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RESUMO

Este trabalho teve seu enfoque na sintese de analogos racionalmente planejados, inspirados na
estrutura do canabidiol (CBD), tendo as R- e S-carvonas como materiais de partida. Foram
sintetizadas, caracterizadas e avaliadas por estudos in silico e farmacolégicos 8 substancias
denominadas PQM-242 a PQM-249 com padrdo estrutural inédito. A andlise da atividade
sequestrante de radicais DPPH mostrou que as substancias apresentaram propriedades
antioxidantes semelhantes & quercetina e ao acido ascorbico, com destaque para PQM-247,
com Clso= 4,76uM e um bom perfil quelante de metais, especialmente para Zn?*. O estudo in
silico das propriedades ADME sugeriu que PQM-244, PQM-245, PQM-248 e PQM-249 tém
a possibilidade de ultrapassar a barreira hematoencefalica, gerando uma melhor atividade no
SNC, enquanto que o docking molecular mostrou que os compostos-alvo possuem uma boa
afinidade com os receptores canabinoides, especialmente com o receptor CB1, para o qual a
PQM-249 exibiu uma afinidade discretamente maior que o CBD. A avaliacdo farmacoldgica
in vitro mostrou que as substancias ndo séo citotoxicas, a excecdo de PQM-244 e PQM-247
que apresentaram valores de CCso de 2,92 e 7,95uM, respectivamente. Nos modelos de
atividade tipo-antidepressiva (teste de nado forcado e teste de suspensdo pela cauda) e tipo-
ansiolitica (teste de campo aberto e teste claro-escuro), as substancias ndo demonstraram efeito
ansiolitico. Entretanto, os resultados indicaram que elas atuam como antidepressivos na dose
de 100uM (10mg/Kg para o CBD) com destaque para PQM-249 que mostrou efeito

antidepressivo em ambos 0s ensaios.

Palavras-chave: Canabidiol. Canabinoides. Doencas neurodegenerativas. Antioxidante.

Antidepressiva.



ABSTRACT

This work focused on the synthesis of rationally drug designed, inspired by the structure of
canabidiol (CBD), with R and S-carvone as starting materials. Eight substances named PQM-
242 to PQM-249, with novel structural pattern, were synthesized, characterized and evaluated
by in silico and pharmacological models. The analysis of the scavenging activity of DPPH
radicals showed their antioxidant properties similar to quercetin and ascorbic acid, especially
for PQM-247 with ICso of 4.76uM and a good metal chelating activity, especially for Zn?*. The
in silico study suggested that PQM-244, PQM-245, PQM-248 and PQM-249 have adequate
ability for overcoming the blood brain barrier, leading to better CNS activity, whereas
molecular docking studies showed that the target-compounds have good affinities for
cannabinoid receptors, especially for CB1, for which PQM-249 exhibited an affinity slightly
greater than CBD. In vitro pharmacological evaluation showed that the target-substances are
not cytotoxic, except for PQM-244 and PQM-247, which exhibited CCsg values of 2.92 and
7.95 uM, respectively. In the antidepressive-type models (forced swimming test and tail
suspension test) and anxiolytic-type models (open field test and light-dark test), the substances
did not show an anxiolytic effect. However, they have been shown to act as antidepressants in
the dose of 100uM (10mg/kg for CBD), highlighting compound PQM-249 that showed

antidepressant effect in both tests.

Keywords: Cannabidiol. Cannabinoids. Neurodegenerative diseases. Antioxidant.

Antidepressant.
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1. INTRODUCAO

O primeiro uso documentado da Cannabis para fins terapéuticos aparece por volta de
2300 a.C., por um imperador chinés, que prescreveu a chu-ma (Cannabis fémea) para o
tratamento de constipacdo, gota, beribéri, maléria, reumatismo e problemas menstruais, sendo
classificada por ele como um dos Supremos Elixir da Imortalidade!. A busca por efeitos
terapéuticos a partir da Cannabis é estudado por cientistas hd mais de 50 anos e, nos ultimos 10
anos, ha uma nova fase de estudos que destacam componentes da maconha, como o A°-

tetraidrocanabinol (THC, 1) e canabidiol (CBD, 2, Figura 1) para uso como medicamentos 2.

