMN '*C do composto (27e) em CDCl; a 125 MHz.
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Figura S11. Espectro de RMN 'H do composto (27f) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S12. Espectro de RMN '*C do composto (27f) em CDCls a 125 MHz.
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Figura S13. Espectro de RMN 'H do composto (27g) em CDCls a 500 MHz.
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Figura S14. Espectro de RMN '*C do composto (27g) em CDCl; a 125 MHz.
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Figura S15. Espectro de RMN 'H do composto (27h) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S16. Espectro de RMN '*C do composto (27h) em CDCl; a 125 MHz.
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Figura S17. Espectro de RMN 'H do composto (27i) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S18. Espectro de RMN '*C do composto (27i) em CDCl; a 125 MHz.
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Figura S19. Espectro de RMN 'H do composto (27j) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S20. Espectro de RMN '*C do composto (27j) em CDCls a 125 MHz.
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Figura S21. Espectro de RMN 'H do composto (26a) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S22. Espectro de RMN '*C do composto (26a) em CDCl; a 125 MHz.
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Figura S23. Espectro de RMN 'H do composto (26b) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S24. Espectro de RMN '*C do composto (26b) em CDCl; a 125 MHz.
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Figura S25. Espectro de RMN 'H do composto (26¢) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S26. Espectro de RMN '*C do composto (26¢) em CDCl; a 125 MHz.
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Figura S27. Espectro de RMN 'H do composto (26d) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S28. Espectro de RMN '*C do composto (26d) em CDCl; a 125 MHz.
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Figura S29. Espectro de RMN 'H do composto (26e) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S30. Espectro de RMN '*C do composto (26e) em CDCl; a 125 MHz.

L 1 1 L 1 1 1 1 L 1 1 1 1 1 1 1 l—c
7~ \|ls
[T
b2 b7~ _Z I
009z~ - 2/ ol .
™M
/o
=
99'€5~. ;
12'55— -
10457 g
28'99— -
- R
KA
=
s
S
L 8
1€'70T— =
LOETT
8LETT |
ELPTT -
12'911}
gort L 8
€T =
05’621
- éO'OEI§ "
3 ET'CET -
= GE'EET~
SN Ob-'sstf -
- 96'LEIf rE
& = 69Tl
2 £ 2
SaZ ra
ZUQ
0%  (0SST—
gé%g 0" 09T~ e
3828 6791~ -
ER RS

199



Figura S31. Espectro de RMN 'H do composto (26f) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S32. Espectro de RMN '*C do composto (26f) em CDCls a 125 MHz.
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Figura S33. Espectro de RMN 'H do composto (26g) em CDCls a 500 MHz.

(wdd) 14
S0 0T ST 0T ST o€ S’e 0p Sh 0's s’ 09 s'9 0z st 08 S8
1 " 1 1 1 1 1 " 1 " 1 " 1 i 1 1 1 1 1 " 1 1 " 1
005 N S 0 N O 0= = G
3= s < 3 8 KB & &
0 & e i ol W’ Wl ik U
]lj JJﬁ
005~
4 I
0001+ 880 ‘ST'T = Q _ i
ONVX3H _
| I
0051 _
0002- \ \ \ \ ﬁ
0052+
1 (wdd) 13 (wdd) 15 (dd) 14
000€- 09T 9T [4:X4 ay
T > = W
00S€- S )
| Hl —p— oll [ —— of—— o
0004 005
| 005- 005- 0054
00Sb-  000T- _ | ]
ooos|—ooskd] 0001+ 0001+ 0001
| oooz L) o ,_h N 83.. {1}
0055 . 200 00ST4 33 & oo ] 00ST
| J O =N o N O
0052
0009
] o e =7 I~ |
0059+ o [SHSESES DD o] DO ODNNNNNN ¢
] H32Y 232 aN® & &
@)
000/ O O O/\/@ m
] GNIDINIA - ¥WN OQ YOQv¥3dO
005+ 2\% < £100D :33UaN|0S
ZHW00S3(NOLOYd) TSTO NN :WiISOWY

0008- Q N=N a QZWODTSONN

202



Figura S34. Espectro de RMN '*C do composto (26g) em CDCl; a 125 MHz.
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Figura S35. Espectro de RMN 'H do composto (26h) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S36. Espectro de RMN '*C do composto (26h) em CDCl; a 125 MHz.
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Figura S37. Espectro de RMN 'H do composto (26i) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S38. Espectro de RMN '*C do composto (26i) em CDCl; a 125 MHz.
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Figura S39. Espectro de RMN 'H do composto (26j) em CDCl; a 500 MHz.
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Figura S40. Espectro de RMN '*C do composto (26j) em CDCls a 125 MHz.
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Figura S41. Espectro de RMN 'H do composto (64) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S42. Espectro de RMN '*C do composto (64) em DMSO-d6 a 125 MHz.
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Figura S43. Espectro de RMN 'H do composto (63) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S44. Espectro de RMN '*C do composto (63) em DMSO-d6 a 125 MHz.
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Figura S45. Espectro de RMN 'H do composto (62a) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S46. Espectro de RMN '*C do composto (62a) em DMSO-d6 a 125 MHz.
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Figura S47. Espectro de RMN 'H do composto (62b) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S48. Espectro de RMN '*C do composto (62b) em DMSO-d6 a 125 MHz.
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Figura S49. Espectro de RMN 'H do composto (60a) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S50. Espectro de RMN '*C do composto (60a) em DMSO-d6 a 125 MHz.
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Figura S51. Espectro de RMN 'H do composto (60b) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S52. Espectro de RMN '*C do composto (60b) em DMSO-d6 a 125 MHz.
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Figura S53. Espectro de RMN 'H do composto (58a) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S54. Espectro de RMN '*C do composto (58a) em DMSO-d6 a 125 MHz.
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Figura S55. Espectro de RMN 'H do composto (58b) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S56. Espectro de RMN '*C do composto (58b) em DMSO-d6 a 125 MHz.
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Figura S57. Espectro de RMN 'H do composto (58¢) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S58. Espectro de RMN '*C do composto (58¢) em DMSO-d6 a 125 MHz.
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Figura S59. Espectro de RMN 'H do composto (58d) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S60. Espectro de RMN '*C do composto (58d) em DMSO-d6 a 125 MHz.
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Figura S61. Espectro de RMN 'H do composto (58e) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S63. Espectro de RMN 'H do composto (58f) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S64. Espectro de RMN '*C do composto (58f) em DMSO-d6 a 125 MHz.

