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RESUMO

O aumento da qualidade e da expectativa média de vida observados nas Ultimas décadas vem
tornando doencas associadas a longevidade como a Doencga de Alzheimer (DA) um grande desafio
cientifico e de saude publica. No Brasil, estima-se que 1,2 milhdes de pessoas sejam portadoras de
DA, uma patologia cronica, progressiva, e sem cura até o momento. Esta doenca é caracterizada por
diminuicdo progressiva da memoria e da capacidade cognitiva, da degradacdo de neurbnios
colinérgicos em muitas areas do SNC, com dramatica reducdo de neurotransmissores, entre 0s quais
a acetilcolina é o mais importante. Além disso, inidmeros estudos apontam para uma importante
contribuicdo do processo neuro-inflamatério no avanco da neurodegeneracdo. A busca por novas
entidades quimicas capazes de interferir no avanco da DA, inibindo a atividade da enzima AChE,
podendo ainda atuar em outras vias terapéuticas, levou ao planejamento de uma nova série de
hibridos moleculares simbiéticos: anticolinesterdsicos e anti-inflamatérios, desenhados por
hibridizacdo molecular entre as estruturas da rivastigmina, do donepezil e acilidrazonas anti-
inflamatérias. A sintese de uma nova série de compostos hibridos (29) foi realizada a partir do 4-
carbéxi-benzaldeido (30), que resultou em 21 novas moléculas que se diferenciam na substituicdo do
grupo -OH na posicdo 3 do nucleo piperidinico e na subunidade benzilica terminal ligada ao
espagador acilidrazdnico do esqueleto basico de 29. A avaliacdo farmacolégica desta série revelou
importantes propriedades anti-inflamatorias das substancias LFQM-54 (36b), LFQM-55 (36a), LFQM-
65 (36€e), LFQM-67 (361) e LFQM-69 (29a), dentre as quais LFQM-67, LFQM-69 e LFQM-65, foram
as mais ativas. A avaliagdo da atividade inibitoria de acetilcolinesterase foi indicativo que os derivados
acilidrazénicos hidroxilados na subunidade piperidinica apresentaram maior atividade inibitéria da
enzima, variando de 65 a 91%, com ICsqy entre 3,02 e 30,54 uM. Destes, LFQM-57 foi a mais potente
da série, sendo que LFQM-67 foi uma das substéncias com maior poténcia anti-inflamatoria e a
segunda mais potente na inibicdo da AChE, seguido de LFQM-55. Por outro lado, LFQM-69, que teve
a posicéo 3-piperidinica carbamoilada, foi extremamente potente no modelo inflamatério, mas sem
atividade anticolinesterasica relevante. Estes resultados sugerem que a subunidade piperidinica com
um grupamento hidroxila livre na posicdo C-3 é fundamental farmacoforicamente para a atividade
dupla anti-inflamatéria e anticolinesterasica. Alem disso, os derivados LFQM-74, LFQM-75 e LFQM-
88, que se mostraram potentes inibidores de AChE, ainda ndo foram avaliados em modelos de

inflamacé&o, podendo contribuir para a identificacdo de outros candidatos com perfil duplo inovadores.
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ABSTRACT

The increasing in life quality expectancy observed in recent decades, has focused great attention over
diseases associated with longevity, like Alzheimer's disease (AD) that represent great scientific
challenges to science and public health programs. In Brazil, it is estimated that 1.2 million people are
suffering from AD, a chronic, progressive, and incurable disease until now. This pathology is
characterized by progressive loss in memory and cognitive abilities, with death of cholinergic neurons
in many areas of the CNS, accompanying by a dramatic reduction in release of neurotransmitters,
particularly acetylcholine, the most important of them associated to AD’s physiopathology. In addition,
numerous studies have pointed an important contribution of neuro-inflammatory process in the
advance of neurodegeneration and neuronal loss. Nowadays there are only four drugs commercially
available for AD treatment and the search for new chemical entities capable to diminish or blockade
the progress of AD is still a great challenge to medicinal chemists. As a part of an ongoing research
program, we decide to investigate the design of a new series of acetylcholinesterase (AChE) inhibitors
that could also exert anti-inflammatory properties, by an innovative dual or symbiotic pharmacological
profile. So, a novel structural pattern was drawn by molecular hybridization of two commercial acetyl
cholinesterase inhibitors, rivastigmine and donepezil, including an acylhydrazone subunit, that was
expected to introduce anti-inflammatory properties. The synthetic route of the new series of hybrid
compounds (29) was planned from 4-carboxy-benzaldehyde (30), as a starting material, which
resulted in 21 new molecules, differing in the substituent at C-3 position of the piperidine ring and at
the benzylic subunit connected to the acylhydrazone spacer of the basic skeleton 29. Pharmacological
evaluation of these series showed significant anti-inflammatory properties of compounds LFQM-54,
LFQM-55, LFQM-65, LFQM-67 and LFQM-69, among which LFQM-67, LFQM-69 and LFQM-65 were
the most active. The in vitro evaluation of inhibitory activity of acetylcholinesterase disclosed that
acylhydrazones derivatives with a hydroxyl group in the piperidine subunit showed the higher inhibitory
activity AChE, ranging 65-91%, with ICsq ranging from 3.02 to 30.54 uM. Among these, LFQM-57 was
the most potent, and LFQM-67 was also one of the compounds with higher anti-inflammatory potency
and the second most potent in AChE inhibition, followed by LFQM-55. Moreover, LFQM-69, with an
ethylcarbamoyl substituent at the piperidine moiety, was extremely powerful in the inflammatory
model, without significative anti-cholinesterase activity. These findings suggest that the piperidine
subunit with a free hydroxyl group at position C-3 is an essential pharmacophoric group for dual anti-
inflammatory and acetylcholinesterase inhibitory profile. Moreover, compounds LFQM-74, LFQM-75
and LFQM--88, which showed potent inhibitors of AChE, were not still evaluated in inflammatory
models and may additional contribute to the identification of other innovative drug prototype

candidates.
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1. Introducéo

A doenca de Alzheimer (DA) foi descrita pela primeira vez por Alois Alzheimer
em 1907, numa época em gque as pessoas acima de 60 anos representavam apenas
3% da populagéo americana.’” A DA é caracterizada por diminuicdo progressiva de
memoria e declinio severo de cognicdo, associados com degradacdo de neurdnios
colinérgicos em muitas areas do sistema nervoso central (SNC) e com dramatica
reducéo de neurotransmissores, entre os quais a acetilcolina é o mais importante® e
leva a alteragbes comportamentais, normalmente evoluindo para deméncia.’

A DA manifesta-se de duas formas: uma precoce e uma tardia. A DA precoce
ocorre antes dos 60 anos e evolui rapidamente. Esta relacionada com alteracdes
genéticas que podem se refletir em geracdes sucessivas, por mutacdes
autossOmicas dominantes associadas a trés genes alocados no cromossomo 21:
prensilinas 1 e 2 e apolipoproteina E (APOE ¢4).1>°

A incidéncia da DA tardia tem sido a causa de deméncia mais comum em
pacientes apds 0s 65 anos. Nestes casos, ocorre um aumento da predisposicao
para a formacdo de placas neuriticas e emaranhados neurofibrilares no tecido
cerebral com perdas de neurdnios colinérgicos, dentre outras alteracdes do SNC. A
génese da doenca ainda ndo esta completamente esclarecida, entretanto, sugere-se
que fatores ambientais e fendmenos epigenéticos possam contribuir para a
manifestacdo tardia. Por outro lado, também pode ocorrer relacdo com defeitos
genéticos multiplos, causados por mutacdes ou susceptibilidade do genoma
humano. ’

A evolucdo da doenca passa por trés fases sintomatoldgicas distintas.
Inicialmente ocorrem lapsos esporadicos de memodria, esquecimento e confusdo de
rotinas e nomes de familiares, perda de interesse por atividades antes prazerosas e
dificuldade de organizar pensamentos e compreender novas informacdes e rotinas.
Numa segunda fase, o paciente passa a demonstrar esquecimento de detalhes de
eventos diarios e de sua vida passada, perdendo consciéncia de seu estado,
apresentando dificuldades para vestir-se, podendo ter alucinacdes, depressao,

agitacado e comportamento violento. Finalmente, depende de cuidados permanentes,



Nao consegue se comunicar, ndo reconhece os familiares e torna-se incapaz de
realizar atividades bésicas como alimentar-se e com sua higiene pessoal. °

Estima-se que no Brasil cerca de 1,2 milhGes de pessoas sdo portadoras da
doenca de Alzheimer; nos Estados Unidos séo cerca de 4,5 milhdes e no mundo sao
cerca de 18 milh6es. Com o aumento da expectativa de vida mundial estes nimeros
poderdo atingir 34 milhdes de pessoas, sendo 2/3 em paises em desenvolvimento.
Estima-se que 10 a 15% das pessoas a partir dos 65 anos e, praticamente, a
metade das pessoas a partir dos 85 anos apresentardo a doenca, nos proximos 20
anos.®

A DA esta relacionada com o envelhecimento cerebral e perda localizada de
neurdnios, principalmente do hipocampo e do proencéfalo basal.’
Hispatologicamente, é caracterizada pela presenca de numerosas placas neuriticas
e emaranhados neurofibrilares no cérebro, que acarretam em perda massiva de
neurdnios.'® As placas neuriticas sdo constituidas principalmente pelo depésito de
peptideo B-amldide (BA),**? que sdo produzidos pela acdo de endoproteases
(secretases) da membrana glicoprotéica, a partir da proteina precursora amildide
(APP), codificada por um gene localizado no cromossomo 21.'3!*'* Fragmentos
deste peptideo formam agregados fibrilares ndo covalentes caracteristicos tanto in
Vivo quanto in vitro, que se depositam no tecido neuronal e estdo relacionados a
neurotoxidade da DA.1®*"18

As secretases sao divididas em a, B e y-secretases e sdo responsaveis pelo
processo proteolitico da APP, levando a formacédo de diferentes peptideos BA. As a-
secretases clivam APP em dominio BA (entre os residuos 16 e 17 da sequéncia BA),
gerando fragmentos extracelulares soluveis conhecidos como sAPPa e constitui a
maior rota fisiolégica de quebra da APP. Desta forma, a quebra de APP por a-
secretases inibe a formacdo de peptideo BA insoluvel. Estudos em culturas de
neurdnios tém demonstrado que sAPPa promovem a inibicdo de inflamacgao de
neurdnios, adesdo célula-substrato e é neuroprotetor contra uma variedade de
danos.'®% Estudos in vitro também indicaram que inibidores da fosfatase, ativadores
da proteina quinase C e inibidores da acetilcolinesterase aumentam a clivagem de
APP pela a-secretase, levando a uma menor concentracado de substrato disponivel
para a clivagem nociva pelas B e y secretases e, conseqientemente, diminuido a

deposicdo de fragmentos BA.?%*2?3 Os fragmentos BA sdo liberados logo apds a
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quebra de APP entre os residuos de aminoacidos 596/597 e 637-639 pelas B e v-
secretases, respectivamente.’®?* As y-secretases podem quebrar APP em quatro
posicoes diferentes, originando peptideos BA que variam de 39 a 43 residuos de
aminoacidos, sendo o residuo BA1.40 em maior quantidade. Residuos BA;1.42 € PA143
sao produzidos em menor quantidade, porém sao as espécies mais encontradas em
placas cerebrais® e estéo fortemente relacionados com o desenvolvimento da DA.**
26, 27, 28

Os emaranhados neurofibrilares sdo formados principalmente pelo acumulo
da proteina Tau, cuja funcdo é estabilizar os microtibulos dos axénios, estruturas
responsaveis pela formacdo e manutencdo dos contatos interneuronais. Essas
funcdes sado alteradas quando a proteina Tau é modificada pela adicdo anormal de
fosfato no processo de fosforilagéo.*

Estudos tém demonstrado que a DA esta relacionada com reducdo nas taxas
de acetilcolina (ACh) e outros neurotransmissores como noradrenalina, dopamina,
serotonina, glutamato e substancia P. Andlises de tecidos cerebrais e ensaios
farmacoldgicos evidenciaram uma reducdo no numero de receptores nicotinicos e
muscarinicos (M) da ACh, muitos destes localizados nas terminacfes colinérgicas
pré-sinapticas, preservando os receptores muscarinicos (M; e My) pés-sinapticos.*
O sitio ativo (Fig.1) da AChE é constituido por uma triade catalitica (Ser 200, His
440, Glu 327), além de outros residuos de aminoacidos auxiliares, como o Trp 84,
gue interage com um grupo quaternario da ACh e o Trp 279, localizado na abertura
do gargalo, que d& acesso ao sitio catalitico, os quais estdo sendo considerados
como sitios de interacdo adicional no planejamento de novos inibidores de AChE. A
inibicdo direta do sitio ativo impede a ligacdo da molécula substrato, ou sua hidrolise
por ocupacdo do sitio com uma afinidade alta (a exemplo da tacrina) ou por uma

reacao irreversivel com a serina catalitica (organofosforados e carbamatos).®
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Figura 1. Visao geral da AChE, seus sitios aniénico, periférico e dos residuos de aminoacidos
gue constituem a triade catalitica,adaptado por Claudio Viegas Jr das referencias
32 e 33.

A terapéutica atual baseia-se em trés pilares: melhorar a cognicao, retardar a
evolucdo e tratar os sintomas e alteracbes comportamentais. Até o momento, o
tratamento da DA tem sido restrito a utilizacdo de farmacos que restabelecam a
funcdo colinérgica, exceto a memantina, atuando, portanto, no alivio dos sintomas
da doenca e ndo sobre sua cura efetiva.? ® ° Atualmente existem somente cinco
farmacos aprovados e disponiveis comercialmente para o tratamento da DA tacrina
(Cognex®, 1), donepezil (Aricept® 2), rivastigmina (Excelon®, 3), galantamina
(Reminyl®, 4) e memantina (Namenda®, 5) (Fig. 2). Entretanto a tacrina esta sendo

utilizada com restricdes devido a sua toxidade gastrica e hepatica.
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Figura 2. Farmacos comerciais para tratamento da DA e fisostigmina (6).



Os inibidores de acetilcolinesterase (IAChE) com finalidades terapéuticas sao
classificados, de acordo com a estrutura e com o mecanismo de acado em: i) pseudo-
irreversiveis, como a rivastigmina (3), cuja funcdo carbamato esta envolvida na
formacdo de um complexo carbamoilante com residuo de serina na triade catalitica
da AChE e possuem como protétipo a fisostigmina (6); ii) os IAChE reversiveis,
caracterizados por ligantes que interagem reversivelmente com a enzima proximo ao
sitio catalitico, como é o caso das aminoacridinas (p.e. 1), n-benzilpiperidinas (p.e.
2) e alguns alcaldides (p.e. 4).3* A tacrina (1) e o donepezil (2), bastante
hidrofébicos, atravessam facilmente a barreira hematoencefalica, inibindo a AChE no
SNC. A alta afinidade pela AChE e o carater mais lipofilico sdo atributos adicionais

que garantem uma acdo mais prolongada.®

09 5 o0
acetilCo @ J-.-.—.— Precursores de acetilcolina

© colina

Colina acetiltransferase
g\, Liberagiode AChE pré-sindptica

Inibidores de
acetilcolinesterase

/ () '_ Metrifonato, galantamina
Sitios de ligagdo e ACh
de receptores ® .
MUscarinicos » Colina
+) ¥
b acetato

Heuwrdnio pds-sinaptico Sitios de ligagiod SN

Figura 3. Neurbnios pré- e pds-sindpticos, onde ocorrem 0s receptores nicotinicos e
muscarinicos de ACh, biossintese de ACh, fenda sinptica e sitios de intervencgéo
por inibidores de AChE. Adaptado da Ref. 36.