Figura 1- Estruturas quimicas do A®-tetraidrocanabinol (THC,
1) e canabidiol (CBD, 2).
Fonte: Do Autor.

O CBD (2) e umas das substancias encontradas na Cannabis sativa, isolado pela
primeira vez em 1943 por Rogers Adams. Entretanto, somente em 1963 sua estrutura foi
completamente elucidada®, constituindo cerca de 40% nos extratos da Cannabis®. Na literatura,
ha relatos de cerca de 60 outros tipos de canabinoides identificados, além de outros compostos
ndo-canabinoides, totalizando cerca de 300 metabdlitos secundarios®®. O primeiro relato dos
efeitos anticonvulsivantes da canabis foi feito na Europa em meados do século XIX, dito como
sendo um anticonvulsivante do mais alto valor, e ter um poder laxante Gnico. Tais descricdes
informais levaram a estudos clinicos que mostram que CBD pode ajudar muitos pacientes a
permanecer quase livres de convulsfes, sem nenhuma toxicidade, deterioracdo comportamental
ou tolerancia.

Em suma a maconha ja foi utilizada para o tratamento de varias enfermidades, com
efeitos contra o glaucoma e dificuldades respiratorias, atuando ainda como antiemético,
antibiotico, antitumoral, antidepressivo e anti-inflamatorio®. Seus efeitos incluem também o
sistema nervoso central, ajudando a tratar doencas psiquiatricas e neurodegenerativas, como a

esquizofrenia, epilepsia, doenca de Parkinson e ansiedade’. O CBD, ao contrario do THC (1),
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tem caracteristicas de ser ndo-psicoativo, ndo causando alteracfes psicossensoriais, tendo baixa

toxicidade e alta tolerancia em humanos®.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

A seguir a revisdo bibliogréfica.

2.1 A PLANTA Cannabis sativa

A Cannabis é um arbusto originario da Asia, pertencente a familia das Cannabaceas, cujas
as espécies mais conhecidas sdo a Cannabis sativa e Cannabis indica (Figura 2). E uma planta
anual, dioica, cuja a espécie feminina difere da masculina, sendo que na planta fémea se
encontra a maior porcentagem de compostos psicoativos, na qual sdo produzidos na forma ativa
em pelos granulosos em forma de resina. Esta resina, ¢ conhecida como “haxixe” e possui mais

de 400 compostos quimicos, dentre 0s quais 0s mais conhecidos s3o os canabinoides®1°,

Figura 2 - llustracdo de aspectos morfolégicos da
Cannabis sativa e C. indica.
Fonte: Do Autor.

2.2 OS CANABINOIDES

Mais de 100 compostos terpeno-fendlicos foram identificados na resina de Cannabis, sendo
61 canabinoides com estruturas analogas, diferindo apenas na unidade terpénica, sendo
divididos em 10 grupos principais, incluindo produtos de degradacdo, precursores ou

subprodutos®!!., S3o eles o Canabigerol (CBG, 3), Canabicronemo (CBC, 4), A%-THC (5),
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Canabiciclol (CBL, 6), Canabielsoin (CBE, 7), Canabinol (CBN, 8), Canabinodiol (CBND, 9),
Canabitriol (CBT, 10), os quais tem suas estruturas demonstradas na Figura 3.

3 4 5 6
7 3 0
10

Figura 3 - Estrutura dos principais canabinoides encontrados na Cannabis.
Fonte: Do Autor.