$8828s33rR8R3388°2-2%83¢%838R88%%3H
LS
-8
S6'E2~ i
0952+
-8
EREe g
- R
L'He~—
€146 - "
=l
6359 -
R
_gE
&
_gc
Qg'85— - =]
LS
LT~ I =
PIETT -
LR
OT'EZT~ - "
09'521~ -
61621 _ - g
N 1€'0£T -
=
[==}
R v E9BET, L 2
5 © oL ObT - n .
BB Sk'EpT R
e 1€°9pT s g = o o
o = 1 I 1 I ra
Sao =
= — —~
Soae , 16091~ -——0= [ 9E | _
S8 = L0191 - Epogl -
Sh5E L0791 e
=] = W
2238

233



Figura S65. Espectro de RMN 'H do composto (58g) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S66. Espectro de RMN '*C do composto (58g) em DMSO-d6 a 125 MHz.

@ R 2 8 0 0 ©o 0 @ © © © o °8°°°°°°°888
e . p P b PR YRSy e P i T ¥ 3 T P T2 7. T.7
- o
L8
'€~ 3
xZs T
-3
P -2
L 3
WP~ -
€T L5~ T
- 3
%6'%9— -
-8
| oF
25
- 3
12'%6— — s
(2111 = | o
ssst& - : -
69+11 i -
9811 <
ouzr\ -
0L 62T\ 1
N S5 0ET : L2
z 290€T
R g SELET, T
5 B 85E] 3 2
B g 110b1/ -
o il
o £ =
ga% -3 wgl 8
-= . o
£2° 8’85 POy =t [ B2
a3 ss‘m% - P r yi|
85 (92791 g = E
£%2306

235



Figura S67. Espectro de RMN 'H do composto (71) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S68. Espectro de RMN '*C do composto (71) em DMSO-d6 a 125 MHz.
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Figura S69. Espectro de RMN 'H do composto (68) em CDClsa 500 MHz.

(wdd) 14
00 S0 01 ST 0C ST 0°€ 3 > 14 Sv 0°'S S'S 09 s'9 0%z SZ 08 S8 06

1 " 1 1 1 1 1 " 1 " 1 M 1 " 1 " 1 " 1 " 1 L 1 " 1 L 1 L 1 " 1 L 1 " 1 1 1

— — = -0 W —
o OO0~ Q
(@] OWwWwbhwWN o
0 oy e’ g iy
05+ _
(wdd) e (wdd) 13 (wdd) 14 i i
099 (44 €L L 9/ V4 87
00T~ L1 o VAR P I A
S TR 5 001+ © w
o o o - e -
. o o ©0 IS { w o
o V. (- o | 1 1 o
0ST- ]
] 001 ! I
] e 05— _ :
— i ] 8?. _
00T 00€-
.. C ~ ~ NN
052 44 @ 00b- & 33 \ \ \ \ s
00€-
88°0 ‘ST'T = Q
05E- ONVX3H
00t
AN A e ———— |
H OO NNNNNNNNNNN W
\z/ﬂz PH NEGLNNERRBEFE
05t~ | 0
I g
GDIDINIA - ¥WN 0Q YO av¥3dO
006 Q9 £700D :3)uaN0S
ZHW00S - $NOLO¥d) 6520 NN :VHLSOWY
a 6bzouu

238



Figura S70. Espectro de RMN '*C do composto (68) em CDClsa 125 MHz.
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Figura S71. Espectro de RMN 'H do composto (69a) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S72. Espectro de RMN '*C do composto (69a) em DMSO-d6 a 125 MHz.
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Figura S73. Espectro de RMN 'H do composto (69b) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S74. Espectro de RMN '*C do composto (69b) em DMSO-d6 a 125 MHz.
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Figura S75. Espectro de RMN 'H do composto (67a) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S76. Espectro de RMN '*C do composto (67a) em DMSO-d6 a 125 MHz.
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Figura S77. Espectro de RMN 'H do composto (67b) em DMSO-d6 a 500 MHz.
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Figura S78. Espectro de RMN '*C do composto (67b) em DMSO-d6 a 125 MHz.
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7.3. ANEXO 3 - PROPRIEDADES ADMET

Tabela S11. Propriedades ADMET do composto 26a

Composto 26a

LIPO

FLEX SIZE
N;N\ \Q
N \/\O (o) (@) INSATU POLAR

INSOLU

Propriedades fisico-quimicas

Formula C25H26N403

Peso molecular 430,50 g/mol

Fragao Csp3 0,32

Num. ligagdes rotativas 7

Num. aceitadores de ligacdo H 6

Num. de doadores de ligacao H 0

Refratividade molar 127,28

TPSA 73,39 A2

Lipofilicidade

Log Pow (iILOGP) 3,80

Log Pow (XLOGP3) 3,80

Log Pow (WLOGP) 3,58

Log Poww (MLOGP) 2,89

Log Posw (SILICOS-IT) 4,07

Consensus Log Pow 3,63

Solubilidade em agua

Log S (ESOL) -4,93

Solubilidade 5,10e-03 mg/ml; 1,18e-05 mol/l

Classe Moderadamente soluvel
Farmacocinética

Absorgdo GI Alto

Permeabilidade BBB Sim

Substrato P-gp Sim

Inibidor do CYP1A2 Sim

Inibidor do CYP2C19 Sim

Inibidor do CYP2C9 Sim

Inibidor do CYP2D6 Sim

Inibidor do CYP3A4 Sim

Log K, (permeacdo da pele) -6,23 cm/s

Druglikeness

Lipinski Sim; 0 violagéo

Ghose Sim

Veber Sim

Egan Sim

Muegge Sim

Pontuacao de biodisponibilidade 0,55
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Tabela S12. Propriedades ADMET do composto 26b

Composto 26b

@ )
N0 0

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Propriedades fisico-quimicas

Formula

Peso molecular

Fracao Csp3

Num. ligagdes rotativas

Num. aceitadores de ligacdo H
Num. de doadores de ligacdo H
Refratividade molar

TPSA

Log Pow (iILOGP)

Log Pow (XLOGP3)
Log Porw (WLOGP)
Log Poww (MLOGP)
Log Pow (SILICOS-IT)
Consensus Log Pow

Log S (ESOL)
Solubilidade
Classe

Absorcdo GI
Permeabilidade BBB
Substrato P-gp

Inibidor do CYP1A2
Inibidor do CYP2C19
Inibidor do CYP2C9
Inibidor do CYP2D6
Inibidor do CYP3A4

Log K, (permeacdo da pele)

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge

Pontuacao de biodisponibilidade

C26H28N404
460,52 g/mol
0,35

8

7

0

133,77

82,62 A2

Lipofilicidade

4,12
3,77
3,59
2,58
4,13
3,64

Solubilidade em agua

-5,00
4,61e-03 mg/ml; 1,00e-05 mol/l
Moderadamente soluvel

Farmacocinética

Alto
Nao
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
-6,43 cm/s

Druglikeness

Sim; 0 violagdo

Nio; 1 violagdo: MR>130
Sim

Sim

Sim

0,55
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Tabela S13. Propriedades ADMET do composto 26¢

Composto 26¢

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Propriedades fisico-quimicas