A tacrina (1) é um inibidor central da AChE, efetivo em pacientes com DA de
intensidade leve a moderada. Apesar de ter sido o primeiro farmaco a ser utilizado,
seu uso foi restrito devido aos sérios efeitos hepatotoxicos observados, limitando-se
a pacientes que ndo respondem a nova geracdo de anticolinesterasicos. A
galantamina (4), um produto natural, € um inibidor da AChE capaz de atuar sobre os
receptores nicotinicos e tem sido bastante estudada como prototipo para o
desenvolvimento de novos candidatos a anticolinesterasicos.®” Ela possui um

mecanismo de ac&o duplo: inibindo a acetilcolinesterase e modulando o receptor
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nicotinico  pré-sinaptico, promovendo assim uma maior liberagcdo do
neurotransmissor e maior permanéncia deste na fenda sinaptica.®

Exceto a memantina (5), os farmacos aprovados para uso na DA sé&o
indicados para pacientes nas fases iniciais da doenca, quando algum grau de
cognicdo e/ou de independéncia funcional ainda estdo preservados, dai a
importancia do diagnostico precoce. A memantina é um antagonista do receptor de
glutamato (N-metil-D-aspartato), evitando um influxo excessivo de calcio que levaria

I*" e é indicada nas enfermidades de evolugcdo moderada a severa.®

a morte neurona

Em um estudo controlado duplo-cego com mais de 1000 pacientes, o uso de
donepezil (2) resultou em significativa melhora na memoria, concentracao,
linguagem e raciocinio e sem sinais de hepatotoxicidade.*® Por sua metabolizacdo
hepatica, através do citocromo P450, devem-se considerar as possiveis interacdes
medicamentosas e também se recomenda cautela para uso em paciente com
insuficiéncia renal e hepatica.*®

A busca por novas entidades quimicas (NEQs) capazes de interferir no
avanco da DA tem encontrado na quimica de produtos naturais uma importante
contribuicdo, tanto de moléculas ativas, como de novos esqueletos que tém servido
de modelos para o planejamento sintético de novas entidades quimicas (NEQSs)
ativas.® *° A maioria destas NEQs atua inibindo a atividade da enzima AChE,
responsavel pela hidrélise de acetilcolina (ACh) em colina e acetato.®,*

O estudo de novas abordagens de intervencéo quimioterapica vem apontando
para métodos de controle da DA baseados na acédo de farmacos capazes de inibir
proteases como [- e y-secretase, que promovem a clivagem da APP e o
consequente deposito de B-amildide insolivel. Outras pesquisas ja apresentam
resultados promissores a partir da inibicdo da atividade das quinases relacionadas

com a fosforilagcdo anormal da proteina Tau.*®



1.1. Inibidores de AChE e a importancia dos carbamatos no

planejamento de novos anticolinesterasicos

A eficiéncia catalitica da AChE e sua alta reatividade frente a inumeros
inibidores covalentes e ndo-covalentes parece originar-se da arquitetura singular do
sitio ativo, constituido por uma triade de aminoacidos, Ser-200, His-440 e Glu-
327.3942 Estruturas de AChE analisadas por raios-X revelaram a existéncia dois
gargalos de profundidades distintas, que se estendem por meio caminho da enzima

e contém o sitio catalitico a 4 A de sua base (Fig. 4).

Figura 4. Estrutura 3D da AChE, analisada por difrac@o de raios-X, enfatizando a triade catalitica em
vermelho, Trp84 no sitio ativo, Trp279 no sitio periférico anionico e Phe330 no gargalo de acesso em
azul (cédigo de acesso pdb 1EA5).43

Além da triade catalitica, varios sub-sitios funcionais periféricos foram
identificados, como sitio anibnico contendo os residuos Phe-288 e Phe-290, além de
um subsitio hidrofébico.*? Este Gltimo inclui residuos de Trp-84, Tyr-130, Tyr-330 e
Phe-331, operando por interagdes stacking e/ou apolares, sendo responsavel pela
acomodacédo da subunidade alcoolica de um intermediario tetraédrico formado antes
da liberacdo de colina no processo de hidrolise da aceticolina. A estabilizacdo de
subunidades carregadas dos substratos ou outros ligantes do sitio ativo da enzima é

mediado por interacdes do tipo cation-r **(Fig. 4).



Ao final do processo de hidrolise da acetilcolina, ocorre acetilacdo do grupo
OH da Ser-200, que sofre posterior hidrélise por H,O, recompondo a estrutura
enzimatica original. No caso de carbamatos, ocorre carbamoilacédo desta unidade de
serina, e este complexo carbamoil-serina é reversivel e cerca de 10’ vezes mais
resistente a hidrélise pela H,O do que seu anélogo acetilado, inativando a AChE por

maior tempo *° (Fig. 5).

| Sifo anifinicn | | Sifin estéricn |

Figura 6. Mecanismo de ac¢é&o da rivastigmina e sobre AChE, adaptado da referencia o

Por este motivo, a funcdo carbamato, presente na estrutura da fisostigmina
(6) (e da rivastigmina (3) (Fig. 2), aliado ao emprego de diversas técnicas de
planejamento racional de farmacos, como bioisosterismo, hibridagcdo molecular,
estudos de QSAR e docking, vem inspirando o desenho molecular de novos
carbamatos inibidores de acetilcolinesterase (IAChES).

A fisostigmina (6) (Fig. 2), também denominada eserina, € um alcaldide obtido
da fava-de-calabar ou fava-de-ordalio, isolado em 1864 por Jobst and Hesse das
sementes maduras do Physostigma venenosum. A primeira aplicacao terapéutica do
farmaco foi em 1877, por Laqueris, para tratamento do glaucoma.*’

Foi o primeiro inibidor reversivel de AChE (ICso = 61 nM) descrito. Por apre-

sentar uma ligacao carbomoil-éster € hidrolisada pela AChE muito mais lentamente



que ACh. Porém inconvenientes como tempo de meia vida curto (2 a 4hs), baixa bi-
odisponibilidade oral e baixa penetracdo central limitaram seu uso, além de baixa
seletividade AChE x BUChE (ICso = 61 nM X ICsp =14 nM). #8:4°

Tentando melhorar os efeitos farmacocinéticos e farmacodindmicos da
fisostigmina, véarios carbamatos planejados a partir de seu esqueleto foram
sintetizados, até que se obteve a rivastigmina (3) (Fig. 2), que se mostrou mais
seletiva em regibes do coértex e hipocampo, que sdo mais afetadas pela
degeneracéo cerebral, devido sua acéo inibitoria sobre AChE (ICsp = 1535 nM) e
BChE (ICsp = 301 nM).*°

A rivastigmina representa uma nova geracao de IAChE, aprovado pelo FDA
em 2000, apresentando um grupamento carbamato na sua estrutura o que a faz um
substrato capaz de reagir covalente e lentamente com o sitio ativo da enzima.> Pelo
alto custo e seu tempo de meia vida curto, 0 uso da rivastigmina torna-se bastante
limitado. Visando melhorar este perfil farmacologico, Mustazza e colaboradores
estudaram alguns carbamatos, relacionados a rivastigmina e suas atividades
biolégicas foram testadas. *° Para selecdo dos substituintes carbamicos, eles
observaram os seguintes itens descritos na literatura:

e Dimetilcarbamatos com estruturas relacionadas a miotina sédo atualmente uti-
lizados como IAChE e apresentam alta atividade in vitro.

¢ Dietilcarbamatos, analagos a rivastigmina possuem atividade terapéutica e
baixa toxicidade.

e Derivados n-hexila foram preparados, uma vez que a introducdo de uma ca-
deia lipofilica longa esta relacionada a melhora das propriedades farmacolo-
gicas.

Seguindo estes passos, eles propuseram a sintese e avaliacdo farmacolégica de

alguns dimetil, dietil e n-hexilcarbamatos baseados na rivastigmina (Fig. 6).

R' R’
o | |
)]\ N\ (e} N\ R =H, R'=n-CgHy3
= R'=-CHj
O\(_}D O\ O R=R'= CZHS
3. Rivastigmina 7.n=0,1,2 8. X =-CH,-, -(CH,),-, -CH(CHs)-

Figura 6. Estrutura da rivastigmina e dos analogos sintetizados.



Dos compostos sintetizados o 1-[1-(3-dimetilcarbamoiloxifenil)etil]piperidina]
apresentou alta afinidade para AChE, baixa toxicidade, ICso = 7 nM além de ser bem
absorvido por administracdo oral, porém mostrou-se pouco seletivo com relacéo a
AChE e BuUChE.

Trabalhos recentes ilustram o uso da subunidade carbamoila, aliado a outras
ferramentas de planejamento de farmacos. Em 2008, Scipione e colaboradores™

sintetizaram e testaram varios carbamatos derivados de 4-aminopiridina (Fig. 7.).
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a=R'=R"=R"=H c=R'=R®=H,R?=Br,x=2
_pl_ 2 _p3_ -

b=R'=CI,R*=R’=H,x=2 d=R'=R®=ClI,R?=H,x=1

Figura 7. Carbamatos derivados de 4-aminopiridina como potenciais IAChEs e IBUChEs.

Todos os compostos sintetizados mostraram inibicdo ndo-competitiva entre a
AChE e BUChE, o que sugere uma possivel interacdo destes compostos com o sitio
aniénico periférico da enzima, que, além de regular a atividade esterasica da
enzima, é considerado o responsavel pela agregagao B-A e representa um novo alvo
para farmacos inovadores. Estas novas moléculas mostraram-se capazes de reduzir
a atividade hidrolitica da AChE e diminuir a deposicao -A. O derivado 24d mostrou
o maior efeito inibitério ndo-competitivo, capaz de reverter efeitos amnésicos
causados por escopolamina em testes com ratos.

Em outro trabalho, Darvesh e colaboradores® sintetizaram e avaliaram as
propriedades inibitérias de derivados de carbamatos fenotiazinicos (R = alquil ou
alquilamino ou aril) (Fig. 8), partindo de estudo de relagdes estrutura-atividade para

a inibicdo de colinesterases.
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Carbamatos Fenotiazinicosde Alquila (25) Carbamatos Fenotiazinicos de Arila (27)
a. R=CHs a. R=CgHs
b. R =CH,CHj b. R =2-CHsCgH,
¢. R = CH,CH,CH, c. R =3-CHCgH,
d. R = CH(CHy), d. R=4-CH;CeH,
e. R = CH,CH,CH,CHs e. R=2-CHs0CgH,
f. R= C(CH3)3 f. R= 3-CH3006H4
R=GH g. R=4-CH30CgH,
9 5o h. R = 2-CIC4H,
i. R=3-CICeH,
j. R=4-CICgH,
I. R= 3'N(CH3)2)C6H4
m.R = 2'C(CH3)3CGH4
Carbamatos Fenotiazinicosde Aminoalquila (26) n. R= 4-C(CHj5)3CeH,
a. R = CH,CH,N(CHj), 0. R=4-CgHsCeH,
b. R = CH,CH,N(CH,CHa), p. R=1-CyoHy
. R=2-CyoH7

¢. R= CH,CH,CH,N(CH,CHg),
d. R= CH,CH,NCyHg

e. R= CH,CH,NCsHyq

f. R= CH,CH,N(C,H,),0

Figura 8. Carbamatos derivados da fenotiazina como potenciais IAChEs e IBUChEs

A maioria dos carbamatos fenotiazinicos de alquila (25a-g) sintetizados
mostraram baixa inibicdo da AChE, comparada a rivastigmina, com excec¢éo de 25d
(ka = 1,8.10°M™*min™, rivastigmina k. = 1,13.10°M™min?, onde k, é o valor da
constante de afinidade). Assim como os carbamatos fenotiazinicos de alquila, os
carbamatos fenotiazinicos de aminoalquila (26a-f) foram inibidores fracos de AChE,
com excecdo de 26d (ka = 46.10°M'min™) e de 26e (k. = 3.10°M™min™?) que,
comparada a rivastigmina, foram, respectivamente, 40 vezes e trés vezes mais
ativos. A maioria dos aril-derivados (27a-q) inativaram significativamente melhor a
AChE comparados a rivastigmina e, dentre os aril-derivados sintetizados, 0 que
mostrou melhor inibic&o foi 0 271 (ka = 1,92.10"M™*min™).

Devido a complexidade da DA e ao envolvimento de diferentes enzimas em
sua progressao, a modulacdo de uma Unica proteina pode nao ser suficiente para
produzir a eficiéncia desejada. Assim sendo, abordagens recentes tém explorado
estruturas que sejam capazes de interagir com diferentes alvos simultaneamente.
Com este novo conceito, através de hibridizacdo molecular, dois compostos com alta
seletividade por seus alvos séo utilizados como ponto de partida e seus elementos
estruturais sdo combinados para incorporar atividade em ambos os alvos com uma
Unica molécula. Rizzo e colaboradores®® planejaram um novo esqueleto hibrido N-

metil-N-benzilamina ligada a um esqueleto heptiloxiarila (28), baseado na
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hibridizacdo entre inibidores de AChE N-metil-N-bezilaminicos e o inibidor de

deposicao B-A, SKF-64346, levando a uma nova série (28 a — h, Fig. 9).

P
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4-CH3COCgH,
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3,4-OCH3COCgH,

o0 T
nooun
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Figura 9. Compostos obtidos por hibridizacdo molecular como potenciais IAChEs e IBUChEs

A atividade anticolinesterasica observada foi similar a da rivastigmina (ICso =
3,03 uM), mostrando melhor inibigdo em BuChE que AChE. Os compostos 28b e
28e foram os que mostraram melhor inibicdo da AChE, com ICsp = 17,4 uM e ICso =
10,5 uM, respectivamente.

E intrigante que IBUChE especificos ndo somente aumentam a cognicéo, pelo
aumento da concentracao de acetilcolina, mas também reduzem a concentracédo de
APP que é a fonte de B-A. O efeito destes compostos sobre a APP parece ser
independente de suas habilidades em inibir a BUChE e sugere-se que envolvem
interacbes com interleucina-1, uma molécula pro - inflamatéria que implica na
patogénese da DA.

Considerando a inibicéo de B-A, 28a mostrou alta poténcia comparada ao pa-
dréo curcumina (composto com propriedades antiamiloidogénicas) (ICso = 7 uM e
ICs0 = 10 uM, respectivamente) e foi o melhor composto da série. A acetilagdo de
28a com cloreto de acetila levou a 28b que mostrou atividade pré-agregacao B-A,
enguanto o derivado benzoilado (28c) conservou a atividade antiamiloidogénica (ICsg
= 12,5 uM).
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1.2. Processo inflamatério na DA

A inflamacg&o é uma resposta do organismo responsavel por eliminar causas
de lesdes celulares, bem como células e tecidos necrdticos resultantes destas
lesbes. Se o tecido saudavel ndo € restaurado, a inflamacao torna-se cronica,
causando danos laterais que acumulam vagarosamente, algumas vezes sem
sintomas por anos, podendo levar a deterioracdo severa do tecido.>*

A inflamacéo cerebral € uma caracteristica da DA, em nivel crdnico, visto que
as caracteristicas inflamatérias agudas, tais como rubor, inchaco, calor e dor ndo
estdo presentes e estruturas como microglia, astrocitos e neurénios sao 0s respon-
saveis pela reacao inflamatoria. As células ativadas pela lesdo tecidual produzem
mediadores inflamatérios como citocinas, interleucina-1p (IL-18), IL-6 e TNF-a (fator
de necrose tumoral), bem como prostaglandinas, leucotrienos, tromboxanos, fatores
de coagulacado, espécies reativas de oxigénio e outros radicais como Oxido nitrico,
fatores complementares, proteases, inibidores de protease e pentraxinas. Uma vez
que B-A representa estimulo crénico, o sistema imunoldgico € ativado no sentido de
limpar estes produtos potencialmente toxicos. A hipotese € que a natureza intratavel
das placas e emaranhados estimula uma reacao inflamatéria cronica.>

As células da glia ativadas cronicamente podem levar a morte de neurdnios
adjacentes pela liberacdo de produtos altamente toxicos, tais como intermediarios

reativos de oxigénio, 6xido nitrico, enzimas proteliticas e fatores complementares.>*

1.3. Tratamento com farmacos anti-inflamatorios

Os anti-inflamatorios néo-esteroidais (AINES) inibidores da ciclooxigenase
(COX) sdo os mais documentados e tém sido usados como agentes terapéuticos
desde 1899. Farmacos desta classe sdo amplamente utilizados no tratamento de
uma variedade de condic¢des inflamatérias, particularmente na artrite. Sao inibidores
da COX e geralmente agem via inibicdo competitiva, com excecao do acido acetilsa-
licilico que é capaz de acetilar irreversivelmente o sitio ativo da COX-1 e os inibido-
res tempo-dependente, como a indometacina, flurbiprofeno e diclofenaco.