Os compostos originalmente identificados no género Cannabis foram chamados
coletivamente de canabinoides, com efeitos associados aos receptores canabinoide de tipo 1 e
2 (CB1 e CB2), podendo ser classificados como i) endocanabinoides (Figura 4), de origem
natural ndo-vegetal, produzidos por estimulacéo fisiologica no organismo; ii) fitocanabinoides,
de origem vegetal (Figura 3); e, por fim, os iii) canabinoides sintéticos (Figura 6)°.
Independente da classe, os canabinoides possuem estruturas quimicas similares, contendo cerca
de 21 &omos de carbono®, porém sem um mecanismo e/ou local de agdo farmacoldgico
comum?2,

Os fitocanabinoides agem de forma indiscriminada na regido cerebral, nos receptores
CB1, causando efeitos complexos que sdo conhecidos como a “tétrade” de efeitos canabinoides:
analgesia, hipotermia, sedacdo e catalepsia, principalmente em doses altas®'®. Ja os
canabinoides enddgenos, produzidos fisiologicamente pelo cérebro, atuam de modo semelhante
ao THC, sendo derivados de acido graxos polinsaturados'®, sendo altamente lipofilicos com
baixa solubilidade em &gua'®. Os representantes mais bem descritos desta classe séo a
anandamida (AEA, 11) e o 2-araquidonoilglicerol (2-AG, 12)%®, sendo 11 o primeiro a ser
descoberto apds a caracterizagdo do receptor CB1-%°, Além destes, a noladina ou éter 2-
araquidonilglicerol (13)%°, virodamina (14) e a N-aracdonildopamina (15)%, também compdem
a familia dos eicosanoides?? (Figura 4), como os principais moduladores da fungéo sinaptica

(agonistas de CB1). Ao serem ativados no SNC, regulam varias funcGes neurais e
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comportamentais e, por meio da sinalizacdo retrograda, medeiam as formas de plasticidade a

curto e longo prazo, tanto nas sinapses excitatorias como nas inibitorias®2®

o
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- _ oH
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I

Figura 4 - Estruturas quimicas dos endocanabinoides:AEA (11), AG (12),
noladina (13), virodamina (14) e N-aracdonildopamina (15).
Fonte: Do Autor

De modo geral, os canabinoides sintéticos surgiram como farmacos de abuso,
compreendendo estruturas diversas, com farmacologia muitas vezes desconhecida,
representando um problema de saude publica. Podendo atuar como agonistas CB1 com alta
eficacia e com efeitos narcéticos, alucindgeno, depressor e dependéncia®*. Apesar de terem
sido utilizados como drogas de abuso, estes possibilitaram um direcionamento no SEC, devido
a utilizacdo de ligantes seletivos para CB1 e/ou CB2 com farmacoterapéutica aprimorada e
baixa toxidade, sendo entdo capazes de reduzir a receptacdo e degradacdo ou aumentar a sintese
de endocanabinoides®. Importante salientar que alguns analogos de canabinoides naturais e
seus metabdlitos, atuam como antagonistas de receptores canabinoides e moduladores do
sistema canabinoide enddgeno, sendo candidatos promissores para pesquisas clinicas e uso

terapéutico®.

2.3 SISTEMA ENDOCANABINOIDE (SEC)

Em 1988, foi identificado o receptor CB1, um receptor ativado pelo THC e analogos e,
em 1993, foi identificado o receptor CB2%°. A clonagem dos receptores endocanabinoides e a
descoberta dos ligantes enddgenos permitiu um avanco significativo na compreensao das bases
moleculares de seus papéis fisioldgicos e funcdes de sinalizacio?*?°. E demonstrado que 0 SEC

estd envolvido em multiplas fun¢Bes no organismo, incluindo alimentagdo (apetite), dor
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(analgesia), aprendizagem, memaria, neurogénese, metabolismo, estresse / ansiedade, sono por
termorregulacdo e funcdo das células imunes™*8, O SEC, como é mostrado na figura 5, é
constituido pelos receptores especificos CB1 e CB2, cuja ativacao por seus ligantes envolvem
uma variedade de enzimas, transportadores e outras proteinas relacionadas a sintese,
mobilizagéo e captacdo micromoléculas!®?®?’, Dentre estas, merecem destaque as enzimas para
biossintese N-acil-fosfatidiletanolamina-fosfolipase (NAPE) e diacilglicerol-lipase alfa
(DAGLa) e beta (DAGLP)?® e degradacdo dos endocanabinoides, tais como a hidrolase de
amida de acido graxo (FAAH) e a lipase de monoacilglicerol (MAGL)?°, bem como o
transportador de membrana anandamida (EMT), o qual facilita 0 movimento da AEA (3) pela
membrana celular®. A atividade do receptor canabinoide pode ser modulada diretamente pela
ligacdo do ligante ou, indiretamente, pela modulacdo dos niveis de endocanabinoides (p.e.,
inibicdo enzimatica)®2.