Formula

Peso molecular

Fracao Csp3

Num. ligagdes rotativas

Num. aceitadores de ligacdo H
Num. de doadores de ligacdo H
Refratividade molar

TPSA

Log Pow (iILOGP)

Log Pow (XLOGP3)
Log Porw (WLOGP)
Log Poww (MLOGP)
Log Pow (SILICOS-IT)
Consensus Log Pow

Log S (ESOL)
Solubilidade
Classe

Absorcdo GI
Permeabilidade BBB
Substrato P-gp

Inibidor do CYP1A2
Inibidor do CYP2C19
Inibidor do CYP2C9
Inibidor do CYP2D6
Inibidor do CYP3A4

Log K, (permeacdo da pele)

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge

Pontuacao de biodisponibilidade

C26H28N404
460,52 g/mol
0,35

8

7

0

133,77

82,62 A2

Lipofilicidade

4,07
3,77
3,59
2,58
4,13
3,63

Solubilidade em agua

-5,00
4,61e-03 mg/ml; 1,00e-05 mol/l
Moderadamente soluvel

Farmacocinética

Alto
Nao
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
-6,43 cm/s

Druglikeness

Sim; 0 violagdo

Nio; 1 violagdo: MR>130
Sim

Sim

Sim

0,55
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Tabela S14. Propriedades ADMET do composto 26d

Composto 26d

O\l\/\o

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Propriedades fisico-quimicas

Formula

Peso molecular

Fracao Csp3

Num. ligagdes rotativas

Num. aceitadores de ligacdo H
Num. de doadores de ligacdo H
Refratividade molar

TPSA

Log Pow (iILOGP)

Log Pow (XLOGP3)
Log Porw (WLOGP)
Log Poww (MLOGP)
Log Pow (SILICOS-IT)
Consensus Log Pow

Log S (ESOL)
Solubilidade
Classe

Absorcdo GI
Permeabilidade BBB
Substrato P-gp

Inibidor do CYP1A2
Inibidor do CYP2C19
Inibidor do CYP2C9
Inibidor do CYP2D6
Inibidor do CYP3A4

Log K, (permeacdo da pele)

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge

Pontuacao de biodisponibilidade

Lipofilicidade

Druglikeness

C26H28N404
460,52 g/mol
0,35

8

7

0

133,77

82,62 A2

4,07
3,77
3,59
2,58
4,13
3,63

Solubilidade em agua

-5,00
4,61e-03 mg/ml; 1,00e-05 mol/l
Moderadamente soluvel

Farmacocinética

Alto
Nao
Sim
Nao
Sim
Sim
Sim
Sim
-6,43 cm/s

Sim; 0 violagdo

Nio; 1 violagdo: MR>130
Sim

Sim

Sim

0,55
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Tabela S15. Propriedades ADMET do composto 26e

Composto 26e

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

O\l\/\o

INSOLU

Propriedades fisico-quimicas

Formula C25H25FN403

Peso molecular 448,49 g/mol

Fragdo Csp3 0,32

Num. ligagdes rotativas 7

Num. aceitadores de ligacdo H 7

Num. de doadores de ligacao H 0

Refratividade molar 127,26

TPSA 73,39 A2
Lipofilicidade

Log Pow (iILOGP) 4,39

Log Pow (XLOGP3) 3,90

Log Pow (WLOGP) 4,14

Log Poww (MLOGP) 3,26

Log Posw (SILICOS-IT) 4,49

Consensus Log Pow 4,04

Solubilidade em agua

Log S (ESOL) -5,09

Solubilidade 3,67¢-03 mg/ml; 8,19¢-06 mol/l

Classe Moderadamente soluvel

Farmacocinética

Absorgdo GI Alto

Permeabilidade BBB Sim

Substrato P-gp Sim

Inibidor do CYP1A2 Sim

Inibidor do CYP2C19 Sim

Inibidor do CYP2C9 Sim

Inibidor do CYP2D6 Sim

Inibidor do CYP3A4 Sim

Log K, (permeacdo da pele) -6,27 cm/s
Druglikeness

Lipinski Sim; 0 violagéo

Ghose Sim

Veber Sim

Egan Sim

Muegge Sim

Pontuacao de biodisponibilidade 0,55
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Tabela S16. Propriedades ADMET do composto 26f

Composto 26f

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Propriedades fisico-quimicas

Formula

Peso molecular

Fragdo Csp3

Num. ligagdes rotativas

Num. aceitadores de ligacdo H
Num. de doadores de ligacao H
Refratividade molar

TPSA

Log Pow (iILOGP)

Log Pow (XLOGP3)
Log Poww (WLOGP)
Log Poww (MLOGP)
Log Posw (SILICOS-IT)
Consensus Log Pow

Log S (ESOL)
Solubilidade
Classe

Absorcdo GI
Permeabilidade BBB
Substrato P-gp

Inibidor do CYP1A2
Inibidor do CYP2C19
Inibidor do CYP2C9
Inibidor do CYP2D6
Inibidor do CYP3A4

Log K, (permeacdo da pele)

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge

Pontuacao de biodisponibilidade

C25H25CIN403
464,94 g/mol
0,32

7

6

0

132,29

73,39 A2

Lipofilicidade

4,35
4,42
4,24
3,36
4,71
422

Solubilidade em agua

-5,52
1,42¢-03 mg/ml; 3,05e-06 mol/l
Moderadamente soluvel

Farmacocinética

Alto
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
-6,00 cm/s

Druglikeness

Sim; 0 violagdo

Nao; 1 violagdo: MR>130
Sim

Sim

Sim

0,55
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Tabela S17. Propriedades ADMET do composto 26g

Composto 26g

@ b
N0 o o

LIPO

FLEX

INSATU

INSOLU

Propriedades fisico-quimicas

Formula

Peso molecular

Fragdo Csp3

Num. ligagdes rotativas

Num. aceitadores de ligacdo H
Num. de doadores de ligacao H
Refratividade molar

TPSA

Log Pow (iILOGP)

Log Pow (XLOGP3)
Log Poww (WLOGP)
Log Poww (MLOGP)
Log Posw (SILICOS-IT)
Consensus Log Pow

Log S (ESOL)
Solubilidade
Classe

Absorcdo GI
Permeabilidade BBB
Substrato P-gp

Inibidor do CYP1A2
Inibidor do CYP2C19
Inibidor do CYP2C9
Inibidor do CYP2D6
Inibidor do CYP3A4

Log K, (permeacdo da pele)

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge

Pontuacao de biodisponibilidade

C25H25CIN403
464,94 g/mol
0,32

7

6

0

132,29

73,39 A2

Lipofilicidade

4,24
4,42
4,24
3,36
4,71
4,19

Solubilidade em agua

-5,52
1,42¢-03 mg/ml; 3,05e-06 mol/l
Moderadamente soluvel

Farmacocinética

Alto
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
-6,00 cm/s

Druglikeness

Sim; 0 violacdo

Nao; 1 violagdo: MR>130
Sim

Sim

Sim

0,55

SIZE

POLAR
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Tabela S18. Propriedades ADMET do composto 26h