Pela inibicdo da atividade das enzimas COX, os AINEs podem diminuir signi-
ficativamente a sintese de prostaglandinas, levando a diminuicdo da inflamacéo. Po-

rém, o uso prolongado destes farmacos tradicionais, pode levar a disturbios gastrin-

13



testinais (Ulceras e sangramento). Com a descoberta da COX-2, uma isoforma ho-
mobloga a COX-1, e sua relagdo com a inflamacgédo, foram desenvolvidos inibidores
seletivos da COX-2 (celecoxibe e rofecoxibe) sem toxidade gastrintestinal. Apostan-
do numa possivel importancia da COX-2 na DA, o celecoxibe e o rofecoxibe foram
avaliados como possiveis alternativas terapéuticas. Entretanto, os resultados néo
evidenciaram beneficios significativos. Contudo, alguns AINEs, como indometacina,
flurbiprofeno e sulfeto de sulindaco, demonstraram eficiéncia no tratamento de paci-
entes com DA. Estes estudos sugerem que a acéo das enzimas COX pode nao ser
tdo pronunciada como suposto e que a neuroprotecdo observada em alguns casos,
pode ser resultado de outros mecanismos.*

Alguns autores defendem que os AINEs possam atuar como agonistas de re-
ceptores de PPARs (Peroxisome Proliferator-Actived Receptors), membros de uma
superfamilia de receptores nucleares que atuam como fatores de transcri¢cdo e que
sao sobre regulados na DA. Uma vez ativados, os PPARs a e y agem via represséao
de transcricdo de genes pro-inflamatorios, incluindo Statl, AP1 e NF-kB. A inibicdo
de NF-kB causa baixa regulacdo de varios sinais pro-inflamatérios, demonstrados
pela diminuicdo na secrecéo de citocinas TNF, IL-1B e IL-6 pelos mondcitos isolados
em resposta ao ligante natural PPAR prostagrandina J2, coincidentemente, as mes-
mas citocinas que s&o produzidas pela ativacdo da microglia.>”

Dados recentes revelaram uma grande diferenca entre AINEs tradicionais e
inibidores seletivos da COX-2, uma vez que secrecdo de BA 1.4, € aumentada em
células expostas a AINEs seletivos da COX-2, enquanto os inibidores nao-seletivos
diminuem a secrecdo de BA 1.0 € BA 14> de modo dose-dependente.*

Devido ao aspecto multi-fatorial associado ao desencadeamento, evolucéo e
sintomatologia da DA, uma tendéncia recente tem sido o planejamento de farmacos
duplos, que atuam simultaneamente em dois alvos terapéuticos distintos, como é o
caso do donepezil que, além de IAChE, é um agonista de receptores nicotinicos.
Numa variagdo desta abordagem, os farmacos simbi6ticos seriam micromoléculas
de acado dupla, mas agindo em janelas bioquimicas distintas, como por exemplo,
atuando como anti-inflamatdérios e inibidores de AChE. Atualmente ndo ha relatos de
candidatos a farmacos com este perfil de atividade, o que nos motivou a planejar
uma nova série de compostos hibridos, contemplando a subunidade N-benzil-

piperidinica do donepezil (2) e a subunidade carbamato da rivastigmina (3), além de
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uma funcédo N-acilidrazonica intermediaria. Grupamentos N-acilidrazénicos tem sido
descritos como importantes bi6foros anti-inflamatérios, juntamente com arilidrazonas
recentemente preparadas em nosso grupo. Desta forma, a série 29 (Fig. 10), consti-
tuird um novo padrdo molecular de candidatos a prototipos de farmacos simbioticos,
atuando na inibicdo da enzima acetilcolinesterase e como anti-inflamatorios do SNC,
podendo representar uma importante inovagao na terapéutica da DA.
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2. Justificativa

Atualmente no Brasil, muitos tratamentos de doencas crénicas sdo mantidos
por recursos do SUS e outros mecanismos dos Governos Estaduais e Federais:
como as farmacias de medicamentos de alto custo, medicamentos excepcionais e
farmacias populares, o que demandam grande volume de recursos devido ao alto
custo de aquisicao/importacéo de insumos e medicamentos e as poucas alternativas
disponiveis para o tratamento adequado de doencas neurodegenerativas. Além
disso, a dor e a inflamacdo sdo duas condi¢bes patolégicas que acompanham o
quadro sintomético de grande parte das enfermidades.

Neste contexto, projetos que visem a descoberta e o desenvolvimento de
novos farmacos em Instituicdes Nacionais de pesquisa deverdo conduzir a uma
importante contribuicdo ao setor farmacéutico local, além da geracdo de
conhecimento e de formacdo de recursos humanos. Outra estratégia de acesso a
novos agentes terapeuticamente Uteis seria a busca por produtos naturais
abundantes e que apresentem requisitos estruturais necessarios as propriedades-
alvo pretendidas, como anticolinesterasica, e que possam ser também explorados
como agentes anti-inflamatorios, podendo caracterizar agentes de acao dupla
anticolinérgica e anti-inflamatoria.

A abordagem descrita nesta dissertacdo visa atender a necessidade de
estudos de novas alternativas terapéuticas, a descoberta de novos candidatos a
farmacos e o possivel desenvolvimento de novos medicamentos Uteis no tratamento
de doencas inflamatérias do SNC e neurodegenerativas, como a doenca de
Alzheimer. Aliado a novos agentes anti-inflamatorios, representando inovacéo
tecnolégica no setor Farmacéutico Nacional e uma maior facilidade de acesso a
medicamentos mais seguros e de menor custo.

Para tanto, foram utilizadas técnicas de Quimica Medicinal como a hibridacéo
molecular, modificacdo e simplificacdo molecular, e bioisosterismo para o
planejamento de uma nova série de candidatos a protétipos de farmacos
anticolinesterasicos baseados na estrutura da rivastigmina (3) e do donepezil (2),
utiizados no tratamento da DA, e de novos derivados arilidrazonicos com

propriedade anti-inflamatérias, que estdo em estudo em nosso laboratorio.
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3. Objetivos

3.1. Objetivos gerais:

Obtencdo de uma nova série de compostos hibridos (série 29, Fig. 10)
contemplando a subunidade N-benzil-piperidinica do donepezil (2) e a subunidade
carbamato da rivastigmina (3), relacionadas a acdo anticolinesterasica, além da
funcdo N-acilidrazona intermediaria de compostos anti-inflamatorios, descrita como
um importante biéforo anti-inflamatério, candidatos a farmacos simbioticos, capazes
de atuar como inibidores de acetilcolinesterase e anti-inflamatorios na Doenca de

Alzheimer.

3.2. Objetivos especificos:

3.2.1. Sintese de uma nova serie de compostos com arquitetura molecular
inovadora.

3.2.2. Estudo da relacéo estrutura-atividade oriunda de grupos substituintes
com diferentes propriedades eletrdnicas, estéricas e hidrofébicas na posicao
aromatica terminal da subunidade acilidrazona de 29.

3.2.3. Avaliacdo da contribuicdo farmacoférica de diferentes grupos
carbamoila e acetila, na posicdo 3-O-piperidinica em relacdo ao perfil de
atividade anticolinesterasico;

3.2.4. Avaliacao in vitro do perfil de atividade inibitéria de acetilcolinesterase,
determinacdo de ICsp e in vivo para avaliagdo das propriedades anti-

inflamatorias.
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Figura 10. Planejamento de uma nova serie de hibridos moleculares simbidticos, anticolines-

terasicos e anti-inflamatorios
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4. Andlise retrossintética e planejamento sintético

A analise retrossintética apresentada na Fig. 11 indica que 0s compostos-
alvo 29 poderiam ser obtidos a partir da acilidrazona 36 por interconversao de
grupos funcionais (IGF), envolvendo a hidroxila na posi¢céo 3 do nucleo piperidinico e
anidrido acético ou isocianatos adequadamente escolhidos para gerar os respectivos
acetatos ou carbamatos. Os derivados acilidrazénicos 36 poderiam ser obtidos por
reacdo de adicdo acido-catalizada entre uma série de benzaldeidos funcionalizados
(35) e a hidrazida 34, que por sua vez poderia ser preparada por hidrazinacdo do
éster metilico 33, derivado direto da esterificacdo do acido 32 com metanol em meio
acido. O &cido benzil-piperidinico 32 poderia ser obtido a partir da reacdo de
aminacdo redutiva entre a 3-hidroxipiperidina (31) e o 4-carboxibenzaldeido (30),

eleitos como materiais de partida.
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Figura 11. Andlise retrossintética dos compostos-alvo 29

A partir da analise retrossintética anterior, foi planejada uma rota sintética
linear para os compostos-alvo 29, partindo do &cido 4-formil-benzéico (ou 4-
carboxibenzaldeido, 30) e da 3-hidroxi-piperidina (31) comerciais. Numa etapa
inicial, uma reacdo de aminagcdo redutiva entre 30 e 31, na presenca de
NaBH3CN/MeOH seco e pH 6, devera fornecer o acido N-benzil-piperidinico 32, que
podera ser convertido no derivado éster metilico 33 por reacdo com MeOH/H,SOy,,
sob refluxo. O éster 33 sera submetido a reagdo com monoidrato de hidrazina para
fornecer a hidrazida 34, intermediario-chave na rota sintética proposta. A hidrazida
34 devera, entdo, reagir com uma série de benzaldeidos substituidos para gerar

uma série de intermediarios N-acilidrazénicos (36), com diferentes substituintes no
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anel aromatico da subunidade N-acilidrazonil-benzilica. A série-alvo 29 podera ser

finalmente obtida por reacdo das acilidrazonas 36 com anidrido acético/4-DMAP

para gerar os derivados 3-O-acetil-piperidinicos (29a) ou com isocianato de etila e

metila para fornecer os respectivos carbamatos metilicos e etilicos (29b, 29c). Com

o objetivo de avaliar-se a contribuicdo farmacoforica da funcdo N,N-metil-etil-

carbamoila, padrdo estrutural presente na rivastigmina (3, Figura 2), alguns

derivados N-etil-carbamoilicos 29 poderéo ser adicionalmente submetidos a reacéo

de N-alquilacéo por CHsl na presenca de base, levando aos derivados 29d (Fig. 12).
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Figura 12. Rota sintética proposta para os compostos-alvo 29a a 29d
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5. Resultados e discusséao:

Baseado na analise retrossintética (Fig. 13), o 4-carboxibenzaldeido (30) e a
3-hidroxipiperidina (31), eleitos como materiais de partida para a sintese das
moléculas-alvo, foram submetidos, numa primeira etapa, a reacdo de aminacao
redutiva com NaBH3;CN/MeOH/AcOH para preparacdo do acido N-benzil-(3-hidroxi)-
piperidinico (32) (Esquema 1). A reacdo foi conduzida conforme descrito na

*55" mas, ao final da reacdo, a anélise por CCD revelou praticamente todo

literatura
produto reacional na fase aquosa de extracdo. Entretanto, apesar de varias
tentativas para retirada do produto da fase aquosa, alterando pH e utilizando
solventes como diclorometano, acetato de etila e cloroférmio, ndo se conseguiu
isola-lo.

Em fase aquosa, por se tratar de um aminoéacido, em pH &cido o nitrogénio da
amina esta protonado e em pH alcalino o grupo carboxilico estd desprotonado,

sendo assim de dificil extracdo do meio aquoso.

30 32 OH

Esquema 1: Reacdo de aminagdo redutiva entre o 4-carboxibenzaldeido (30) e a 3-

hidroxipiperidina (31).

Diante deste resultado, propusemos a conversdo do 4-carboxibenzaldeido
(30) em cloreto de acila, com cloreto de tionila, catalisada por DMF, seguida por uma

metandlise®® antes da etapa de aminagéo redutiva.

HO._O O, O\CH3
1) SOCI, CH,CH,
DMF, Refluxo
2) MeOH, T.a.
(@)
30 38

Esquema 2: Reacao de conversao 4-carboxibenzaldeido (30) em cloreto de acila, seguida de

metanodlise.
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A esterificacdo do 4-carboxibenzaldeido (30) com SOCI,/DMF/MeOH,
conforme descrito na literatura®®, forneceu um soélido branco que foi analisado por
espectrometria no infravermelho (Espectro 1). Analisando o espectro no IV e
comparando-o0 ao espectro do 4-carboxibenzaldeido, ndo foi observada a banda de
vsOH e das bandas caracteristicas de vs de C—H de aldeidos, entre 3300 e 2500
cm™, presentes no espectro do 4-carboxibenzaldeido. Observou-se bandas de vs de
C—H de metila préximo a 3000 cm™, uma banda de vs de C=0 em 1722 cm™ e duas
bandas, uma em 1282 e outra 1111 cm™, referentes a &; de C—O caracteristica de

ésteres. Estes dados sugeriram uma halogenacao néo quimiosseletiva.
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Espectro 1. Espectro no IV (KBr) do produto de acilagdo do 4-carboxibenzaldeido (30) com SOCI,,

seguida de metandlise.
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Para contornar este resultado, partiu se para a esterificacdo do 4-

% ao final da

carboxibenzaldeido (30) com carbonato de potassio e iodometano.’
reacao, obteve-se um produto cristalino (38), de mair Rf que o material de partida e

diferente do acetal descrito anteriormente.

HO._O NN

1)K,CO3 CH,CH,,

2) Mel, t.a.

H @] 84% H O
30 38

Esquema 3: Reacdo de esterificacdo do 4-carboxibenzaldeido (30) com iodometano.

Na analise do espectro obtido no IV do produto 38 (Espectro 2), comparado
ao espectro do 4-carboxibenzaldeido, ndo foi observada a banda de vsOH, entre
3300 e 2500 cm™, caracteristica do 4-carboxibenzaldeido. Foram observadas duas
bandas caracteristicas de vs de C—H de aldeidos em 2835 e em 2735 cm™, além de
bandas de vs de C—H de metila em 2997 e 2954 cm™, duas bandas sobrepostas de
vs de C=0 em 1724 e 1707 cm™ referentes & carbonila do éster e do aldeido
respectivamente, além de duas bandas em 1280 e 1111 cm™, referentes & & de C—
O, caracteristica de ésteres. Estes dados sugeriram que houve sucesso na
esterificacdo. Entretanto quando foi repetida em maior quantidade, ndo se obteve
reprodutibilidade, levando-nos a re-investigacdo desta etapa sintética, refazendo-a
com SOCI, e utilizando CH,Cl, como solvente. Por esta nova condicdo experimental,

obteve-se um bom resultado de 94% e reprodutibilidade em maior escala.
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Espectro 2. Espectro no IV (KBr) do 4-formilbenzoato de metila (38), produto de esterificagdo com

K>CO; e iodometano.

Na analise do espectro no IV do produto obtido, observou-se as mesmas
bandas do produto de esterificacdo com K,CO3 e Mel.

Para confirmac&o estrutural foi feita analise por RMN de *H e **C (Espectro 3
e 4) No espectro de RMN de 'H (Espectro 3), observou-se um singleto em & 3,96
referente a 3 hidrogénios metilicos, dois dupletos correspondentes aos hidrogénios
aromaticos, com padrdo de substituicdo 1,4, em & 7,94 e 6 8,19, além de um singleto

em 6 10,11 correspondente ao hidrogénio de aldeido.
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Espectro 3. Espectro de RMN de *H (200 MHz, CDCl;) do 4-formilbenzoato de metila 38.

Tabela 1: dados de RMN de "H (200 MHz, CDCls) e *C(50 MHz, CDCls) do intermediario 38.

Posicéo & TH (ppm) m J 8 °C (ppm)
9 3,97 S i 52,5
3,5 7,96 d 8,3 1295
2,6 8,21 d 7.9 130,2
7 10,11 s i 1916

No espectro de RMN de **C (Espectro 4), observou-se um sinal em & 191,6
relativo ao C carbonilico (C=0) do grupamento aldeidico e um sinal em & 52,5
referente ao C metilico da metoxila, além de sinais de carbonos aromaticos,
confirmando a conversdo do acido 30 no éster 38. O sinal do C da carbonila do
grupo éster, normalmente observada em & 160-170, nao foi observado,
possivelmente pelo alto tempo de relaxacao de spin que acarreta um sinal de baixa

intensidade.
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Uma vez otimizada a etapa de obtencdo do éster intermediario 38, partiu-se
para a sintese do 4-[(3-hidroxipiperidin-1-il)metillbenzoato de metila (33) através da

reacdo de aminacgdo redutiva entre 38 e 3-hidroxipiperidina (31).%°

OH

HO MeOH,
\(j NaBHCN,

| ZnCl,
75%
38

Esquema 4: Reacéo de aminagéo redutiva entre o aldeido (38) e a 3-hidroxipiperidina (31).
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A técnica de aminacdo redutiva utilizada consistiu na preparacdo de uma
solucdo de um equiv. do aldeido 38 e dois equiv. da amina 31. Em outro balo,
dissolveu-se dois equiv. de NaBH3CN e um equiv. de ZnCl, em metanol seco, sob
atmosfera de N,. Ap6s uma hora as duas solucdes foram misturadas. Acredita-se
gue o agente redutor seria uma mistura de sais de complexos de zinco tais como:
Na[ZnCI(BH3CN),], Na[ZnCl,-(BH3CN),], Na[Zn(BH3CN)3s], e Zn(BH3CN),, onde o
zinco atuaria com acido de Lewis, complexando-se ao oxigénio da carbonila,
aumentando a reatividade desta e facilitando a transferéncia de hidreto®®. Na anélise
do espectro no IV do produto obtido (Espectro 5), comparada a andlise do éster de
partida 38, observou-se o aparecimento de uma banda de vsO-H em 3346 cm™.
Foram observadas as bandas caracteristicas de vsC-H de metila e metileno em 2933
e 2791cm™ e n3o foi observada a banda de vsC—H de aldeido em 2735 cm™. Foram
também observadas uma banda de vsC=0 em 1716 cm™ e duas bandas de §sC-O,
uma larga em 1282 e outra 1111 cm™, caracteristica de ésteres. O alargamento da
banda 1282 cm™ ocorreu, provavelmente, devido & sobreposicdo das bandas de
8sC-0 e 6sC—N. Estes resultados apontaram para 0 sucesso na preparacao do éster

N-benzilico 33, que foi adicionalmente caracterizado por RMN de *H e de =C.

27



105
%T
90
75— {
- 4 & g |
60 %
] a1 <
45 5| g
B NEIIE
| x, R IEERE
30— < u 288 | &
- o
- é OH - éo‘L
—
15 IS (j/ ! 8l %
] & > N S glg 8
] 2} g § Hé} ~
- g Q — S
0- 3 =
] ’ o | b 3
] < 2
-15 33 O\CH3 5 =
AR NN NN N

3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 40(
MRMS23 1/cm

Espectro 5. Espectro no IV (KBr) do 4[(3-hidroxipiperididin-1-il)metillbenzoato de metila (33).