Uma vez sintetizados, os endocanabinoides séo rapidamente degradados; no entanto, até
agora apenas os dois endocanabinoides parecem desempenhar um papel relevante no
funcionamento do SEC, o 2-AG (12, agonista total CB1/CB2) e AEA (11, agonista parcial
CB1/CB2)**%9 salientando que estas moléculas variam em termos de afinidade com os

receptores-alvo, podendo haver seletividade ou especificidade na sua ativagio?.
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Figura 5 - Representacdo esquematica do sistema
endocanabinoides
Fonte: Fonseca, B.M.;2013?%°
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O SEC tem demonstrado ser fortemente ativo em varias condicdes®, sendo sugerido
como um sistema de sinalizacdo prd-homeostéatico e pleiotropico, ou seja, causa multiplos
efeitos no organismo, existindo uma ligacdo entre um desequilibrio no SEC e doencas
neurodegenerativas (na Doenca de Parkinson (DP) os niveis de 2-AG sdo mais elevados do que
em individuos saudaveis), bem como em doencas como obesidade, diabetes de disturbios do
sono?®. Este exerce funcBes importantes, como a liberagdo retrograda de neurotransmissores,
controle da excitabilidade neuronal e regulacdo de varias formas de plasticidade sinaptica®..
Diante de atividade neuronal excessiva, os endocanabinoides sdo gerados sob demanda®? nos
neurdnios pds-sinapticos e ndo sdo armazenados em vesiculas!®?L,

A ativacao dos receptores canabinoides afeta acGes de varios neurotransmissores como
a acetilcolina (ACh), dopamina, GABA, glutamato, serotonina (5-HT), noradrenalina e
opioides enddgenos *21%, Este pode suprimir ou aumentar a liberacio de neurotransmissores
dependendo de como a sinalizagdo do SEC ocorre, por exemplo a sinalizacdo via-astrocitos
com a ativacao de CB1 leva a liberagédo de glutamato que irdo atuar nos receptores NMDA (N-
metil-D-aspartato)*®?, Dependendo da regido cerebral em que os endocanabinoides s&o
produzidos, efeitos fisioldgicos muito diferentes sdo gerados, sendo os mais conhecidos, a
regulacdo de temperatura corporal (hipotdlamo), regulacéo do apetite (hipotalamo), reducéo do
limiar de dor (cortex) e modulagio de processos cognitivos (ganglio basal)®. Estes efeitos sdo

mediados por acdes agonistas ou antagonistas dos receptores CB1 e CB2%°,

2.3.1 Receptores endocanabinoides

Existem dois receptores primarios conhecidos como CB1 e CB2, o quais foram
identificados por meio de analogos de THC quimicamente modificados e marcados
radiotivamente'®. Estes, sdo receptores metabotropicos classicos, acoplados & proteina Gi?®=3
presente na membrana celular®* e a sua ativagdo leva a uma diminuigdo no nivel intracelular de
um segundo mensageiro, AMPc®®; estes se diferenciam na sequéncia de aminoacidos, em
mecanismos de sinalizacdo, distribuicdo e sensibilidade a certos ligantes que mostram marcada
seletividade para um ou outro tipo de receptor??. Ambos contém sete dominios
transmembranares abrangentes acoplados as proteinas Gio'®, negativamente a adenililciclase
(AC) e de forma positiva para proteinas quinases ativadas por mitdgeno (MAPKs)!*182% Qs
receptores canabinoides sdo encontrados em todo o organismo, com alta concentragdo no