Composto 26h

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Propriedades fisico-quimicas

Formula

Peso molecular

Fracao Csp3

Num. ligagdes rotativas

Num. aceitadores de ligacdo H
Num. de doadores de ligacdo H
Refratividade molar

TPSA

Log Pow (iILOGP)

Log Pow (XLOGP3)
Log Porw (WLOGP)
Log Poww (MLOGP)
Log Pow (SILICOS-IT)
Consensus Log Pow

Log S (ESOL)
Solubilidade
Classe

Absorcdo GI
Permeabilidade BBB
Substrato P-gp

Inibidor do CYP1A2
Inibidor do CYP2C19
Inibidor do CYP2C9
Inibidor do CYP2D6
Inibidor do CYP3A4

Log K, (permeacdo da pele)

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge

Pontuacao de biodisponibilidade

C25H25BrN403
509,40 g/mol
0,32

7

6

0

134,98

73,39 A2

Lipofilicidade

4,46
4,49
4,35
3,46
4,75
4,30

Solubilidade em agua

-5,84
7,43e-04 mg/ml; 1,46e-06 mol/l
Moderadamente soluvel

Farmacocinética

Alto
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
-6,22 cm/s

Druglikeness

Sim; 1 violagdo: MW>500

Nio; 2 violagdos: MW>480, MR>130
Sim

Sim

Sim

0,55
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Tabela S19. Propriedades ADMET do composto 26i

Composto 26i

O\l\/\o

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Propriedades fisico-quimicas

Formula

Peso molecular

Fracao Csp3

Num. ligagdes rotativas

Num. aceitadores de ligacdo H
Num. de doadores de ligacdo H
Refratividade molar

TPSA

Log Pow (iILOGP)

Log Pow (XLOGP3)
Log Porw (WLOGP)
Log Poww (MLOGP)
Log Pow (SILICOS-IT)
Consensus Log Pow

Log S (ESOL)
Solubilidade
Classe

Absorcdo GI
Permeabilidade BBB
Substrato P-gp

Inibidor do CYP1A2
Inibidor do CYP2C19
Inibidor do CYP2C9
Inibidor do CYP2D6
Inibidor do CYP3A4

Log K, (permeacdo da pele)

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge

Pontuacao de biodisponibilidade

Druglikeness

C25H25BrN403
509,40 g/mol
0,32

7

6

0

134,98

73,39 A2

Lipofilicidade

4,29
4,49
4,35
3,46
4,75
427

Solubilidade em agua

-5,84
7,43e-04 mg/ml; 1,46e-06 mol/l
Moderadamente solavel

Farmacocinética

Alto
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
Sim
-6,22 cm/s

Sim; 1 violagdo: MW>500

Nao; 2 violagdos: MW>480, MR>130
Sim

Sim

Sim

0,55
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Tabela S20. Propriedades ADMET do composto 26j

Composto 26j

O/\/\O

LIPO

FLEX SIZE

INSATU POLAR

INSOLU

Propriedades fisico-quimicas

Formula

Peso molecular

Fracao Csp3

Num. ligagdes rotativas

Num. aceitadores de ligacdo H
Num. de doadores de ligacdo H
Refratividade molar

TPSA

Log Pow (iILOGP)

Log Pow (XLOGP3)
Log Porw (WLOGP)
Log Poww (MLOGP)
Log Pow (SILICOS-IT)
Consensus Log Pow

Log S (ESOL)
Solubilidade
Classe

Absorcdo GI
Permeabilidade BBB
Substrato P-gp

Inibidor do CYP1A2
Inibidor do CYP2C19
Inibidor do CYP2C9
Inibidor do CYP2D6
Inibidor do CYP3A4

Log K, (permeacdo da pele)

Lipinski

Ghose

Veber

Egan

Muegge

Pontuacao de biodisponibilidade

C26H28N403

444,50 g/mol

0,35

8

6

0

132,09

73,39 A2
Lipofilicidade

4,28

4,15

3,97

3,10

4,47

3,99

Solubilidade em agua

-5,15

3,12e-03 mg/ml; 7,02e-06 mol/l

Moderadamente soltvel

Farmacocinética

Alto

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

Sim

-6,07 cm/s
Druglikeness

Sim; 0 violacdo

Naéo; 1 violagdo: MR>130

Sim

Sim

Sim

0,55
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history: Cyclic nucleotide phosphodiesterases (PDEs) are a superfamily of enzymes known to play a critical role in

Received 14 October 2020
Received in revised form
18 December 2020

the indirect regulation of several intracellular metabolism pathways through the selective hydrolysis of
the phosphodiester bonds of specific second messenger substrates such as cAMP (3',5'-cyclic adenosine

Accepted 19 December 2020 mor;ropcil?;phate) ;[md ccl\gl’m(f 5 -cyclltchguang§1ne m;)nophc;spha_tre}l), mﬂuengmg th; hype[r'trlophy%
Available online 24 December 2020 contractility, apoptosis an roses in the cardiovascular system. The expression and/or activity of

multiple PDEs is altered during heart failure (HF), which leads to changes in levels of cyclic nucleotides

and function of cardiac muscle. Within the cardiovascular system, PDEs 1-5, 8 and 9 are expressed and

gﬂ:ﬂziesmase are interesting targets for the HF treatment. In this comprehensive review we will present a briefly
Phosphodiesterase inhibitors description of the biochemical importance of each cardiovascular related PDE to the HF, and cover almost
Heart failure all the “long and winding road” of designing and discovering ligands, hits, lead compounds, clinical
cAMP candidates and drugs as PDE inhibitors in the last decade.

cGMP

© 2020 Elsevier Masson SAS. All rights reserved.
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Discovery of novel thiosemicarbazone-acridine targeting =
butyrylcholinesterase with antioxidant, metal complexing and
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Inhibition of cholinesterases, combined with antioxidant activity, metal-chelating capacity, and neuroprotection,
Thiosemicarbazone-acridine is recognized as an effective multitarget therapy for the treatment of Alzheimer’s disease (AD). Based on our in-
(.'holx:nes(erase inhibitors house thiosemicarbazone-acridine compounds, this study recognized these derivatives as possible multi-target-
Multiple targets directed ligand (MTDL). Initial screening against cholinesterases identified CL-01, which exhibited a prom-
ising ICs value of 0.71 pM against butyrylcholinesterase (BChE). Twelve new derivatives were designed based
on CL-01 aiming to retain the BChE inhibitory activity while incorporating a MTDL profile, including antioxidant
propertics and metal-complexing abilitics. Among the new derivatives, CL-13 maintained a good BChE inhibition
(ICs50 = 1.15 pM) with improved selective index against acetylcholinesterase (SI = 9.2). The acridine nucleus was
important for the activity, as its saturated tetrahydroacridine analogue (TA-01) showed a decrease in cholin-
esterases inhibition potencies and altered the mode of inhibition, revealing for the first time distinet functional
roles for the two nuclei. Moreover, CL-13 emerged as a promising lead compound, demonstrating interesting
antioxidant activity (DPPII ECso — 47.01 pM), chelating capacity of biometals involved in Ap aggregation and/or
oxidative stress, and a lack of neurotoxicity at 50 uM in SH-SY5Y cells. It also exhibited neuroprotective effects in
an in vitro oxidative stress model induced by HyO,. Finally, in vivo experiments confirmed that CL-13 effectively
reversed scopolamine-induced cognitive impairment, without affecting locomotor activity in the mice.