Analisando o espectro de RMN de *H (Espectro 6), foi observado um singleto
em & 3,89 atribuido aos 3 hidrogénios metilicos, dois dupletos correspondentes aos
hidrogénios aroméaticos, com padrédo de substituicdo 1,4, um em & 7,34 e outro em 6
7,95 e 6 multipletos mais blindados, correspondente aos hidrogénios do anel
piperidinico e metilénicos do grupo benzila. N&o foi observado o sinal referente ao

hidrogénio de aldeido em & préximo a 10.

28



oo <o dHONNO®  ®  HOm®m e ONNTETNOG I=H
S S COMOEBN M MOXN ©d CONTIONT O M 89
o0 @ < DO~ N © o< [ ]'e] OANOND ST OWN leg=]
oo Mo O~ S - ©Oonwn N ~NhNOoOoWLS S S .
N N BEBBBGe  ©  ANNN NN [ puc Se
4
5 & ., 5 §2 NS
3 6 a8 o &
>N NN NN ‘
I—;.O 7 CHj ‘ |
33 O il i
i |
I |
1 7 1T
8 N
f N
- o
T T T T T
8.0 7.5
26 | | 35
s
g 3 5 3
E o o <
— — —
T T T : T T T T T T T T
95 9.0 85 8.0 75 7.0 6.5 6.0 55 5.0 45 4.0

Espectro 6. Espectro de RMN de 'H (200 MHz, CDCls) do 4-[(3-hidroxipiperididin-1-il)metillbenzoato
de metila (33).

Tabela 2: dados de RMN de 'H (200 MHz, CDCLy) e **C (50 MHz, CDCl;) do 4[(3-

hidroxipiperididin-1-il)metillbenzoato de metila 33.

Posicdo 5 'H (ppm) m J (Hz) 8 °C (ppm)
9 3,89 S - 51,8
8 - - - 166,8
1 - - - 143,5

2,6 7,97 d 8,0 129,3
3,5 7,37 d 8,0 128,7
4 - - - 129,1
7 3,53 S - 62,4
2 2,55-2,61 m - 60,3
3 3,76 - 3,79 m - 66,2
4 1,59-1,79 m - 31,8
’ 1,42 -1,54 m - 21,8
' 2,25-2,34 m - 53,2
7 3,16 S ;
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O espectro de RMN **C (Espectro 7) corroborou a caracterizacdo do
intermediario 33. N&o foi observado o sinal do carbono carbonilico de aldeido, porém
foi observada a presenca do sinal de carbono carbonilico do éster em 6 166,7, além
dos sinais de carbonos aromaticos mais desblindados e do anel piperidinico,

metilénico e metilico, mais blindados.
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Espectro 7. Espectro de RMN de '*C (50 MHz, CDCl;) do 4[(3-hidroxipiperididin-1-
illmetillbenzoato de metila (33).

Quanto a conformacéo do anel piperidinico, heterociclos contendo 1 ou até 2
atomos de N apresentam um conjunto de conférmeros mais complexos, comparado-
se ao cicloexano. Isto se deve a dois diferentes tipos de mudancas conformacionais
que podem ocorrer: a inversdo tetraédrica dos substituintes do &tomo de nitrogénio e
inversdo conformacional do sistema ciclico alifatico. A Inverséo tetraédrica do N é
um processo de menor energia e o conférmero no qual o &tomo de H ligado ao N
ocupa a posi¢ao equatorial € mais estavel. Isto se repete com grupos alquila ligados
ao nitrogénio, também ocupam preferencialmente a posi¢cado equatorial, minimizando
as interagbes 1-3 diaxiais desestabilizantes e que aumentam a tensao torcional do
sistema. Em sistemas ciclicos, Interacfes entre substituintes normalmente séo de

repulsdo, contudo em alguns anéis heterociclos podem ocorrer interacdes atrativas
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peculiares, as quais influenciam em mudangas conformacionais e na reatividade.
Um exemplo destes casos pode ser visto na Figura 14, onde a formacao de ligacao
de hidrogénio intramolecular entre o substituinte e o heteroatomo, como pode ser
observado em derivados 3-hidroxi-piperidinicos.®*®> No intermediario N-
benzilpiperidinico 33, a existéncia de uma ligacdo de hidrogénio intramolecular
envolvendo a hidroxila e o nitrogénio, no isbmero R, estaria contribuindo para maior
estabilidade do conféormero A que mantém a hidroxila na posicdo axial. Nesta
situacao, este conférmero seria 0 mais estavel, apesar das interacdes repulsivas 1, 3
diaxiais. Ja no isdmero S, esta ligacdo de hidrogénio ndo é possivel e o conférmero

C, onde a hidroxila ocupa a posi¢éo equatorial, seria 0 mais estavel (Fig. 13).
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Mudangas conformacionais nos dericados N-alquilpiperidinicos
processos A e B envolvem inversdo no nitrogenio;
processos C e D inversdo do anel.
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Figura 13: Intera¢des conformacionais e estabilidade relativa em sistemas piperidinicos e o
exemplo do intermediario 33.

OH OH
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N NH,NH,.H,0 N
Refluxo H
0 N
- 100% NH,
33 O~ 3 0

Esquema 5: Reacgdo do éster 33 com monohidrato de hidrazina.
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O éster 33 foi convertido na hidrazida 34 por reacdo com NH,NH,.H,0%, cujo
produto reacional foi analisado por IV (Espectro 8). Comparando-se a analise do
éster de partida, foi observado o deslocamento da banda vsC=0 de 1716 para 1651
cm® e ndo foi observada a banda intensa em 1111 cm™, referente & 8;C-0O,
caracteristica de ésteres, além do aparecimento de uma banda & fora do plano de

NH em 1600 cm™, o que confirmou a conversado de 33 na hidrazida 34.
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Espectro 8. Espectro no IV (KBr) da 4-[(3-hidroxipiperidin-1-il)metillbenzoilidrazina (34).

O espectro de RMN de *H de 34 (Espectro 9) confirmou a converséo de 33 na
hidrazida 34 pelo desaparecimento do singleto em & 3,89 referentes aos 3
hidrogénios metilicos. Observou-se dois dupletos correspondentes aos 4 hidrogénios
aromaticos, com padrao de substituicdo 1,4, em 6 7,70 e 6 7,38 e 6 multipletos mais
blindados, correspondentes aos hidrogénios do anel piperidinico e aos hidrogénios

metilénicos.
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Espectro 9: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI;) da 4-[(3-hidroxipiperidin-1-il)metil]-

benzoilidrazina (34).

O espectro de RMN **C (Espectro 10) corroborou a caracterizagcdo do
intermediario 34 pela presenca do sinal de carbono carbonilico em & 168,6, dois
sinais de carbono quaternario aromatico em 4 142,6 e 131,5, dois sinais de carbono
terciario aromatico em §129,2e 127,1, além dos sinais dos carbonos do anel

piperidinico e do grupo metilénico.
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Espectro 10: Espectro de
benzoilidrazina (34).

RMN de 'C (100 MHz, CDCI3) da 4-[(3-hidroxipiperidin-1-il)metil]-
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Tabela 3: dados de RMN de 'H (400 MHz, CDCl,) e **C (100 MHz, CDCl3) da 4-[(3-hidroxipiperidin-1-
illmetillbenzoilidrazina 34.

Posi¢do 5 'H (ppm) m J(Hz) 5 °C (ppm)
10 7,27 S - -
7,57 S - -

8 - - - 168,6
1 - - - 142,6
2,6 7,70 d 4,0 129,2
3,5 7,38 d 8,0 127,1
4 - - - 131,5
7 3,54 S - 60,3
2 2,47 SL - 62,5
3 3,81 SL - 66,3

1,75-1,80 m - 31,6
5 1,50 -1,56 m - 21,6
6’ 2,28 SL - 53,6
7 4,74 S - -

Dando continuidade a rota de obtencdo dos compostos-alvo 29, a hidrazida
34 foi submetida a acoplamentos com uma serie de benzaldeidos funcionalizados 35
(Esquemas 4 e 5). Numa primeira etapa de avaliacdo das condi¢cdes reacionais, foi
realizada a reacdo entre 34 e 4-bromobenzaldeido 35a, acompanhando a evolugéo

da reacdo por CCD%.

H EtOH, HCl, t.a. H

N 38% N
o)
34 O 36a Br

Esquema 6: Reacéo de acoplamento entre a hidrazida 34 e 4-bromobenzaldeido (35a).

Apoés elaboracdo da reacao, precipitacdo por adicdo de agua, nova analise
por CCD revelou que o precipitado correspondia ao aldeido de partida e o produto,
provavelmente, a acilidrazona desejada 36a, permaneceu na fase aquosa. A
concentracédo da agua e secagem do produto forneceu um soélido branco com 38%

de rendimento, que foi analisado por espectrometria no IV (Espectro 11).
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Comparada a andlise da hidrazida 34, observou-se o aparecimento de uma banda
em 3232 cm™ referente ao vsN-H e o deslocamento da banda de vsC=0O de 1651
para 1641 cm™, que pode ser atribuido ao acoplamento da hidrazida com o aldeido,
sugerindo o sucesso na obtencédo de 36a.
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Espectro 11. Espectro no IV (KBr) do produto N'-(4-bromobenzilideno)-4-[(3-hidroxipiperidin-1-

illmetillbenzoilidrazina (36a).

No espectro de RMN de 'H (Espectro 12), foi observado um singleto em &
11,21 correspondente ao N-H do grupamento acilidrazona, quatro dupletos
correspondentes aos hidrogénios aromaticos, com padréo de substituicdo 1,4 em 3
10,82; 10,64; 10,49 e 10,37 além de sinais mais blindados, correspondente aos

hidrogénios do anel piperidinico e aos hidrogénios metilénicos.

36



[ - ~ o o o o oo s IN — 7000
P o B ° P g N o (o [N ~ n o o |N [ N =
N [ ~ o o N |© ) o [P |© o L
;6000
" ) -
" { 7 5
h 7 10 N~ 1 L
HO 2N T 9 ’\é 2 4 Br =
3' . | -
20 3 4000
36a L
7’ ;3000
‘ LR} bR} :
6” 4 -
o 52000
7 5 -

oo o o o o o -
‘—r“% Lr«© L@ & o L
‘3«'_10 — “  d o -
—-100C
L e B Y IO B B
11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0

ppm (t1)

Espectro 12: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCI3) do produto N'-(4-bromobenzilideno)-4-[(3-
hidroxipiperidin-1-il)metillbenzoilidrazina (36a).

O espectro de RMN *C (Espectro 13) corroborou a caracterizacdo da
acilidrazona 36a pela presenca do sinal de carbono carbonilico em 6 165,4, quatro
sinais de carbono quaternario aromatico em 6 147,9, 142,0, 133,1 e 124,7, quatro
sinais de carbono terciario aromatico em 6 131,9, 129,5, 129,1 e 127,7, além de sinais

dos carbonos do anel piperidinico e do grupo metilénico.
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Espectro 13: Espectro de RMN de 3¢ (100 MHz, CDCI3) do produto N'-(4-bromobenzilideno)-4-[(3-

hidroxipiperidin-1-il)metillbenzoilidrazina (36a).

Tabela 4: dados de RMN de "H (400 MHz, CDCl,) e **C (100 MHz, CDCl;) da acilidrazona 36a.

Posicéo 5 'H (ppm) ‘ m ‘ J(Hz) ‘ 5 °C (ppm)

4 - - 142,0
2,6 10,48 d 8,0 129,5
3,5 10,36 d 8,0 131,9
1 - - 133,1
7 11,21 S - 147,9
10 - - 165,4
1 - - 131,8

2’6 10,81 d 8,0 129,2

3.5 10,63 d 8,0 127,7
4 - - 124,7
7 6,52 SL - 60,4
27 5,54 - 5,73 m - 62,7
3”7 6,66 SL - 66,5
47 4,68 - 4,69 m - 32,3
5”7 4,20-4,51 m - 22,5
6” 5,01 - 5,09 m - 53,3
7 6,29 s -
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Subsequentemente, a hidrazida 34 foi submetida ao acoplamento com os

aldeidos 35b-n para gerar as respectivas acilidrazonas 36b-n, seguindo as

condicBes descritas na parte experimental para o procedimento geral de obtencéo

das acilidrazonas 36,%° otimizado a partir do procedimento anterior, sendo o work-up

a evaporacao do solvente sob presséo reduzida seguido de purificacdo em coluna o

gue proporcionou um melhor rendimento (Esquema 07, Tab. 05).

e

N

0
N
(0]
34

O 7

35b-n
EtOH, HCI,

T.a
“NH,,

N

b:R=H
c.R=Cl
dR=F

|\_| :R=0CH

No .~ &R= s

N f: R = OH

(0]
36b-n R g:R:NOZ

h: R = SCHy

ii R=3-0CH;

j: R = pirrolidinil

I: R = piperidinil

m: R = morfolinil
n: R = NH,

Esquema 7: Reacdo de acoplamento entre a hidrazida 34 e aldeidos funcionalizados 35b —n.

Tabela 5: Acilidrazonas 36b — n, seus respectivos rendimentos e ponto de fusao.

SN
N

H
|

N. ~
N@\
© R

Substancia R Rendimento (%) Ponto de fuséo (°C)
36a Br 91 198-203
36b H 90 194-200
36¢ Cl 96 210-215
36d F 86 225-232
36e OCH; 88 193-195
36f OH 86 158-163
369 NO, 91 210-214
36h SCH; 65 195-205
36i 3-OCHjs 78 189-195
36j pirrolidinil 54 172-180
36l piperidinil 59 178- 186
36m morfolinil 67 186-195
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Uma vez que nem todos os dados de RMN '°C e bidimensionais HMQC e
HMBC das acilidrazonas-alvo 36b-n ndo estavam disponiveis sua caracterizacédo
estrutural preliminar foi realizada pela analise conjunta de seus espectros no IV e
dos espectros de RMN de *H, comparando com dados j& disponiveis para outras
arilidrazonas desta série, com padrédo estrutural homologo. Na analise no IV dos
produtos obtidos 36b-n, observam-se bandas de vs OH, NH e CH na regido de 3000
cm™, além da banda de vs C=0 em torno de 1640 a 1660 cm™, sugerindo o sucesso
na reacdo. Os dados de RMN 'H dos compostos 36b-e, 36g-h, 36j e 36n estdo
descritos na Tabela 06.

Respeitando um padréo estrutural comum, em todos os espectros de RMN *H
observam-se 4 sinais diferentes de hidrogénios arométicos na regido de 7-10 ppm,
com multiplicidades e constantes de acoplamento condizentes com a regioquimica
dos substituintes das subunidades aromaticas, além dos sinais de H alifaticos do
anel piperidinico na regido de 1,0-6,0 ppm.

Quanto a estereoquimica da dupla ligacdo da subunidade acilidrazona os
espectros de RMN de 1H sugerem configuracdo E, entretantondo foram feitos

experimentos adicionais para confirmar estes dados de forma inequivoca.

Tabela 6: Dados de RMN de *H [6, m, J (Hz)] (400 MHZz) das acilidrazonas 36b-e, 36g-h, 36l e 36n.