1. Introduction [2,3]. Directly linked to population aging, with an etiology that is not
fully understood but considered multifactorial, AD demonstrates syn-

Alzheimer’s disease (AD) is an irreversible and progressive neuro- aptic alteration involving several neurotransmission systems, filamen-
degenerative disorder, responsible for impairment of the cognitive tous aggregates of amyloid-p protein (AP) and intracellular
functions of the human brain [1]. According to estimates by Alzheimer’s neurofibrillary tangles formed mainly by hyperphosphorylated tau
Disease International, 50 million people worldwide currently live with protein [4]. While these events may be noticeable in the brain of healthy
some form of dementia; projections indicate that these numbers could elderly individuals, they are not frequently observed together or with

triple by 2050, with AD being the main disease associated to dementia the same intensity that people affected by the disease [5].

* Corresponding author. BR465, Federal Rural University of Rio de Janeiro, Institute of Chemistry, PQ-52 Seropédica, 23897-000 — RJ, Brazil.
E-mail address: akummerle@ufrrj.br (A.E. Kiimmerle).
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Abstract

The pathogenic complexity of Alzheimer's disease (AD) demands the
development of multitarget-directed agents aiming at improving actual
pharmacotherapy. Based on the cholinergic hypothesis and considering the
well-established role of butyrylcholinesterase (BuChE) in advanced stages of
AD, the chemical structure of the acetylcholinesterase (AChE) inhibitor drug
donepezil (1) was rationally modified for the design of new N-benzyl-
piperidine derivatives (4a—d) as potential multitarget-direct AChE and BuChE
inhibitors. The designed analogues were further studied through the
integration of in silico and in vitro methods. ADMET predictions showed
that 4a—d are anticipated to be orally bioavailable, able to cross the blood-
brain barrier and be retained in the brain, and to have low toxicity.
Computational docking and molecular dynamics indicated the formation of
favorable complexes between 4a—d and both cholinesterases. Derivative 4a
presented the lowest binding free energy estimation due to interaction with
key residues from both target enzymes (—36.69 + 4.47 and —32.23 + 3.99 kcal/
mol with AChE and BuChE, respectively). The in vitro enzymatic assay
demonstrated that 4a was the most potent inhibitor of AChE (ICs,
2.08 +0.16 uM) and BuChE (ICs, 7.41 + 0.44 uM), corroborating the in silico
results and highlighting 4a as a novel multitarget-directed AChE/BuChE
inhibitor.

Abbreviations: 3D, three-dimensional; ACh, acetylcholine; AChE, acetylcholinesterase; AChEi, AChE inhibitor; AD, Alzheimer's disease; ALP,
alkaline phosphatase; BACE1, {-site amyloid precursor protein cleaving enzyme 1; BFE, binding free energy; BuChE, butyrylcholinesterase; CAS,
catalytic aromatic site; CNS, central nervous system; eeAChE, electric eel acetylcholinesterase; eqBuChE, equine serum butyrylcholinesterase; GGT,
gamma-glutamyl transferase; GSK-38, glycogen synthase kinase 3 §; H, human; HBA, hydrogen bond acceptor; HBD, hydrogen bond donor; LDH,
lactate dehydrogenase; logBB, logarithm of brain-blood partition coefficient; logP, logarithm of octanol-water partition coefficient; LRV, number of
Lipinski's rules violations; MAO-A, monoamine oxidase A; MDS, molecular dynamics simulations; MM/GBSA, molecular mechanics-generalized
born surface area; MTDL, multitarget-directed ligand; MW, molecular weight; PAS, peripheric aromatic site; Pgp, P-glycoprotein; SGOT, serum
glutamic oxaloacetic transaminase; SGPT, serum glutamic pyruvic transaminase; TPSA, topological polar surface area.

1734 © 2023 Wiley Periodicals LLC. wileyonlinelibrary.com/journal/jcb J Cell Biochem. 2023;124:1734-1748.
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Introduction

Design, synthesis, and biological evaluation of
new thalidomide-donepezil hybrids as
neuroprotective agents targeting cholinesterases
and neuroinflammationt
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A new series of eight multifunctional thalidomide-donepezil hybrids were synthesized based on the multi-
target-directed ligand strategy and evaluated as potential neuroprotective, cholinesterase inhibitors and anti-
neuroinflammatory agents against neurodegenerative diseases. A molecular hybridization approach was used
for structural design by combining the N-benzylpiperidine pharmacophore of donepezil and the isoindoline-
1,3-dione fragment from the thalidomide structure. The most promising compound, PQM-189 (3g), showed
good AChE inhibitory activity with an ICsq value of 3.15 uM, which was predicted by docking studies as
interacting with the enzyme in the same orientation observed in the AChE-donepezil complex and a similar
profile of interaction. Additionally, compound 3g significantly decreased iINOS and IL-1p levels by 43% and
39%, respectively, after 24 h of incubation with lipopolysaccharide. In vivo data confirmed the ability of 3g to
prevent locomotor impairment and changes in feeding behavior elicited by lipopolysaccharide. Moreover, the
PAMPA assay evidenced adequate blood-brain barrier and gastrointestinal tract permeabilities with an Fa value
of 69.8%. Altogether, these biological data suggest that compound 3g can treat the inflammatory process and
oxidative stress resulting from the overexpression of INOS and therefore the increase in reactive nitrogen
species, and regulate the release of pro-inflammatory cytokines such as IL-1f. In this regard, compound
PQM-189 (3g) was revealed to be a promising neuroprotective and anti-neuroinflammatory agent with an
innovative thalidomide-donepezil-based hybrid molecular architecture.

(PD),” Huntington's disease (HD)* and multiple sclerosis.*
NDs are characterized by protein misfolding and

Neuroinflammation has been implicated as a pathological
hallmark in several neurodegenerative diseases (NDs),
including Alzheimer's disease (AD)," Parkinson's disease
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accumulation of some specific protein aggregates inside the
cell (tau or a-synuclein) or outside the cell (B-amyloid peptide
(BA)), affecting different types of neurons and causing a set of

! Laboratory of Molecular Pharmacology, Institute of Biomedical Sciences, Federal
University of Rio de Janeiro, 21941-902, Rio de Janeiro/R], Brazil

£L v of Physiology, Federal Uni of Alfenas, 2600 Jovino Fernandes
Sales Avenue, Alfenas, MG 37130-840, Brazil
" LASSBio - Lab 6rio de Avaliacao e Sintese de Substancias Bioativas, Health

Sciences Center, Federal University of Rio de Janeiro, 21941-902, Rio de Janeiro/R],
Brazil

{ Laboratory of Neuropharmacology, Institute of Biological Sciences, University of
Brasilia, Brasilia, DF 70910-900, Brazil

T Electronic supplementary information (ESI) available. See DOIL 10.1039/
d1md00374g

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2022

261



366

Send Orders for Reprints to reprints@benthamscience.net

Current Topics in Medicinal Chemistry, 2022, 22, 366-394

REVIEW ARTICLE

The Design of Multi-target Drugs to Treat Cardiovascular Diseases: Two

(or more) Birds on One Stone

Current Topics in

Medi

I Chemistry

Lucas Carusol‘z, Nathalia Fonseca Nadur]‘z, Marina Brandio da Fonscca"z, Larissa de Almeida
Peixoto Ferreira'?, Renata Barbosa Lacerda'?, Cedric Stephan Graebin'? and Arthur Eugen

. *
Kiimmerle'?

!Laboratério de Diversidade Molecular e Quimica Medicinal (LaDMol-OM, Molecular Diversity and Medicinal
Chemistry Laboratory), Chemistry Institute, Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, Rio de Janei-
ro, 23897-000, Brazil; *Programa de Pés-Gradug¢do em Quimica (PPGQ), Universidade Federal Rural do Rio de
Janeiro, Seropédica, Rio de Janeiro, 23897-000, Brazil

ARTICLE HISTORY

Received: July 24, 2021
Revised: November 25
Accepted: December 27, 202

DOI:
10.2174/1568026622666220201151248

@ CrossMark

Abstract: Cardiovascular diseases (CVDs) comprise a group of diseases and disorders of the heart
and blood vessels, which together are the number one cause of death worldwide, being associated
with multiple genetic and modifiable risk factors, and that may directly arise from different etiologies.
For a long time, the search for cardiovascular drugs was based on the old paradigm “one compound -
one target”, aiming to obtain a highly potent and selective molecule with only one desired molecular
target. Although historically successful in the last decades, this approach ignores the multiple causes
and the multifactorial nature of CVDs. Thus, over time, treatment strategies for cardiovascular dis-
eases have changed, and, currently, pharmacological therapies for CVD are mainly based on the asso-
ciation of two or more drugs to control symptoms and reduce cardiovascular death. In this context,
the development of multitarget drugs, i.e., compounds having the ability to act simultaneously at mul-
tiple sites, is an attractive and relevant strategy that can be even more advantageous to achieve pre-
dictable pharmacokinetic and pharmacodynamics correlations as well as better patient compliance. In
this review, we aim to highlight the efforts and rational pharmacological bases for the design of some
promising multitargeted compounds to treat important cardiovascular diseases like heart failure, ath-
erosclerosis, acute myocardial infarction, pulmonary arterial hypertension, and arrhythmia.

Keywords: Cardiovascular diseases, Multi-target Drugs, Molecular hybridization, Heart failure, Atherosclerosis, Acute myo-
cardial infarction, Pulmonary arterial hypertension, Arrhythmia.

1. INTRODUCTION

Cardiovascular disease (CVDs) is a collective term for a
group of diseases and disorders of the heart and blood ves-
sels, such as coronary heart disease, cerebrovascular dis-
ease, peripheral arterial disease, rheumatic heart disease,
congenital heart disease, deep vein thrombosis, and pulmo-
nary embolism [1].

The World Health Organization (WHO) reports that
CVDs are the major cause of death globally, both in devel-
oped and developing countries. In 2016, an estimated num-
ber of 17.9 million people (31% of all global deaths) died
from CVDs, being 85% of these deaths due to heart attacks
and strokes. The annual mortality of CVDs is expected

*Address correspondence to this author at the Laboratério de Diversidade
Molecular e Quimica Medicinal (LaDMol-QM, Molecular Diversity and
Medicinal Chemistry Laboratory), Chemistry Institute, Universidade
Federal Rural do Rio de Janeiro, Seropédica, Rio de Janeiro, 23897-000,
Brazil; E-mail: akummerle@hotmail.com

1873-4294/22 $65.00+.00

to reach approximately 23.6 million deaths by 2030 [1-4].
At least 75% of CVD-related deaths occur in low and mid-
dle-income countries, mostly due to the lack of preventive
care and lack of access to effective and equitable health care
services [5, 6]. The economic burden of CVDs in low and
middle-income countries is also significant [7]. In the past
few years, the number of CVD deaths in high-income coun-
tries has been declining, but there is evidence pointing that
this long-term decline is either staggering or reversing [8].

For many years, most of the research concerning the de-
velopment of new drugs has been focused on the “one com-
pound - one target” paradigm, in which the goal is to obtain
a highly potent and selective molecule that binds (hopefully)
to only one desired molecular target, to avoid potentially
harmful side effects [9, 10]. This approach, although histori-
cally successful in the last decades, ignores the fact that
some diseases arise from multiple factors and biological
pathways, and agents that treat only one of these factors or
pathways tend to be ineffective when dealing with complex

© 2022 Bentham Science Publishers
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Abstract: Triazoles are five-membered aromatic heterocyclics, which exhibit two isosteric
forms (1,2,3-triazoles and 1,2 4-triazoles), as well as multiple applications in medicinal, agri-
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cultural, supramolecular, and materials sciences. Famous examples of triazoles include drugs,
such as fluconazole, ribavirin, cefatrizine, and tazobactam, as well as herbicides, such as caf-
enstrole and metosulam. This review aims to present the recent major examples of the appli-
cation of microwave-assisted organic synthesis (MAOS) to the syntheses and end-
functionalizations of 1,4- and 1,5-disubstituted 1,2,3-triazoles, 1,2,4-triazoles, 3-amino-1,2,4-
triazoles, 1,2,4-triazol-3-one, and 1,2,4-triazol-3-thiol derivatives. Notably, the previous re-
views on triazole syntheses have not exclusively clucidated the relevance of MAOS tech-
niques in the obtention and derivatization of these compounds.

Arthur Eugen Kiimmerle

Keywords: 1.2,3-triazoles, 1.2 4-triazoles, microwave-assisted synthesis, heterocycles, classical heating methods, microwave irradiation.

1.INTRODUCTION

Triazoles are aromatic heterocyclic compounds (molecular for-
mula = C,H;3N;), which are characterized by a five-membered ring
comprising three nitrogen and two carbon atoms [1]. Thus far, tria-
zoles are exclusively obtained via synthesis because there are no
indications of their natural occurrences [2].