H | 36b (CD;OD) | 36c (CD;OD) ‘ 36d (CDCly) ‘36e (CD;0D) ‘ 36g (CDCly) ‘36h (CD;0D) | 361 (CDCl) | 36n (CDCly)

4 7,381, 8
2,6 7,53,d, 8 7,51, d, 8 10,56, t, 16 6,99, d, 8 10,80, d, 8 7,30, d, 8 6,89, d, 8 8,04, d, 8
35 7.47,1, 8 7.44,d, 8 10,54, 1, 8 7,78,d, 8 11,05, d, 8 7,68,d, 8 7,39,d, 8 8,33, d, 8
7 8,34, s 8,32, s 11,02, s 8,28, s 11,18, s, 8,35, s 8,14, s 8,72, s
26  796,4d,8 7,91, d, 8 10,60, d, 8 7,89, d, 8 10,68, d, 8 8,03, d, 8 7,78,d, 8 8,27, d, 8
35  793d,8 7,83,d, 8 10,15, d, 8 7,49,d, 8 10,23, d, 8 7,75,d, 8 7,65,d, 8 7,444, 8
7 4,85, s 4,83, s 6,32, s 4,84, s 6,39, s 4,84, s 3,55, s
»  294e278,  270e289, 534-556, 286e268  541e560, 314283 947 m
m m m m m m Y
3" 3,78, m 3,65, m 6,43, m 3,65, m 6,50, m 4,34, m 3,82, m
4 185 m 158e 1,74,  4,46-4,60, 173e156,  453e 4,66, 178 m 155 m
m m m m
5" 133e 090,129, m  >97-429 1,25, m 4.05¢€ 4,35, 1,66, m 0,89, m
1,61,m m m
g 233218 191e210, .o o0 206190, 483491, 212.m 180, m
m m m m
7 - 4,55, s, 6,06, s - 6,13, s 4,00, s,
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Espectro 15: Espectro de RMN de 1H (CDsOD, 400 MHz) do produto N'-benzilideno-4-((3-

hidroxipiperidin-1-il)metil)benzoilidrazina (36b).
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Espectro 20: Espectro de RMN de "*C (100 MHz, CDCl3) do produto N'-(4-fluorobenzilideno)-4-((3-
hidroxipiperidin-1-i)metil)benzoilidrazina (36d).
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Espectro 27: Espectro no IV (KBr) do produto N'-(4-(metiltio)benzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-
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54



o] NN NN NN NS w w N N PP ©
wiaqw mwg w | o | e '\:%i\) P
B (o2} o BN o | [ N ~ fes] o
™ [} ~ SN © |o = | o N S
a
56 . 5 g H 7 5
35 4 10 N‘N/ 1
HO 2 N o 8 4 SCH3
7" 3T
(e} 3 7
36h
3 26 -SCH3
i~ e 5 ,
2’6 35
1 [ [ [
—i [ S— z
T ™ T T T T T T T
7
o H\‘ I |
S.6 .83
LN LI g
\ \ \
10.0 5.0 0.0
ppm (t1)

Espectro 28: Espectro de RMN H (400MHz, CD3;0D) do N'-(4-(metiltio)benzilideno)-4-((3-

hidroxipiperidin-1-ilymetil)benzoilidrazina (36h).
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Espectro 29. Espectro no IV (KBr) do produto N'-(3-metoxibenzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-

ilmetil)benzoilidrazina (36i).
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Espectro 30: Espectro no IV(KBr) do produto N'-(4-( pirrolidin-1-il)benzilidene)-4-((3-hidroxipiperidin-1-
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Espectro 31: Espectro no IV(KBr) do produto N'-(4-(piperidin-1-il)benzilidene)-4-((3-hidroxipiperidin-1-

ilmetil)benzoilidrazina (36l).
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Espectro 32: Espectro de RMN de 1H (400MHz, CDCIls) do produto N'-(4-(piperidin-1-il)benzilideno)-
4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metil)benzoilidrazina (36l).
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Espectro 33: Espectro de RMN de **C (100 MHz, CDCl;) de N'-(4-(piperidin-1-il)benzilideno)-4-((3-

hidroxipiperidin-1-il)metil)benzoilidrazina (36l).
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Espectro 34: Espectro no IV(KBr) do produto N'-(4-morfolinobenzilidene)-4-((3-hidroxipiperidin-1-

ilmetil)benzoilidrazina (36m).
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Esquema 8: Reacéo de reducédo da acilidrazona 36g:

O derivado 4-amino N-acilidrazénico 36h,

guimiosseletiva da N-acilhidrazona 36g, por emprego de NH4Cl/Fe®°,

rendimento de 93% apds purificacdo por coluna.
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Espectro 35: Espectro no IV (KBr) do produto N'-(4-amino-benzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-

illmetil)benzoilidrazina (36n).
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Espectro 36: Espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCl;) do produto N'-(4-aminobenzilideno)-4-((3-

hidroxipiperidin-1-il)metil)benzoilidrazina (36n).

OH O a:R=Br f: R = OC(O)CHs3
AC2O (j/ . = . =
(Nj/ 4 - DMAP \ b:R=H g: R=NO,
c:R=ClI i: 3-0CH;,
dR=F n: NH,

N\Nﬁ @\ e:R= OCH3
© R

36a-g, 36i e 36n 29a-g, 29i e 29n

Esquema 9: Reacgédo de acetilacéo das acilidrazonas 36a-g, 36i e 36n

A acetilacdo do grupo alcodlico da acilidrazona 36a com Ac,O/DMAP/CHCls,
conforme descrito na literatura®, forneceu um sélido branco com 87,9% de
rendimento, apos purificagdo em coluna. A analise do espectro no Infravermelho do
produto obtido 29a (Espectro 37), comparada a analise da acilidrazona 36a,
observa-se o desaparecimento da banda de estiramento de OH e o aparecimento de
uma banda de estiramento axial de C=O em 1734 cm™ que pode ser atribuida ao

alcool acetilado, sugere o0 sucesso na reagao.
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Espectro 37: Espectro no IV (KBr) do produto acetato de 1-(4-(4- bromobenzilidenoaminocarbamoil)-

benzil)piperidin-3-ila (29a).
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Espectro 38: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCI;) do produto acetato de 1-(4-(4-

bromobenzilidenoaminocarbamoil)-benzil)piperidin-3-ila (29a).H
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A acetilagdo do grupo alcoodlico das acilidrazonas 36b-g e 36i com Ac,0/4-
DMAP/CHCIs;, conforme descrito na literatura®, forneceu os produtos com um bom
rendimento de 83 a 90 % (Esquema 08, Tab. 07).

Tabela 07: Acilidrazonas hidroxiacetiladas 29a-g, 29i e 29n e seus respectivos rendimento e pontos

de fuséo.
(j/OAC
N
H
N ~
L
(@]
R
Substancia R Rendimento (%) Ponto de fuséo (°C)

29a Br 88 140-150
29b H 85 117-124
29c cl 87 100-102
29d F 86 117-122
29e OCH; 86 123-129
29f OC(O)CHs 89 145-150
299 NO, 90 160-165
29i 3-OCHj 83 120-125
29n NH, 83 164-170

Analisando os espectros no IV dos produtos obtidos 29b-g, 29i e 29n e
comparando aos espectros das acilidrazonas de partida, observa-se o
desaparecimento da banda de vs de OH e o0 aparecimento de uma banda de vs de
C=0 em 1700-1730 cm™ que pode ser atribuida ao alcool acetilado. Isto sugere o
sucesso na acetilagdo das respectivas acilidrazonas.

Uma vez que nem todos os dados de RMN *°C e bidimensionais HMQC e
HMBC das acilidrazonas-alvo acetiladas 29b-g, 29i e 29n ndo estavam disponiveis
sua caracterizacao estrutural preliminar foi realizada pela analise conjunta de seus
espectros no IV e dos espectros de RMN de 'H, comparando com dados ja
disponiveis para outras arilidrazonas desta série, com padréo estrutural homdlogo.
Os dados de RMN *H dos compostos 29b-g, 29i e 29n estdo descritos na Tabela 08.

Respeitando um padrdo estrutural comum, em todos os espectros de RMN *H
observam-se 4 sinais diferentes de hidrogénios aromaticos na regiao de 7-10 ppm,

com multiplicidades e constantes de acoplamento condizentes com a regioquimica
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dos substituintes das subunidades aromaticas, além dos sinais de H alifaticos do

anel piperidinico na regido de 1,0-6,0 ppm e comparando as acilidrazonas de partida

observa-se o aparecimento de um sinal de hidrogenio metilico proximo a 2 ppm.

Tabela 8: dados de RMN de 'H [8, m, j(Hz)] (400MHz, CDCl,) das acilidrazonas acetiladas
29b-g, 29i e 29n.

H 29b 29c 29d | 29e ‘ 29f 299 29h
2,6 7,33 7,06, t, 8,0 6,88, d, 8,0 6,38, d, 8,0 7,40, d, 8,0 6,60
3,5 734 7,35 7,37,d, 8,0 7,35,d, 8,0 7,11,d, 8,0 7,81 7,37
7 8,38, s 8,33, s 8,35, s 8,29, s 8,31, s 8,50, s, 8,20, s
2’6 7,70 7,65 7,70 7,67,d, 8,0 7,74 7,88 8,82
3.5 7,82 7,79 7,80 7,79, d, 8,0 7,79 8,24,d, 8,0 7,50
7 3,54, s 3,55, s 3,56, s 3,54, s 3,56, s 3,57, s 3,57, s
27 276e257,m 259e276,m 26le279,m 258e275 m 258e278, m 26le277,m 258e277,m
3”7 4,83, m 4,82, m 4,83, m 4,83, m 4,83, m 4,83, m 4,84, m
4" 187e173, m 177e189,m 175189, m 174el187, m 161lel75 m 172e190,m 1,75e1,87, m
5”7 1,42e157m 141e159,m 126e143,m 126el42,m 126e143, m 144el1l62, m 140e159 m
6” 257e276,m 116e208,m 208e219m 208e217,m 2,18, m 2,20, m 2,19, m
8” 2,02,s 2,03, s 2,03, s 2,03, s 2,03, s 2,04, s 2,02, s
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Espectro 39: Espectro no IV (KBr) do produto acetato de 1-(4-(benzilidenoaminocarbamoil)benzil)-
piperidin-3-ila (29b).
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Espectro 40: Espectro de RMN de H (400MHz, CDCIls) do produto acetato de 1-(4-(benzilidenoami-
nocarbamoil)benzil)piperidin-3-ila (29b).
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Espectro 41: Espectro no IV (KBr) do produto acetato de 1-(4-(4-clorobenzilidenoaminocarbamoil)-

benzil)piperidin-3-ila (29c).
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Espectro 42: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCIs) do produto acetato de 1-(4-(4-clorobenzil-

idenoaminocarbamoil)benzil)piperidin-3-ila (29c).
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Espectro 43: Espectro no IV (KBr) do produto acetato de 1-(4-(4-fluorobenzilidenoaminocarbamoil)-

benzil)piperidin-3-ila (29d).
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Espectro 44: Espectro de RMN de H (400MHz, CDCIs) do produto acetato de 1-(4-(4-fluorobenzi-

lidenoaminocarbamoil)benzil)piperidin-3-ila (29d).
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Espectro 45 Espectro no IV (KBr) do produto acetato de 1-(4-(4-metoxibenzilidenoaminocarbamoil)-

benzil)piperidin-3-ila (29e).

74



© © NNNNN NN N O o o ol I N O R e o )
o N w N [o0] = o o N | ==} (ee] AN o
D © O (2] D © w S N (Ao N D 0N O N1 o
2
5 g &
N H 7 %
g 2 NmN\N/ P
7'»—CH 2 a0 -OCH
O>_ s S 8 N OCH, 8 8"
29 3
3t 2,6
|
I I |
‘ a3 S 2
\ ‘ T ,
7.50 | h 7.00 7
|
7 0o 3” 2 | 475"
| \ ‘H‘ | 6 ol
A A i)
N~ <t o N~ o o W [{} < N~ O —Mm
3 w8 B R “% v B%E B3 58S
\ \ \
10.0 5.0 0.0
ppm (t1)

Espectro 46: Espectro de RMN de H (400MHz, CDCl3) do produto acetato de 1-(4-(4-metoxibenzil-

idenoaminocarbamoil)benzil)piperidin-3-ila (29¢).
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Espectro 47 Espectro no IV (KBr) do produto acetato de 1-(4-(4-acetobenzilidenoaminocarbamoil)-

benzil)piperidin-3-ila (29f).
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Espectro 48:. Espectro de RMN de H (400MHz, CDCI;) do acetato de 1-(4-(4-acetobenzil-

idenoaminocarbamoil)benzil)piperidin-3-ila (29f).
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Espectro 49: Espectro no IV (KBr) do produto acetato de 1-(4-(4-nitrobenzilidenoaminocarbamoil)-
benzil)piperidin-3-ila (299).
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Espectro 51: Espectro de RMN de 3¢ (100 MHz, CDClI5) do produto acetato de 1-(4-(4-nitrobenzil-
idenoaminocarbamoil)benzil)piperidin-3-ila (299).
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Espectro 52: Espectro no IV (KBr) do produto acetato de 1-(4-(3-metoxibenzilidenoaminocarbamoil)-

benzil)piperidin-3-ila (29i).
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O derivado 4-amino N-acilidrazdnico acetilado 29n foi obtido através de
uma reducdo quimiosseletiva da acilidrazona acetilada 29g com Fe°/NH4CI®*® com

rendimento de 83% apds purificacdo em coluna.

1139,93-—
526 57—

75417 —

I |
g 2 |
@
g g 2
60 — | §
. &
- I r: |
4 5 p
1 5 b ool e
5 ) < 3 o
- [} ™ - ~
- ] | o | =
i ® Q 8 x
40 — o R I]
- N 2
1 3 ] 2
4 ':'|l
&4
e : g
-4 % s_l
o

N
o
L 11 I 1
YO
o F
T =
ZT
Z
; \
zZ
T
N
1597 06—

10 29n

(P E s It e 7 7t e o 7 I o S s e e e T e e
3600 3200 2800 2400 2000 1800 1600 1400 1200 1000 800 600 40c
MRMS56 1/cm

Espectro 53: Espectro no IV (KBr) do produto acetato de 1-(4-(4-aminobenzilidenoaminocarbamoil)-
benzil)piperidin-3-ila (29n).
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Espectro 54: Espectro de RMN de H (400 MHz, CDCl3) do produto acetato de 1-(4-(4-aminobenzil-
idenoaminocarbamoil)benzil)piperidin-3-ila (29n).
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Outra metodologia®, descrita na literatura, sem utilizacdo do 4-DMAP,

também foi testada. Partindo-se de 100 mg da acilidrazona 36g, 0,12 mL de anidrido

acético em 5 mL de CHCI3, sob refluxo, obteve-se 15,9 mg de um produto que foi

analisado por espectrometria no IV, cujo espectro mostrou-se igual ao do produto de

acetilacao utilizando 4-DMAP.
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Esquema 10: Reacédo de carbamoilacéo das acilidrazonas 36a e c.

Para a preparagdo da serie 39, foi realizado um teste adicionando-se
NaH/EtNCO/THF & acilidrazona 36a. Apds elaboracdo®’, obteve-se o carbamato
puro com 70,5% de rendimento.

Analisando o espectro no IV do produto obtido (Espectro 55) e comparando-o
a analise da acilidrazona 36a, observa-se o aparecimento de uma banda forte em
3340 cm™ que pode ser atribuida a vs N-H, além da sobreposicdo de bandas de

C=0 em 1625, sugerem a conversao de 36a a 39a.
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Espectro 55: Espectro no IV (KBr) do produto 1-(4-(4-bromobenzilidenoaminocarbamoil)-

benzil)piperidin-3-il carbamato de etila (39a).
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Para avaliacdo da reprodutibilidade da metodologia de carbamoilacdo realizada
anteriormente, repetiu-se as mesmas condi¢cdes experimentais para a acilidrazona
36¢ e obteve-se o produto puro 39c com 72,6% de rendimento.

Analisando o espectro no IV do produto obtido (Espectro 52) e comparando-o
a analise da acilidrazona 36c, observa-se o aparecimento de uma banda forte em
3340 cm™ que pode ser atribuida a vs N-H, além da sobreposicéo de bandas de vs

C=0 em 1625, sugerem a conversao de 36¢ a 39c.
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Espectro 56: Espectro no IV (KBr) do produto 1-(4-(4-clorobenzilidenoaminocarbamoil)-

benzil)piperidin-3-il carbamato de etila (39c¢).
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6. Avaliacdo farmacolégica

6.1. Ensaios de atividade inibitéria de acetilcolinesterase

Todas as 21 acilidrazonas sintetizadas como derivados hibridos do donepezil
LFQM-54-58, LFQM-65-69, LFQM-72-75, LFQM-77, LFQM-83-88, com substituintes
—OH, -OAc ou —OCONEt na posicao 3 da subunidade piperidinica foram avaliadas,
quanto a capacidade inibitéria in vitro de AChE, pelo método de Ellman
modificado.’"

Para tanto foi utilizada AChE comercial, purificada de Electrophorus
electricus. Inicialmente foi realizada uma triagem, na concentracdo 0,1 mM das
substancias-teste (Fig. 14), que levaram a selecdo dos compostos com % de
inibicdo superior a 50 para determinacdo das curvas dose-resposta e poténcia

inibitéria.

100
H LFOM-54

m LFAQM-55

LFQM-56

H LFOM-57

H LFOM-65

LFQM-66

mLFOQM-67

HLFOM-72

% de Inibicao de AChE

HLFOM-74
H LFAQM-75

H [ FQM-76
B LFOM-88
= LFOM-58

LFQM-68

Compostos

Figura 14: Efeito das acilidrazonas (100umol/Kg) no ensaio de inibicdo da AChE.

As substancias LFQM-54-58, LFQM-65-67 e LFQM-72, LFQM-74, LFQM-75
e LFQM-88 foram entdo avaliadas em 6 concentracdes distintas, gerando curvas
dose-resposta que permitiram a determinacdo dos valores de ICsy (Tabela 9, Fig.15).
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A andlise comparativa destes resultados revelou que os derivados acilidrazénicos
hidroxilados foram mais potentes do que os derivados acetilados, que por sua vez
foram ainda mais potentes que os carbamatos correspondentes. Os derivados
acilidrazonicos hidroxilados na subunidade piperidinica apresentaram atividade
inibitéria da AchE de 65 a 91% e ICso de 3,02 a 30,54 pM, sendo LFQM-57 (3,02
HUM) a mais potente da série avaliada, seguida de LFQM-67 (ICso = 8,89 uM), LFQM-
88 (ICsp = 10,50 uM), LFQM-75 (ICsp = 11,00 pM), LFQM-74 (ICs0 = 12,30) e LFQM-
55 (ICsp = 12,35 puM).

Tabela 9: Efeito das acilidrazonas (100pumol/Kg) no ensaio de inibicdo da AChE e Concentracdo ne-

cessaria para reduzir a atividade da AChE em 50% (IC50).

(r
N

1ol
N. =~
N/\©\
(6]
Ry

Cédigo R1 R2 % de inibicdo ICso (UM)
LFQM-54 OH H 65,305 30,54
LFQM-55 OH Br 76,203 12.35
LFQM-56 OH Cl 74,827 25,43
LFQM-57 OH NO; 91,675 3,02
LFQM-65 OH OCH3 76,891 14,08
LFQM-66 OH Pirrolidinil 75,176 15,64
LFQM-67 OH F 78,804 8,89
LFQM-72 OH NH; 67,622 21,91
LFQM-74 OH Morfolinil 81,874 12,30
LFQM-75 OH Piperidinil 81,789 11,00
LFQM-88 OH SCH; 81,279 10,50
LFQM-58 Ac NO; 60,681 33,74
LFQM-68 Ac Br 29,563 -
LFQM-73 Ac NH; 25,732 -
LFQM-83 Ac H 39,737 -
LFQM-84 Ac Cl 26,414 -
LFQM-85 Ac OCHj 18,12 -
LFQM-86 Ac F 21,663 -
LFQM-87 Ac Ac 32,757 -
LFQM-69 Carb Br 23,69 -
LFQM-77 Carb Cl 2,122 -
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Figura 15: Concentracdo dos compostos necessaria para inibir a atividade da AChE em 50% (ICs).

6.2. Avaliagcao da atividade anti-inflamatoria
6.2.1. Ensaio de hiperalgesia induzida por formalina

A avaliacdo das propriedades analgésicas associadas ao efeito anti-
inflamatorio agudo foi realizada pelo ensaio de hiperalgesia induzida em pata de
camundongo, pela administracéo intraplantar de 20 pL de formalina a 10%.

Este ensaio normalmente € utilizado como modelo neste tipo de avaliagdo, no
qual roedores exibem comportamento nociceptivo espontaneo reconhecido e
quantificado pela observacao das lambidas ou agitacédo da pata afetada. Este ensaio
€ caracterizado por duas fases distintas de avaliacdo. A primeira fase, chamada
neurogénica ou fase inicial e que compreende os primeiros 5 minutos, esta
associada a excitacao de nociceptores periféricos. Numa segunda fase, ja sob efeito

7

de mediadores inflamatérios, € avaliada a resposta de sensibilizacdo central dos
animais a sensacado dolorosa mediada por citocinas e quimiocinas oriundas do
processo inflamatoério tecidual.®® ®°

Os resultados preliminares do ensaio de formalina (Fig. 16), na dose Unica de
100 pmol/kg por substancia-teste, indicaram que as substancias LFQM-54 (36b),
LFQM-65 (36e), LFQM-67 (36l) e LFQM-69 (29a) apresentaram atividade
antinociceptiva significativa, comparada a morfina e indometacina, utilizadas como
padrdes positivo e negativo, respectivamente. Na fase inflamatdria, as substancias

LFQM-54 (36b), LFQM-55 (36a), LFQM-65 (36€), LFQM-67 (361) e LFQM-69 (29a),
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demonstraram propriedades anti-inflamatoérias bastante evidentes, comparando-se a
indometacina (100 umol/kg) e a morfina (39 umol/kg), respectivamente.

Fase neurogénica Fase inflamatoria
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Figura 16: Efeito das substancias-teste LFQM-54, LFQM-55, LFQM-65, LFQM-67 e LFQM-
69 (100 pmol/kg), indometacina (100 pmol/kg) e morfina (39 pumol/kg) sobre as

fases neurogénica e inflamatoria do teste de formalina.

6.2.2. Ensaio de peritonite induzida por LPS

Com base no resultado anterior, elegemos adicionalmente o ensaio de
peritonite para avaliacdo da atividade anti-inflamatoria de LFQM-54 (36b), LFQM-55
(36a), LFQM-65 (36e), LFQM-67 (36l) e LFQM-69 (29a). O LPS é um
lipopolissacarideo proveniente de Echerichia coli, que induz desgranulacdo de
células do sistema mononuclear fagocitario e ativa os macrofagos. Quando
administrado na cavidade peritoneal do camundongo, o LPS induz um
extravasamento vascular aumentado, um dos sinais priméarios da inflamacao, e que
€ um passo chave na formacdo inflamatéria de exsudato, seguido por um
recrutamento tempo-dependente de células migratorias, especialmente neutrofilos.

Neste modelo farmacologico, foi observada uma reducdo expressiva do
namero de células migratorias no lavado peritoneal, ap6s a administracdo das

substancias-teste, corroborando uma possivel agdo anti-inflamatoria (Fig. 16). 0,71
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Figura 16: Efeito das acilidrazonas LFQM-54, LFQM-55, LFQM-65, LFQM-67 e LFQM-69 (100
pmol/kg, via i.p.), no ensaio de peritonite induzida por LPS em camundongos. Teste de
ANOVA, seguido pés-teste de Newman-Kells (**p<0,05).

6.2.3. Ensaio de edema em pata de camundongo induzido por

carragenina

A administracdo subcutanea de carragenina em uma das patas em ratos ou
camundongos provoca uma reac¢do inflamatdria reprodutivel por ser padréo irritante
continuo para andlise de inflamacdo aguda e de farmacos anti-inflamatorios. O
processo inflamatorio induzido por carragenina se instala imediatamente apds sua
administracdo, resultante da acdo combinada da liberagdo de prostaglandinas,
bradicinina, histamina, taquicininas e espécies reativas de oxigénio. Nesta condicao,
os neutrofilos facilmente migram para os locais de inflamacdo e a resposta
inflamatoria € quantificada pelo aumento no tamanho da pata (edema) dos animais
que é modulado por inibidores de moléculas especificas dentro da cascata
inflamatéria.®

Os resultados obtidos neste ensaio, com medidas do volume da pata de hora
em hora, durante 4 horas ap0s a administracado sub-cutanea de carragenina em uma
das patas de camundongos (Fig. 18) evidenciaram que as substancias-teste foram
capazes de reduzir significativamente o edema induzido, de modo muito semelhante

ao observado no grupo tratado com indometacina.
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Figura 18: Efeito das acilidrazonas LFQM-54, LFQM-55, LFQM-65, LFQM-67 e LFQM-69 (100
pmol/kg, via i.p.), no ensaio de edema de pata de camundongo induzido por carragenina.
Teste de ANOVA, seguido pds-teste de Newman-Kells (**p<0,05).

As curvas de expressao dose-resposta levaram a determinacdo dos valores
de ICso (Tab. 10) das moléculas-teste, evidenciando que as mais potentes foram
LFQM-67 e LFQM-69, ambas com ICsp < 3 UM, e portanto mais de 10 vezes mais
potentes do que LFQM-65 que foi a 3% molécula mais ativa dos 5 candidatos

avaliados.
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Tabela 10: Dados das medidas de ICsq de LFQM-54 (36b), LFQM-55 (36a), LFQM-65 (36€), LFQM-
67 (361) e LFQM-69 (29a) no ensaio de edema de pata de camundongo

-

N
H
o) R,

Cédigo R1 R? ICs
LFQM-54 OH H 64,48 pmol
LFQM-55 OH Br 87,49 umol
LFQM-56 OH Cl -
LFQM-57 OH NO> -
LFQM-65 OH OCH, 35,94 pmol
LFQM-67 OH F < 3 pmol
LFQM-58 Ac NO> -
LFQM-69 Carb Br < 3 pmol

Surpreendentemente, LFQM-67 foi uma das substancias com maior poténcia
anti-inflamatéria e a segunda mais potente na inibicdo da AChE, seguido de LFQM-
55, também outro derivado hidroxilado, que mostrou boa atividade inibitéria da AChE
e anti-inflamatéria. Por outro lado, LFQM-69, que teve a posicdo 3-piperidinica
carbamoilada, foi extremamente potente no modelo inflamatério, mas perdeu
atividade inibitoria da AChE.

Este conjunto de resultados sugere que a subunidade piperidinica com um
grupamento hidroxila livre na posi¢do C-3 é fundamental farmacoforicamente para a
atividade dupla anti-inflamatoria e anticolinesterasica detectadas, sendo que
quaisquer modificacdes de funcionalizacdo nesta posicdo levam a perda de perfil
duplo de atividade.

Entretanto, este estudo permitiu a identificacdo também de um novo
candidato a proptétipo de farmaco anti-inflamatorio, LFQM-69, sem expressiva
propriedade anticolinesterasica. Por outro lado, os derivados LFQM-74, LFQM-75 e

LFQM-88, que se mostraram potentes inibidores de AChE, ainda nao foram
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avaliados em modelos de inflamacdo, podendo contribuir para a identificagcdo de
outros candidatos com perfil duplo inovadores.
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7. Parte Experimental

7.1. Quimica
7.1.1. Generalidades:

Os espectros de RMN foram registrados em espectrdmetro da marca
BRUKER modelo ARX200 de 4,7 Tesla do Laboratério de Ressonancia Magnética
Nuclear do instituto de quimica da Universidade Federal de Sdo Carlos (UFSCar),
operando a 200 MHz para *H e 50 MHz **C e no Laboratorio Multiusuario de Analise
por RMN (LAMAR) no Nucleo de Pesquisa de Produtos Naturais (NPPN) da Univer-
sidade Federal do Rio de Janeiro, em equipamentos Varian modelo MR 400 (400
MHz para *H e 100 MHz para **C) e VNMRSYS 500 (500 MHz para 'H e 125 MHz
para 130). As amostras foram solubilizadas em CDCI; ou CD30D, utilizando como
referéncia interna o TMS. Os valores de deslocamento quimico sdo dados em ppm e
as constantes de acoplamento J em Hertz. Os espectros na regiao do infravermelho
(IV) foram registrados em aparelho da marca Shimadzu modelo Prestig-21, acoplado
a um microcomputador munido com o software IR solution, do LABIQ (Laboratorio
Interdisciplinar de Quimica) da Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL). As anali-
ses foram feitas em pastilhas de brometo de potassio (KBr) e as absorcfes expres-
sas em numeros de ondas (cm-1). As faixas de fusdo foram medidas em triplicata,
em equipamento Marte (PFM II), com amostras trituradas e empacotadas em tubos
capilares.

Para cromatografia em camada delgada (CCD) foram utilizadas folhas croma-
togréaficas de silica gel, w/UV254, na espessura de 0,2 u, em suporte de aluminio. A
visualizacdo das substancias foi realizada em lampada de UV A= 254 ou 365 nm,
reveladores quimicos de iodocloroplatinado, 2,4-dinitrofenilidrazina ou em camara de
iodo sublimado. Para a remoc¢éo dos solventes, foram utilizados evaporadores rota-
térios da marca lka®-Werke, modelo HB4 basic e Heidolph, modelo Laborata 4000,
além de sistema de alto-vacuo, quando necessario. Os solventes utilizados foram de
grau P.A, tratados adicionalmente segundo a literatura,”* quando necessario e os
reagentes comerciais utilizados das marcas Acros, Sigma-Aldrich e Merck. As purifi-
cacoes em coluna aberta, quando necessarias, foram realizadas em colunas de vi-

dro de diferentes diametros e comprimentos, utilizando como fase estacionaria gel
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de sillica Acros 70-230 mesh e sistemas eluentes de diferentes constituicdes e gra-

dientes de concentragéo.

7.1.2. Aminacdao redutiva entre o 4-carboxibenzaldeido (30) e a 3-

hidroxipiperidina (31).

o Em um bal&o de fundo redondo de duas bocas, foram adicionados

(j/ 3,5 mmols do aldeido (30) e 3,5 mmols da amina (31) em 20 mL de

I MeOH seco e o pH foi ajustado em 5 — 6 com HOACc, seguido da

o adicado de 20 mmols de NaBH3;CN. A mistura reacional foi agitada

32 OH sob refluxo a 60°C por 3 horas e a reacdo foi acompanhada por

CCD, utilizado como eluente acetato de etila/metanol (7 : 3). Ap6s 3 horas, verificou-
se que a reacao havia se completado, entdo a mistura reacional foi acidificada a
pH~2 e em seguida alcalinizada a pH~12 com hidroxido de sédio aquoso (20%). O
metanol foi removido sob pressao reduzida e a fase aquosa alcalina, extraida com
CHCI3 (3 x 10mL). As fases organicas foram combinadas, lavada com 25 mL de

solugcdo aquosa saturada de NaCl, seca com MgSO., filtrada e concentrada sob
56,57

Vacuo.
7.1.3. Esterificacdo do 4-carboxibenzaldeido (30)

Condicdo 1: Esterificacdo do 4-carboxibenzaldeido (30) com cloreto

de tionila
o o Em um baldo de fundo redondo de duas bocas, foram adicionados
o 1,25 mmol do acido (30), 5 mL de cloreto de tionila e 2 gotas de DMF.
A solucéo foi agitada sob refluxo por 3 horas e acompanhada por
cl HO/CHE’ CCD (eluente: hexano/acetato de etila 7:3). Ap6s este tempo, o

38 o . ~ .
solvente foi cuidadosamente removido sob pressao reduzida e foram

adicionados 5 mL de metanol. A solugdo resultante foi agitada, a temperatura
ambiente por 1 hora, quando a reacdo se completou® Secou-se o metanol e o
residuo foi seco a vacuo e pesado, fornecendo 92% de rendimento.
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Condicdo 2: Esterificagdo do 4-carboxibenzaldeido (30) com

iodometano

O5O%cn, Em um baldo de uma boca, foram adicionados 2,5 mmols de 4-
carboxibenzaldeido (30), 2,5 mmols de K,CO3; e 10mL de CH)Cl,. A

N solucéo resultante foi agitada a temperatura ambiente overnight. Apés
38 este tempo, foi feita CCD e adicionou-se 0,4 mL de CHgzl. Apés
conversdo, a mistura reacional foi lavada com 10 mL de agua destilada. A fase
aquosa foi extraida com CH,Cl, (3 x 10 mL). As fases organicas foram combinadas,
lavada com 25 mL de solucdo aquosa saturada de NacCl, seca com MgSQOy, filtrada e
concentrada sob vacuo.>® O residuo foi purificado em coluna fornecendo 84% de

rendimento do produto puro como um solido branco (PF = 59-63°C).

Condicao 3: Esterificacdo do 4-carboxibenzaldeido (30) com cloreto de

tionila

Oy ©cn, Em um baldo de fundo redondo de duas bocas, foram adicionados 2

mmols do acido 30, 5 mL de CH,Cl;, 3 mmols (0,22 mL) de cloreto de

tionila e duas gotas de DMF. A solucao foi agitada overnight sob refluxo e
Hsso acompanhada por CCD (eluente: hexano/acetato de etila: 7:3). Apos este
tempo, o solvente foi cuidadosamente removido sob pressado reduzida e 5 mL de
metanol foram adicionados. A solucao resultante foi agitada, a temperatura ambiente
por 1 hora, quando a reacdo se completou.”® Secou-se o MeOH e o residuo foi
purificado em coluna, resultando num soélido branco com 94% de rendimento (PF =
58-62°C). 'HNMR (200 MHz, CDCls): & (ppm) 10,11 (s, 1H, -CHO), 8,21 (d, 2H,
H,, He, J=7,9Hz), 7,96 (d, 2H, Hs, Hs, J=8,3Hz) 3,97 (s, 3H CHa;); **CNMR (50 MHz):
& (ppm) 191,6 (CHO), 130,2 (C5, C¢), 129,5 (Cs, Cs), 52,5 (-CHs), IV (KBr) cm™: 2735

a 2997 (LC—H), 1724 e 1707, (LC=0) 1280 e 1111 (5 -C(0)O-).
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7.1.4. Aminacdao redutiva entre o 4-formilbenzoato de metila (38) e

3-hidroxipiperidina (31)

% Em um baldo de uma boca pesou-se 0,4416 mmol do éster
HO AQ\WO\@@ (38), 0,8832 mmol da amina (31) e adicionou-se 2 mL de

metanol deixando-se sob agitagcdo por 1 hora. Em outro
baldo de uma boca, pesou-se 0,2208 mmol de ZnCl, anidro e 0,4416 mmol de
NaBH3CN e adicionou-se 2 mL de metanol, deixando-se sob agitacdo por 1 hora e
ambas solugbes foram preparadas em atmosfera de N,. Apds 1 hora, juntou-se as
duas solugdes, deixando-a sob agitacdo e acompanhando-a por CCD. Quando a
reacdo se completou, adicionou-se solu¢cdo aquosa de NaOH 0,1 M até pH~11.
Evaporou-se a maior parte do metanol sob pressdo reduzida e extraiu-se com
CH2Cl, (3 X 15 mL). A fase organica foi lavada com 20 mL de solugcdo aquosa
saturada de NaCl, seca com MgSO,, filtrada e concentrada sob vacuo® e o residuo
foi purificado em coluna fornecendo 75,6% de rendimento do produto puro como
sélido branco (PF = 77-79°C).  *HNMR (200 MHz, CDCls): & (ppm) 7,97 (d, 2H, H,,
He, J=8,0 Hz), 7,37 (d, 2H, Hs, Hs, J=8,0 Hz), 3,89 (s, 3H CHjs), 3,77 (m, 1H, H3),
3,53 (s, 2H, Hy), 3,16 (s., 1H, Hy) 2,55 (m, 2H, Hy), 2,34 (m, 2H, Hg), 1,73 (m, 2H,
Hs), 1,49 (m, 2H, Hs); 3 CNMR (50 MHz): & (ppm) 166,8 (C=0), 1446 (C,), 129,3
(Caz, Cg), 129,1 (C,), 128,7 (C3, Cs), 66,2 (C3), 62,4 (C;), 60,3 (Cz), 53,2 (Cs), 51,8
(Co), 31,8 (C4), 21,8 (Cs); IV (KBr) cm™: 3346 (vsO-H), 2933 e 2791(vsC-H), 1716
(LsC=0), 1282 e 111 (3s-C(O)0O-)

7.1.5. Preparacéo da hidrazida 34
(j/OH Em um baldo de uma boca foram adicionados 0,7412 mmol do
N 4[(3-hidroxipiperididin-1-il)metillbenzoato de metila (33), 2 mL de

K@\rlﬂ etanol e 0,5 mL de monoidrato de hidrazina a 68%. A solucéo
N<
NH2 - resultante foi refluxada e acompanhada por CCD. Apoés 3 horas, a

reacdo se completou.’® Apds vérias tentativas de extracdo, com
CHCl,, CHCI3, acetato de etila e variagao de pH, o rendimento era baixo, entao para
maximizar o isolamento, numa segunda tentativa, evaporou o EtOH e 0 excesso de

hidrazina sob pressdo reduzida, obtendo assim a hidrazida com ~100% de
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rendimento (PF = 132-140°C). 'HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 7,27 (s, 1H,
Hio), 7,57 (s, 1H, Ho), 7,70 (d, 2H, H» e He, J=4,0 Hz), 7,38 (d, 2H, Hs e Hs, J=8,0
Hz), 3,54 (s, 2H, Hy), 2,47 (s., 2H, H2), 3,81 (si, 1H, Hz), 1,80 (m, 2H, Hy), 1,56 (m,
2H, Hs) 2,28 (s., 2H, Hg), 4,74 (s, 1H, H7); *CNMR (100 MHz): & (ppm) 168,6
(C=0), 142,6 (Cy), 129,2 (C», Cs), 131,5 (C4), 127,1 (Cs, Cs), 66,3 (C3), 60,3 (Cv),
62,5 (C2), 53,6 (Ce), 31,6 (Cs), 21,6 (Cs); IV (KBr) cm™ 3448 (vsO-H), 1651
(LsC=0).