These compounds exhibit two isosteric forms (1,2,3-triazoles
and 1,2,4-triazoles) based on the position of the three nitrogen at-
oms [3]. Each isosteric form exhibits three tautomers that differ
according to the position of the hydrogen atom; however, the struc-
tures of the proton of carbon-two (3 and 6) are non-aromatic and
are rarely mentioned in the literature (Fig. 1) [4, 5].

1.2 4-triazole derivatives exhibit a wide range of applications in
medicinal, agricultural, supramolecular, and materials sciences. In
medicinal chemistry, these derivatives exhibit extensive biological
activities [6], such as anti-inflammatory [7-9], antibacterial [10-13],
antifungal [14, 15], antiviral [16], anticancer [17], antioxidant [18-
20], antitubercular [21], anticonvulsants [22], anti-nociceptive [9],
as well as CNS-stimulating, antidepressants [23, 24], and antianxi-
ety properties [25, 26]. To date, many drugs, including alprazolam
(7), fluconazole (8), voriconazole (9), ribavirin (10), rizatriptan
(11), estazolam (12), vorozole (13), anastrozole (14), and letrozole
(15), containing the 1,2,4-triazole moiety have been extensively
employed in clinics. In agriculture, 1,2,4-triazoles exhibit insecti-
cidal and plant growth-regulating activities, as evidenced in cafen-
strole (16), metosulam (17), azafenidin (18), carfentrazone-ethyl
(19), and sulfentrazone (20) (Fig. 2).
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Chemistry, Rural Federal University of Rio de Janeiro, Seropédica, Brazil,
23897-000; Tel: ++55-21998576298; E-mails: akummerle@ufrrj.br;
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Similarly, 1.2,3-triazole-based compounds have been exten-
sively employed as agrochemicals [27, 28], dyes [29, 30], corrosion
inhibitors [31-33], photostabilizers [34], dendrimers [34-37], liquid
crystals [38-40], and metal chelators [41, 42]. Additionally, 1,2,3-
triazoles exist generally as the core structures of many compounds
exhibiting broad biological activities [6], such as anti-HIV [43-45],
anticancer [46, 47], antiprotozoal [48, 49], antimicrobial [50, 51],
antifungal [52, 53], and neuroactive agents [54, 55]. However, only
a few molecules contain 1,2,3-triazole moieties in the market or the
last phase of clinical trials. Cefatrizine (21) and tazobactam (22)
account for some of the already commercialized drugs exhibiting
such a ring system (Fig. 2).

A literature search performed in Scopus” on June 20, 2021, re-
vealed that the 1,2,4-triazole system with 14,002 publications (con-
taining the keywords “1,2.4-triazole™) is the most studied compared
with the 8,333 publications related to the other system (containing
the keywords “1,2,3-triazole”). However, there has been signifi-
cantly increased research on 1,2,3-triazoles since the past 20 years
[56] probably owing to the advent of “click chemistry.”

Among the organic synthesis techniques for preparing triazoles,
Microwave-Assisted Organic Synthesis (MAOS) has attracted re-
cent attention [57]. The utilization of microwave ovens for organic
synthesis has been preferred to the classical heating method because
it reduces the reaction time, ensures improved efficiency and prod-
uct purity, as well as the possibility of eliminating the solvents [58].
Similar to MAOS, ultrasonic irradiation exhibits numerous advan-
tages over other conventional methods (reduced cost, excellent
yields, and improved purity). However, there is no well-established
direct comparison between microwaves and ultrasound [59-61].
This review summarizes the most recent (since 2014) relevant mi-
crowave-assisted methods for synthesizing and deriving triazoles.

© 2021 Bentham Science Publishers
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Butyrylcholinesterase - BUChE: A Potential Target for Development of Drugs
for Alzheimer's Disease Treatment

Abstract: Alzheimer's disease (AD) is a major cause of senile dementia, being responsible for most of the
deaths of elderly people in developed countries. An important feature of AD is the loss of acetylcholine
(ACh) in cholinergic and non-cholinergic neurons. However, acetylcholinesterase (AChE) activity is
increased in amyloid plaques, which has been important in therapeutic strategy using AChE inhibitors, such
as donepezil and galantamine. Butyrylcholinesterase (BuChE) has less affinity for ACh compared to AChE,
however its activity seems to be crucial for AD process with decline in AChE levels in the advanced stages
of this desease. Thus, research with selective BUChE inhibitors has been increasing considerably as a new
perspective for AD treatment. In this review we highlight synthetic and natural selective BuChE inhibitors,
described as drug prototypes candidates for AD.

Keywords: Buthyrylcholinesterase (BuChE); Selective inhibitors; Alzheimer Disease (AD).

Resumo

A Doenga de Alzheimer (DA) é uma das principais causas de deméncia senil, sendo responsavel por grande
parte das mortes de idosos em paises desenvolvidos. Uma importante marca da DA é a perda de acetilcolina
(ACh) nos neurdnios colinérgicos e ndo-colinérgicos. No entanto, a atividade acetilcolinesterase (AChE) esta
aumentada nas placas amiloides, o que tem sido importante na estratégia terapéutica usando inibidores de
AChE, como por exemplo a donepezila e a galantamina. A butirilcolinesterase (BuChE) tem menor afinidade pela
ACh se comparada a AChE, no entanto sua atividade parece ser crucial para o processo da DA com o declineo
nos niveis de AChE nos estdgios avancados desta doenca. Dessa forma, a pesquisa com inibidores seletivos
de BuChE vem aumentando consideravelmente como uma nova perspectiva para o tratamento da DA. Nesta
revisdo destacamos inibidores seletivos de BuChE sintéticos e naturais, descritos como candidatos a protétipos
de farmacos para a DA.

Palavras-chave: Butirilcolinesterase (BuChE); inibidores seletivos; Doenga de Alzheimer (DA).
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Abstract: Alzheimer’s disease (AD) is a multifactorial neurodegenerative disorder that involves
different pathogenic mechanisms. In this regard, the goal of this study was the design and synthesis
of new compounds with multifunctional pharmacological activity by molecular hybridization of
structural fragments of curcumin and resveratrol connected by an N-acyl-hydrazone function linked to
a 1,4-disubstituted triazole system. Among these hybrid compounds, derivative 3e showed the ability
to inhibit acetylcholinesterase activity, the intracellular formation of reactive oxygen species as well
as the neurotoxicity elicited by A4, oligomers in neuronal SH-SY5Y cells. In parallel, compound 3e
showed a good profile of safety and ADME parameters. Taken together, these results suggest that 3e
could be considered a lead compound for the further development of AD therapeutics.