7.1.6. Procedimento geral para obtencédo das acilidrazonas 36
gOH Em um baldo de uma boca, foram adicionados 1
N equivalente da hidrazida 34, 1,2 equivalente do aldeido 35,

5 mL de etanol e 2 gotas de HCI concentrado. A solucéo
i\ \NAQ\ resultante foi agitada a temperatura ambiente e
36an " acompanhada por CCD (eluente: acetato de etila/metanol
8:2). Concentrou-se o etanol sob pressdo reduzida,® obtendo um sélido que foi

purificado em coluna.

N'-(4-bromobenzilideno)-4-[(3-hidroxipiperidin-1-il)metillbenzoilidrazina (36a)
foi obtido como um so6lido branco com 91% de rendimento e faixa de fuséo de 198 a
203°C. 'HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 11,21 (s, 1H, H7), 10,48 (d, 2H, H, e He,
J=8,0 Hz), 10,36 (d, 2H, H3 e Hs, J=8,0 Hz), 10,81 (d, 2H, H» e Hg, J=8,0 Hz), 10,63
(d, 2H, Hz e Hs, J=8,0 Hz), 6,52 (s, 2H, H7), 5,73 (m, 2H, Hy), 6,66 (s., 1H, Hs),
4,69 (m, 2H, Hs), 4,51 (m, 2H, Hs), 5,09 (m, 2H, He), 6,29 (s, 1H, Hy+); *CNMR
(100 MHz): & (ppm) 165,4 (C=0), 133,1 (C1), 129,5 (Cs, C¢), 142,0 (C4), 131,9 (Cs,
Cs), 131,8 (Cy), 129,2 (C2, Cg), 124,7 (Cy), 127,7 (Csz, Cs), 66,5 (C37), 60,4 (C7),
62,7 (C»), 53,3 (Cs), 32,3 (Cs), 22,5 (Cs); IV (KBr) cm™: 3232 (vsO-H e vsN-H),
1641 (vsC=0).

N'-benzilideno-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metil)benzoilidrazina (36b) foi obtido
como um sélido branco com 90% de rendimento e faixa de fusdo de 194 a 200°C.
IHNMR (400 MHz, CDClI3): & (ppm) 8,34 (s, 1H, Hy), 7,38 (t, 1H, H,), 7,53 (d, 2H, H>

e He, J=8,0 Hz), 7,47 (t, 2H, H3 e Hs, J=8,0 Hz), 7,96 (d, 2H, H» e Hg, J=8,0 Hz), 7,93
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(d, 2H, Hz e Hg, J=8,0 Hz), 4,85 (s, 2H, H7), 2,94 (m, 2H, Hy), 3,78 (m, 1H, Hs),
1,85 (m, 2H, Ha?), 1,61 (M, 2H, Hs), 2,33 (M, 2H, Hg); IV (KBr) cm™: 3412 (vsO-H),
3172 (vsN-H), 1645 (LsC=0).

N'-(4-clorobenzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metil)benzoilidrazina (36c¢) foi
obtido como um sélido branco com 96% de rendimento e faixa de fusédo de 210 a
215°C. 'HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 8,32 (s, 1H, Hy), 7,51 (d, 2H, H; e Hs,
J=8,0 Hz), 7,44 (d, 2H, Hs e Hs, J=8,0 Hz), 7,91 (d, 2H, H» e Hg, J=8,0 Hz), 7,83 (d,
2H, H3 e Hs, J=8,0 Hz), 4,83 (s, 2H, H7), 2,89 (m, 2H, H»"), 3,65 (m, 1H, H3), 1,74
(m, 2H, Hg), 1,29 (M, 2H, Hs>), 2,10 (m, 2H, Hg), 4,55 (s, 1H, Hz); IV (KBr) cm™:
3408 (vsO-H e vsN-H), 1658 (LsC=0).

N'-(4-fluorobenzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-i)metil)benzoilidrazina (36d) foi
obtido como um solido branco com 86% de rendimento e faixa de fusdo de 225 a
232°C. 'HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 11,02 (s, 1H, Hy), 10,56 (t, 2H, H, e H,
J=16,0 Hz), 10,54 (t, 2H, Hs e Hs, J=8,0 Hz), 10,60 (d, 2H, Hy e Hg, J=8,0 Hz), 10,15
(d, 2H, Hz e Hs, J=8,0 Hz), 6,32 (s, 2H, H7), 5,56 (m, 2H, Hy), 6,43 (m, 1H, Hz),
4,60 (m, 2H, Hy»), 4,29 (m, 2H, Hs), 4,85 (m, 2H, He’), 6,06 (s, 1H, Hy); BCNMR
(100 MHz): & (ppm) 165,0 (C=0), 114,2 (C,), 115,4 (C,, Cs), 131,2 (Cy), 129,3 (Cs,
Cs), 131,4 (Cy), 127,2 (Cz, Cg), 129,9 (Cs), 129,1 (Cz, Cs), 66,0 (C3), 59,9 (C7),
62,1 (C»), 52,7 (Ce), 31,8 (Cs), 22,1 (Cs); IV (KBr) cm™: 3408 (vsO-H e vsN-H),
1649 (vsC=0).

N'-(4-metoxibenzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metil)benzoilidrazina (36e)
foi obtido como um so6lido branco com 88% de rendimento e faixa de fusdo de 198 a
195°C. *HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 8,28 (s, 1H, H;), 6,99 (d, 2H, H, e Hs,
J=8,0 Hz), 7,78 (d, 2H, Hs e Hs, J=8,0 Hz), 7,89 (d, 2H, H» e Hg, J=8,0 Hz), 7,49 (d,
2H, Hz e Hg, J=8,0 Hz), 4,84 (s, 2H, H7), 2,86 (m, 2H, Hy>"), 3,65 (m, 1H, H3*), 1,73
(m, 2H, Hy'), 1,25 (m, 2H, Hs’), 2,06 (M, 2H, Hg'); IV (KBr) cm™: 3425 (vsO-H e vsN-
H), 1643 (LsC=0).
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N'-(4-hidroxibenzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metil)benzoilidrazina  (36f)
foi obtido como um sdlido amarelo com 86% de rendimento e faixa de fusdo de 158
a 163°C. IV (KBr) cm™: 3255 (vsO-H e vsN-H), 1653 (vsC=0).

N'-(4-nitrobenzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metil)benzoilidrazina (36g) foi
obtido como um sélido amarelo com 91% de rendimento e faixa de fusdo de 210 a
214°C. *HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 11,18 (s, 1H, H;), 10,80(d, 2H, H, e He,
J=8,0 Hz), 11,05 (d, 2H, H3; e Hs, J=8,0 Hz), 10,68 (d, 2H, H» e Hg, J=8,0 Hz), 10,23
(d, 2H, Hs e Hs, J=8,0 Hz), 6,39 (s, 2H, H7), 5,60 (m, 2H, Hy"), 6,50 (m, 1H, Hz"),
4,66 (m, 2H, Hs), 4,35 (m, 2H, Hs), 4,91 (m, 2H, He), 6,13 (s, 1H, Hy*); *CNMR
(100 MHz): & (ppm) 165,2 (C=0), 141,9 (C), 127,9 (C5, Cs), 145,7 (C4), 129,1 (Cs,
Cs), 148,1 (Cy), 131,0 (Cy, Cg), 140,0 (Cs), 127,3 (Cgz, Cs), 66,1 (C3), 60,0 (C7),
62,2 (C»), 52,9 (Ce), 31,9 (Cs), 22,2 (Cs); IV (KBr) cm™: 3311 (vsO-H e vsN-H),
1656 (vLsC=0).

N'-(4-(metiltio)benzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metil)benzoilidrazina
(36h) foi obtido como um sdlido amarelo com 65% de rendimento e faixa de fuséo de
195 a 205°C. *HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 8,35 (s, 1H, Hy), 7,30 (d, 2H, H, e
He, J=8,0 Hz), 7,68 (d, 2H, H3 e Hs, J=8,0 Hz), 8,03 (d, 2H, H» e Hg, J=8,0 Hz), 7,75
(d, 2H, Hz e Hs, J=8,0 Hz), 4,84 (s, 2H, H7), 3,14 (m, 2H, Hy’), 4,34 (m, 1H, Hs),
1,78 (m, 2H, Hy), 1,66 (m, 2H, Hs), 2,12 (m, 2H, He), 4,00 (s, 1H, H7»); IV (KBr) cm’
13406 (LsO-H e VsN-H), 1643 (LC=0).

N'-(3-metoxibenzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metil)benzoilidrazina  (36i)
foi obtido como um sélido branco com 78% de rendimento e faixa de fusdo de 189 a
195°C. IV (KBr) cm™: 3425 e 3209 (vsO-H e vsN-H), 1643 (vLC=0).

N'-(4-( pirrolidin-1-il)benzilidene)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metil)benzoilidrazina

(36j) foi obtido como um sélido amarelo com 54% de rendimento e faixa de fusédo de
172 a 180°C. IV (KBr) cm™: 3427 (vsO-H e vsN-H), 1651 (vsC=0).
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N'-(4-(piperidin-1-il)benzilideno)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metil)benzoilidrazina
(361) foi obtido como um sdlido amarelo com 59% de rendimento e faixa de fuséo de
178 a 186°C. *HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 8,14 (s, 1H, H-), 6,89 (d, 2H, H. e
He, J=8,0 Hz), 7,39 (d, 2H, Hs e Hs, J=8,0 Hz), 7,78 (d, 2H, H» e He, J=8,0 Hz), 7,65
(d, 2H, Hz e Hs, J=8,0 Hz), 3,55 (s, 2H, H7), 2,47 (m, 2H, Hy’), 3,82 (m, 1H, Hs),
1,55 (m, 2H, Hs), 0,89 (M, 2H, Hs), 1,80 (M, 2H, He); 3 CNMR (100 MHz): & (ppm)
160,8 (C=0), 114,8 (C,, Cs), 129,2 (Cs, Cs), 129,8 (Cy, Cg), 127,2 (Cz, Cs), 66,2
(Cs7), 60,2 (C7), 62,6 (Cy), 53,6 (Ce), 31,6 (Cs), 29,7 (Cs), 49,2 (Cs, C12), 25,5 (Co,
C11), 24,3 (C1o); IV (KBr) cm™: 3446 (usO-H e vsN-H), 1651 (vsC=0).

N'-(4-morfolinobenzilidene)-4-((3-hidroxipiperidin-1-il)metil)benzoilidrazina
(36m) foi obtido como um solido esverdeado com 67% de rendimento e faixa de fu-
sdo de 186 a 195°C. IV (KBr) cm™: 3425 (uvsO-H e vsN-H), 1653 (vsC=0).

7.1.7. Procedimento para obtenc¢éo da acilidrazona 36n
OH Em um baldo de uma boca, adicionou-se 0,2092 mmol
(NT da nitroacilidrazona 36g, 0,1255 mmoL de NH,ClI, 1,0460
H mmol de Fe® e 45 mL de EtOH/H20 2:1. O meio
I N reacional foi refluxado por 1 hora e filtrado em Celite®. A
ah NHz solucdo resultante foi concentrada sob presséao

reduzida® e o residuo resultante foi purificado em coluna, obtendo-se um sélido
amarelo com 92,5 % de rendimento. *HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 8,72 (s, 1H,
H-), 8,04 (d, 2H, H, e Hg J=8 Hz), 8,33 (d, 2H, Hs e Hs, J=8 Hz), 8,27 (d, 2H, H» e Hg
J=8 Hz), 7,44 (d, 2H, Hz e Hs, J=8 Hz), IV (KBr) cm™: 3348 e 3228 (usN-H e O-H),
1651 (vsC=0 acilidrazona).
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7.1.8. Procedimento para obtencao das acilidrazonas acetiladas.
Condicao 1:

OAC
g Em um baldo de uma boca, adicionou-se um equivalente
N

da acilidrazona 36, 0,05 equivalente de 4-DMAP, 10
H\N/ equivalentes de anidrido acético e 5 mL de CHCI;. A
gga_j UR solucdo resultante foi agitada sob refluxo e

acompanhada por CCD. Apds conversdo, o solvente foi

seco sob press&o reduzida e o residuo foi purificado em coluna®.

Acetato de 1-(4-(4- bromobenzilidenoaminocarbamoil)-benzil)piperidin-3-ila
(29a) foi obtido como um sélido branco com 88% de rendimento e faixa de fuséo de
140 a 150°C. *HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 10,01(s, 1H, Hs), 8,32 (s, 1H, Hy),
7,26 (2H, H, e Hg), 7,38 (2H, Hsz e Hs,), 7,80 (2H, H> e Hg), 7,52 (2H, Hz e Hs), 3,55
(s, 2H, H7), 2,77 (m, 2H, Hy"), 4,83 (m, 1H, Hz), 1,88 (m, 2H, Hy»), 1,61 (m, 2H, Hs),
2,18 (m, 2H, Hg"), 2,03 (s, 3H, Hg); IV (KBr) cm™: 3232 (usN-H), 1734 (bLsC=0 éster),
1651 (vsC=0 acilidrazona).

Acetato de 1-(4-(benzilidenoaminocarbamoil)benzil)-piperidin-3-ila (29b) foi
obtido como um sélido branco com 85% de rendimento e faixa de fusdo de 117 a
124°C. *HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 10,32(s, 1H, Hg), 8,38 (s, 1H, Hy), 7,34
(5H, H, a Hg), 7,82 (2H, H» e Hg), 7,69 (2H, Hs € Hs), 3,52 (s, 2H, H7), 2,76 (m, 2H,
H,), 4,83 (m, 1H, Hs"), 1,87 (M, 2H, Hs"), 1,57 (M, 2H, Hs’), 2,16 (M, 2H, He), 2,02
(s, 3H, Hg); IV (KBr) cm™ 3251 (usN-H), 1730 (vC=0O éster), 1656 (vLsC=0O

acilidrazona).

Acetato de  1-(4-(4-clorobenzilidenoaminocarbamoil)-benzil)piperidin-3-ila
(29c¢) foi obtido como um solido branco com 87% de rendimento e faixa de fuséo
del100 a 102°C. *HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 10,01(s, 1H, Hg), 8,33 (s, 1H,
H7), 7,33 (2H, H; e Hg), 7,35 (2H, Hs e Hs), 7,65 (2H, H>» e Hg), 7,79 (2H, Hz e Hs),
3,55 (s, 2H, H7), 2,76 (m, 2H, Hy"), 4,82 (m, 1H, Hs»), 1,89 (m, 2H, Hy»), 1,43 (m, 2H,
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Hs»), 2,19 (m, 2H, He), 2,03 (s, 3H, Hg"): IV (KBr) cm™: 3226 (usN-H), 1735 (vsC=0
éster), 1653 (LsC=0 acilidrazona).

Acetato de 1-(4-(4-fluorobenzi-lidenoaminocarbamoil)benzil)piperidin-3-ila
(29d) foi obtido como um sélido branco com 86% de rendimento e faixa de fusdo de
117 a 122°C. *HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 9,97(s, 1H, Ho), 8,35 (s, 1H, H-),
7,06 (t, 2H, H, e Hg, J=8 Hz), 7,37 (d, 2H, H3 e Hs, J=8 Hz), 7,70 (2H, H> e Hg), 7,80
(2H, H3z e Hsy), 3,56 (s, 2H, H7), 2,79 (m, 2H, Hy»), 4,83 (m, 1H, H3), 1,89 (m, 2H,
Hs), 1,43 (M, 2H, Hs), 2,19 (m, 2H, He), 2,03 (s, 3H, Hg’); IV (KBr) cm™: 3213 (usN-
H), 1734 (vsC=0 éster), 1651 (LsC=0 acilidrazona).

Acetato de 1-(4-(4-metoxibenzilidenoaminocarbamoil)-benzil)piperidin-3-ila
(29e) foi obtido como um sélido branco com 86% de rendimento e faixa de fusédo de
123 a 129°C. *HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 9,87(s, 1H, Hy), 8,29 (s, 1H, Hy),
6,88 (d, 2H, H, e Hg, J=8 Hz), 7,35 (d, 2H, Hs e Hs, J=8 Hz), 7,67 (d, 2H, Hx> e Hg,
J=8 Hz), 7,79 (d, 2H, Hy e Hy J=8 Hz), 3,54 (s, 2H, H7), 2,75 (m, 2H, Hy"), 4,83 (m,
1H, Hz»), 1,87 (m, 2H, Hy»), 1,42 (m, 2H, Hs*), 2,17 (m, 2H, Hg*), 2,03 (s, 3H, Hg),
3,82 (s, 3H, OCHs); IV (KBr) cm™: 3211 (usN-H), 1732 (bsC=0 éster), 1649 (vLC=0

acilidrazona).

Acetato de 1-(4-(4-acetobenzilidenoaminocarbamoil)-benzil)piperidin-3-ila
(29f) foi obtido como um sélido branco com 89% de rendimento e faixa de fusédo de
145 a 150°C. *HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 9,78(s, 1H, Ho), 8,32 (s, 1H, Hy),
6,38 (d, 2H, H, e Hg, J=8 Hz), 7,11 (d, 2H, H3 e Hs, J=8 Hz), 7,74 (2H, H>» e Hg), 7,79
(2H, Hz e Hs), 3,56 (s, 2H, H7), 2,78 (m, 2H, H»), 4,83 (m, 1H, H3*), 1,75 (m, 2H,
Hy), 1,43 (m, 2H, Hs»), 2,18 (m, 2H, He), 2,03 (s, 3H, Hg*), 3,30 (s, 3H, CHy); IV
(KBr) cm™: 3248 (vsN-H), 1762 e 1732 (vsC=0 éster), 1647 (vsC=0 acilidrazona).

Acetato de 1-(4-(4-nitrobenzil-idenoaminocarbamoil)benzil)piperidin-3-ila (299)
foi obtido como um sélido amarelo com 90% de rendimento e faixa de fusdo de 160
a 165°C. *HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 10,11(s, 1H, Hg), 8,50 (s, 1H, H;), 7,40
(d, 2H, H, e He, J=8 Hz), 7,81 (2H, Hs e Hs), 7,88 (2H, Hx e Hg), 8,24 (d, 2H, Hy e Hs

J=8 Hz), 3,57 (s, 2H, H7), 2,77 (M, 2H, Hy), 4,83 (M, 1H, Hz"), 1,90 (m, 2H, Hs"), 1,62
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(m, 2H, Hs*), 2,20 (m, 2H, Hg), 2,04 (s, 3H, Hg); **CNMR (100 MHz): & (ppm) 170,8
(C77), 128,0 (C2, Cs), 129,0 (Cs, Cs), 139,9 (Cy, Cs), 127,5 (Cs, Cs), 69,9 (C3z'), 56,7
(C7), 62,3 (C2), 53,4 (Ce»), 29,4 (Cs), 22,9 (Cs*), 21,3 (Cs); IV (KBr) cm™: 3290 (vsN-
H), 1735 (vsC=0 éster), 1670 (LsC=0 acilidrazona).

Acetato de 1-(4-(3-metoxibenzilidenoaminocarbamoil)-benzil)piperidin-3-ila
(29i) ) foi obtido como um solido branco com 83% de rendimento e faixa de fusdo de
120 a 125°C. IV (KBr) cm™: 3248 (usN-H), 1734 (vbsC=0 éster), 1653 (LsC=0

acilidrazona).

7.1.9. Procedimento para obtencdo das acilidrazonas acetilada
29n

Em um baldo de duas bocas adicionou-se 0,2356 mmol da

OAC
ENT nitroacilidrazona acetilada (29g), 0,1413 mmoL de NH4CI,
y 1,1780 mmol de Fe° e 4,5 mL de EtOH/H20 2:1. O meio

NN reacional foi refluxado por 1 hora, filtrado em Celite®. A

ggh NH2 - solucéo resultante foi concentrada sob pressao reduzida e

o residuo resultante foi purificado em coluna, obtendo um sélido amarelo®, com
83 % de rendimento (PF = 164-170°C). *HNMR (400 MHz, CDCls): & (ppm) 9,84 (s,
1H, He), 8,20 (s, 1H, H), 6,60 (2H, H, e He), 7,37 (2H, Hs e Hs), 8,82 (2H, H» e Hg),
7,50 (2H, Hy e Hs), 3,57 (s, 2H, H7), 2,77 (m, 2H, H>), 4,84 (m, 1H, Hs"), 1,87(m, 2H,
Hs), 1,59 (m, 2H, Hs), 2,19 (m, 2H, He*), 2,02 (s, 3H, Hg); IV (KBr) cm™: 3446 e
3350 (vsN-H), 1722 (LsC=0 éster), 1649 (LsC=0 acilidrazona).

Condicéo 2

Em um baldo de uma boca adicionou-se o 0,2623 mmol da acilidrazona
379, 0,12 mL de anidrido acético e 5 mL de CHCIs. A solucéo resultante foi agitada
sob refluxo e acompanhada por CCD. Apds conversdo, o solvente foi concentrado
sob pressado reduzida, vertido em gelo e o precipitado separado por filtracdo.®® O
produto continuava na agua, entdo fez extracdo com CH,Cl,, concentrou sob

presséao reduzida e o residuo puro foi pesado dando 15,9 mg.
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7.1.10. Procedimento para obtenc&o das acilidrazonas carbamoila-

das
H Em um baldo de uma boca, adicionou-se o 1 equivalente
GOIN\/ da acilidrazona 36a ou 36¢c, 2 equivalentes de hidreto,
! devidamente lavado com hexano seco, 10 mL de THF
KQW:\N/ seco e 1,5 equivalente de isocianato de etila. A solucéo
O QR resultante foi agitada a temperatura ambiente e

s9aec acompanhada por CCD. Apdés conversao, o solvente foi

concentrado sob presséo reduzida e o residuo foi purificado em coluna.®’

1-(4-(4-bromobenzilidenoaminocarbamoil)-benzil)piperidin-3-il carbamato de
etila (39a) foi obtido como um soélido branco com 71% de rendimento e faixa de
fusdo de 131 a 140°C. IV (KBr) cm™: 3340 (vsN-H), 1625 (sobreposicdo de vsC=0

carbamato e vsC=0 acilidrazona).

1-(4-(4-clorobenzilidenoaminocarbamoil)-benzil)piperidin-3-il  carbamato de
etila (39c). foi obtido como um sélido branco com 73% de rendimento e faixa de
fusdo de 100 a 102°C. IV (KBr) cm™: 3340 (vsN-H), 1625 (sobreposicédo de vsC=0

carbamato e vsC=0 acilidrazona).
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7.2. Avaliagcao farmacologica

A avaliacdo farmacologica dos compostos-alvo foi realizada em laboratorios
colaboradores ao LFQM. Os ensaios in vitro para avaliagdo da atividade
anticolinesterasica, foram realizados pelos grupos dos profs. Dr. Newton G. Castro e
Dra. Moénica S. Rocha, do departamento de Farmacologia Béasica e Clinica da
Universidade Federal do Rio de Janeiro- UFRJ.

A avaliacdo do perfil anti-inflamatorio foi realizada sob orientacdo do Prof.
Dr. Alexandre Giusti-Paiva, no Laboratoério de Fisiologia da Universidade Federal de
Alfenas — Unifal-MG. Estes ensaios envolveram protocolos de identificacéo,
quantificacdo e caracterizacdo da atividade anti-inflamatéria em camundongos,
utilizando ensaios como formalina, edema de pata induzido por carragenina e

peritonite induzida por LPS.

7.2.1 Avaliacdo da atividade Colinesterasica

Cada amostra foi avaliada quanto a inibicdo de acetilcolinesterase, pelo
método de Ellman.”? O ensaio foi modificado em relacdo ao anteriormente descrito, "
usando-se a acetilcolinesterase purificada de Electrophorus electricus (tipo V-S,
Sigma). A enzima foi dissolvida em solucao-tampéo de fosfato de sédio (0,1 M, pH
7,4) a 50 U/ml e mantida congelada. A reacao de hidrélise da acetiltiocolina (0,5 mM,
Sigma, EUA) foi acompanhada por 5 min em espectrofotometro de microplacas
SpectraMax 250 (Molecular Devices, EUA) a 412 nm, em volume de 0,2 ml (pH 7,4),
a temperatura ambiente (22—-25 °C). A velocidade maxima de reacéo foi obtida por
regressao linear de 10 pontos consecutivos com o programa SoftMax Pro (Molecular
Devices). Imediatamente antes de cada ensaio, a atividade da enzima era avaliada,
ajustando-se a concentracéo da solugcéao de trabalho de modo a ter uma velocidade
de reacao no grupo controle (sem inibidor) entre 0,1 e 0,2 unidades de densidade
Optica por minuto. Os ensaios foram realizados em triplicata, sempre com um grupo
controle (sem inibidor), e os valores de velocidade de reacdo na presenca das

amostras foram expressos como porcentagem da meédia do grupo controle.
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As amostras foram dissolvidas em dimetilsulféxido anidro (P.A., Vetec, Brasil)
a 0,1 M ou 0,2 M e inicialmente testadas em concentracdo fixa de 0,1 mM, para
triagem. A concentracéo final de dimetilsulféxido no ensaio (0,1% ou 0,05% v/v) ndo
tem efeito significativo na atividade de acetilcolinesterase. As amostras que inibiram
mais que 50% a atividade enzimatica na triagem foram testadas em seis
concentragdes e estimativas da Clso foram obtidas por regresséo néo-linear com o
programa Prism (GraphPad), usando a expresséo: V (%) = 100-(1 + c-Clso ), onde
C é a concentracdo da amostra e V € a velocidade de reacdo (média das triplicatas).
Todos os experimentos foram repetidos pelo menos uma vez, e os valores relatados

sdo médias das repeticoes.
7.2.2 Avaliagéo da atividade anti-inflamatoria
7.2.2.1 Animais

Para a avaliagdo anti-inflamatéria foram utilizados camundongos Swiss
machos (25 + 5g) provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de
Alfenas — UNIFAL. Os animais foram tratados com ragdo comercial e agua “ad
libitum”, durante todo experimento, garantida sua adaptagdo por 7 dias em sala
climatizada a 23 + 2° C, e em caixas de polipropileno adequadas a sua manutencao.
Foram privados de comida durante cerca de 8 horas antes de cada experimento e
ao término, os animais foram sacrificados com halotano. Para os experimentos, 0s

animais foram subdivididos e mantidos separadamente em grupos.

7.2.2.2 Ensaio de hiperalgesia induzida por formalina

Para este ensaio 0s animais (n=7 por grupo) foram pré-tratados com as
substancias-teste em dose Unica de 100 umol/Kg (v.0.), veiculo - 1% de DMSO em
salina (10 mL/Kg, v.0.), indometacina (100 umol/Kg, v.0.) ou morfina (39 umol/Kg,
I.p.) Apés uma hora ou 30 minutos no caso da morfina, os animais receberam uma
injecdo intraplantar de formalina 10% - 20 uL na pata direita. Apds aplicacdo os
animais foram colocados em um cilindro transparente, onde se observou o tempo
em segundos de lambida da pata direita em duas fases distintas: fase neurogénica

de 0-5 minutos e fase inflamatéria de 20-30 minutos apos a injecdo da formalina.®®
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7.2.2.3 Teste de peritonite induzida por lipopolissacarideo

Os animais (n=6) foram tratados com as substancias-teste nas doses 100
umol/Kg (v.o0.), veiculo - 1% de DMSO em salina (10 mL/Kg, v.0.) ou indometacina
(100 pmol/Kg, v.0.) uma hora antes da aplicacdo do agente inflamatério LPS
(lipopolissacarideo proveniente de E. coli sorotipo 026:B6-Sigma, 500 pg/Kg, i.p).
Quatro horas apoés injecdo de LPS, os camundongos foram sacrificados por
deslocamento cervical e as células da cavidade peritoneal foram retiradas por
injecdo de 5mL de PBS contendo 0,5% de citrato de sodio. Os abdomens foram
gentilmente massageados e a suspensao de ceélulas livre de sangue foi
cuidadosamente aspirada por uma seringa. Os lavados peritoneais foram colocados
em tubos plasticos e a contagem total de células foi imediatamente realizada em

camara de Neubauer.”

7224 Ensaio de edema em pata de camundongo induzido por

carragenina

Para este teste, os animais (n=5 por grupo) foram tratados com as substan-
cias-teste nas doses 100 umol/Kg (v.0.), veiculo - 1% de DMSO em salina (10
mL/Kg, v.0.) ou indometacina (100 umol/Kg, v.0.). Apos 1 hora dos pré-tratamentos,
foi induzido o edema de pata pela injecéo intraplantar de carragenina 2% em uma
das patas posteriores. Antes da administracdo da carragenina (hora basal), apos
uma, duas, trés e quatro horas da administracdo da carragenina, a pata teste do
animal foi imersa até a regido tibio-tarsica com o uso de um pletismémetro. O volu-

me do edema foi calculado pela diferenca entre os tempos medidos e a hora basal.®®
7.2.2.5 Analise estatistica
Os resultados obtidos foram analisados por analise de variancia de uma via

(ANOVA) seguida pelos pos-teste de Newman-Kells. Os resultados com p < 0.05

foram considerados estatisticamente significativos.
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8. Conclusdes

Uma nova série de compostos hibridos (série 29,) contemplando a
subunidade N-benzil-piperidinica do donepezil e a subunidade carbamato da
rivastigmina, relacionadas a acao anticolinesterasica, além da funcéo N-acilidrazona,
descrita como um importante biéforo anti-inflamatério, candidatos a farmacos
simbidticos, capazes de atuar como anticolinesterassicos e anti-inflamatorios na
Doenca de Alzheimer foi sintetizada a partir do 4-carboxi-benzaldeido e da 3-
hidroxipiperidina.

Todas as 21 acilidrazonas sintetizadas LFQM-54-58, LFQM-65-69, LFQM-72-
75, LFQM-77, LFQM-83-88, com substituintes —OH, -OAC ou —OCONEt na posicdo
3 da subunidade piperidinica foram avaliadas, quanto a capacidade inibitéria de
AChE, inicialmente na concentracdo 0,1 mM. Destas, 13 apresentaram inibicdo
acima de 50% e foram selecionadas para determinacdo das curvas dose-resposta e
poténcia inibitéria. Os derivados acilidrazénicos hidroxilados na subunidade
piperidinica apresentaram atividade inibitéria da AchE de 65 a 91% e ICs de 3,02 a
30,54 pM, sendo LFQM-57 (3,02 uM) a mais potente da série avaliada.

A atividade anti-inflamatoria das substancias LFQM-54, LFQM-56, LFQM-57,
LFQM-58, LFQM-65, LFQM-67 e LFQM-69 foi avaliada inicialmente no modelo de
hiperalgesia induzido por formalina, na dose Unica de 100 umol/kg. Na fase
inflamatoéria, as substancias LFQM-54, LFQM-55, LFQM-65, LFQM-67 e LFQM-69,
demonstraram propriedades anti-inflamatorias bastante evidentes e foram
selecionadas para avaliacdo nos modelos de peritonite induzida por LPS e edema
de pata induzido por carragenina que corroboraram uma possivel atividade anti-
inflamatoéria. As curvas de expressdo dose-resposta levaram a determinacdo dos
valores de ICsp das moléculas-teste, evidenciando que as mais potentes foram
LFQM-67 e LFQM-69, ambas com IC5p < 3 umolar.

LFQM-67 foi uma das substancias com maior poténcia anti-inflamatoria e a
segunda mais potente na inibicdo da AChE. Por outro lado, LFQM-69, que teve a
posicdo 3-piperidinica carbamoilada, foi extremamente potente no modelo
inflamatorio, mas perdeu atividade inibitéria da AChE. Estes resultados sugerem que

a subunidade piperidinica com um grupamento hidroxila livre na posicdo C-3 é
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fundamental farmacoforicamente para a atividade dupla anti-inflamatoria e
anticolinesterasica.

Além disso, este estudo permitiu a identificacdo também de um novo
candidato a proptotipo de farmaco anti-inflamatorio, LFQM-69, sem expressiva
propriedade anticolinesterasica e os derivados LFQM-74, LFQM-75 e LFQM-88, que
se mostraram potentes inibidores de AChE, ainda n&o foram avaliados em modelos
de inflamacdo, podendo contribuir para a identificacdo de outros candidatos com

perfil duplo inovadores.
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