Keywords: molecular hybridization; Alzheimer’s disease; curcumin; resveratrol

1. Introduction

Alzheimer’s disease (AD) is an age-related neurological disorder with complex pathophysiology
and clinical symptoms that causes memory loss, decline in thinking ability, motor and executive
functions. The hallmark brain changes related to AD are due to loss of inter-neuronal connectivity
and neuronal death, especially in areas such as the frontal cortex and hippocampus [1]. The pathology
begins with a series of events at the molecular level, which results in the production of a functional
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THE IMPORTANCE OF CUMARINS FOR MEDICINAL CHEMISTRY AND THE DEVELOPMENT OF BIOACTIVE
COMPOUNDS IN THE LAST YEARS. Coumarins are natural products characterized as 2H-chromen-2-one, according to [UPAC
nomenclature, largely distributed in plants, as well as, in species of fungi and bacteria. Nowadays, many synthetic procedures allow
the discovery of coumarins with expanded chemical space. The ability to exert non-covalent interactions with many enzymes and

receptors in living organisms lead the coumarins to exhibit a wide range of biological activities and applications. Then, this manuscript

provides an overview of the use of coumarin compounds in medicinal chemistry in treating many diseases. Important examples of

the last years have been selected concerning the activities of coumarins as anticoagulant, anticancer, antioxidant, antiviral, anti-
diabetics, anti-inflammatory, antibacterial, antifungal, and anti-neurodegenerative agents. Thus. this work aims at contributing to the

development of new rational research projects searching for new treatments and bioactive compounds for many pathologies using

coumarin derivatives.

Keywords: coumarin; biological activity, structure-activity relationship, enzymes.

INTRODUCAO

As cumarinas sio heterociclos organicos amplamente estudados e
caracterizados como 1,2 benzopirona (1, Figura 1). Estruturalmente,
consistem em um anel pirano fundido a benzeno com a carbonila da
pirona na posi¢ao 2 (Figura 1) e sdo também denominadas como
2H-cromen-2-onas. As mesmas, compreendem um grupo de produtos
naturais encontrados na natureza ¢ em uma grande variedade de
plantas." A cumarina foi primeiramente isolada por Vogel em 1820
a partir da espécie dipteryx odorata, popularmente conhecida como
cumaru. Apds este primeiro relato, muitos trabalhos foram publicados
demonstrando o isolamento e sintese de cumarinas e andlogos a partir
de outras espécies de plantas.?

5 4
6 53
1
7 0" 5 0
2
8 1

Figura 1. Estrutura quimica da cumarina

As cumarinas compreendem uma importante classe de
metabdlitos secunddrios amplamente distribuidos no reino vegetal,
sendo encontradas em diversas partes de plantas, tanto em raizes
como em flores e frutos. Diferentes espécies vegetais com hébitos
bastante diversificados sdo capazes de biossintetizar cumarinas, como
arvores, arbustos ¢ ervas.’ Um nimero superior a 1300 cumarinas
foram identificadas de fontes naturais, especialmente de plantas
verdes.* Porém, a biossintese de cumarinas, cuja principal rota é a do
dcido chiquimico,’ ndo estd restrita apenas a plantas, pois algumas
espécies de fungos (Armillariella tabescens, Fomitopsis officinalis)

*e-mail: akummerle @hotmail.com

e bactérias (Streptomyces niveus, Escherichia coli) sio capazes de
biossintetizar cumarinas.®*<

As cumarinas possuem um importante efeito na fisiologia das
plantas, atuando como antioxidante e inibidor enzimatico. Essa classe
de substéncias estd envolvida no controle do crescimento das plantas,
na respiragdo, fotossintese e na defesa contra infecgdes.! A variedade
de propriedades biolégicas reportada para as cumarinas contribuiu para
o aumento do seu interesse no desenvolvimento da sintese organica,’
possibilitando a obtengdo dos compostos conhecidos em maior escala
e obtengio de novos derivados com aplicagdes biolégicas e industriais.

A histéria da sintese de cumarinas comegou em meados do
século XIX com a descoberta da sintese de Perkin,* seguida de outras
metodologias cldssicas para obtencdo destes compostos como as
reagdes de Pechmann e Knoevenagel .***

As cumarinas podem apresentar grande contribui¢do na pesquisa
para prevencgdo e tratamento de doencas devido a capacidade de
exercer interacdes nao covalentes com estruturas proteicas, possuindo
um amplo espectro de atividades biol6gicas.'’ De fato as cumarinas
tém sido amplamente investigadas como compostos bioativos ao
longo dos anos. Como exemplo podemos destacar a varfarina (2),
farmaco utilizado desde a década de 50 e, registrado pela ANVISA
e FDA como agente anticoagulante para o tratamento e prevengiao
de doengas tromboembdlicas.''**

Além das bioatividades relacionadas as cumarinas, outra
caracteristica importante destes compostos explorada pela industria
sdo as propriedades luminescentes que estas apresentam, resultado
das propriedades de transferéncia interna de carga do sistema
conjugado m-7* rico em elétrons. Estes compostos possuem uma
ampla gama de aplicagdes como: sondas de fluorescéncia, agentes
de monitoramento de inibi¢iio enzimitica ou fornecimento de
informagdes farmacoldgicas em tempo real,'? corantes,”!* sensores
de pH' e potenciais agentes de biorredugao. ™"

A grande variedade de aplicagdes para cumarinas refor¢a a
importancia da pesquisa e desenvolvimento de compostos andlogos.
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Abstract

A new series of ten multifunctional Cinnamoyl-N-acylhydrazone-donepezil hybrids was synthesized and evaluated as multi-
functional ligands against neurodegenerative diseases. The molecular hybridization approach was based on the combination
of 1-benzyl-4-piperidine fragment from the anti-Alzheimer AChE inhibitor donepezil (1) and the cinnamoyl subunit from
curcumin (2), a natural product with remarkable antioxidant, neuroprotective and anti-inflammatory properties, using a
N-acylhydrazone fragment as a spacer subunit. Compounds 4a and 4d showed moderate inhibitory activity towards AChE
with ICs; values of 13.04 and 9.1 pM, respectively. In addition, compound 4a and 4d showed a similar predicted binding
mode to that observed for donepezil in the molecular docking studies. On the other hand, compounds 4a and 4c¢ exhibited
significant radical scavenging activity, showing the best effects on the DPPH test and also exhibited a significant protective
neuronal cell viability exposed to t-BuOOH and against 6-OHDA insult to prevent the oxidative stress in Parkinson’s disease.
Similarly, compound 4¢ was capable to prevent the ROS formation, with indirect antioxidant activity increasing intracel-
lular GSH levels and the ability to counteract the neurotoxicity induced by both OAB1-42 and 3-NP. In addition, ADMET in
silico prediction indicated that both compounds 4a and 4c¢ did not show relevant toxic effects. Due to their above-mentioned
biological properties, compounds 4a and 4¢ could be explored as lead compounds in search of more effective and low toxic
small molecules with multiple neuroprotective effects for neurodegenerative diseases.
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