SNC52 e sistema nervoso periférico (SNP).
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Os agonistas de receptores canabinoides séo classificados em 4 grupos de acordo com a
sua estrutura quimica. O primeiro é o “grupo canabinoide classico”, incluindo derivados
dibenzopirano como o THC (1, Figura 1); o segundo ¢é o “grupo canabinoide nio-classico”,
que consiste em anélogos biciclicos e triciclicos do THC que carecem de um anel pirano (p.e.
CP 55,244, 16); o terceiro € constituido de aminoalquilinddis (p.e. WIN 56,098, 17, Figura 6),
com estruturas que diferem bastante dos dois primeiros grupos e, por fim, o quarto grupo,
caracterizado pelos eicosanoides, que contém o &cido araquidénico e derivados, sendo que o
protétipo deste foi desenvolvido a partir da anandamida (11, Figura 4).%

HO

Figura 6 - Exemplos de estruturas dos agonistas de receptores canabinoides
CP 55,244 (16) e WIN 56,098 (17).
Fonte: Do Autor.

Existem também subtipos de receptores canabinoides e receptores vaniloides (TRPV),
que estdo envolvidos nas fungdes fisiologicas complexas do sistema canabinoide?!, além de
receptores de serotonina (5-HT14)*’, GPR55 e receptores nucleares da familia PPARs?37:38
que respondem pela coordenacdo motora, processamento de memdoria, controle do apetite,

modulagio da dor e neuroprotecéo®®.

2.3.1.1 O receptor CB1

Em 1990 foi identificado e clonado o receptor CB12°. No DNA e RNA humano contém
0 gene receptor para a codificagido de CB1 (CNR1'®), o qual se encontra no cromossomo 6, e
possui 472 ou 473 aminoécidos que o codificam®. E um receptor transmembranico que
converte estimulos extracelulares em vias de sinalizacéo intracelular a jusante*.

E o mais abundante GPCR encontrado no SN, sendo localizado no SNC e SNP nos
terminais pré-sinapticos, de forma heterogénea, sendo que as regides mais densas sdo cortex

cerebral, hipocampo, ganglios basais e cerebelo'®3536:3 o que reflete a importancia deste no
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controle motor, no processamento de memaria, na modulagio da dor®?, resposta emocional,
homeostase energética e funcdes cognitivas superiores, tendo sido encontrado pés-sinapse e na
glia, na regido pos-sindptica regulam a excitabilidade e plasticidade sinéptica atraves da
modulac&o de canais de K*™°, onde os neurdnios sdo hiperpolarizados, fechando canais de Ca?*
dependentes de tensdo e ativando canais de K8, produzindo os efeitos tipicos da maconha na
psique e na circulagdo!®?,

Os agonistas de CB1, sejam eles endocanabinoides ou fitocanabinoides, agem
provocando a liberagdo de neurotransmissores e diminuindo a excitacdo neural®'%2 O 2-AG
(12) atua como agonista de CB1, e AEA (11) como agonista parcial®*, a ligagdo por um agonista
no sitio ortostérico leva a efeitos psicomiméticos, a de um agonista inverso leva a perda de
apetite, enquanto que um antagonista gera efeitos depressores. Os receptores CB1
desempenham um papel importante na neuroprotecéo e o aumento do ténus endocanabinoide®
e diferentes ligantes ortostérico tem sido propostos como uma abordagem terapéutica para tratar

doencas neurodegenerativas (DP), epilepsia, ansiedade e depressio?®%,

2.3.1.2 O receptor CB2

Estruturalmente, existe um homologia de apenas 44% na estrutura priméria entre CB2
e CB1%, sendo aquele somente identificado em 19932°, o qual é codificado no cromossomo 1
pelo gene CNR2™1%, Sabe-se que a maior expressdo de CB2 no sistema imune € responsavel
pela modulagdo da liberagdo de citocinas inflamatdrias?*#°. No sistema imunoldgico as
linhagens de linfocitos que expressam CB2 sdo linfoide, mieloide e monocitica, incluindo
células B e T, mondcitos e macrofagos, células dendriticas, células de morte natural e
neutro6filos?®#; ja no SNC, ocorre em éreas especificas como a micrdglia e na regido pos-
sinaptica®!4.

A ativacdo de receptores CB2, parece mediar efeitos imunossupressores e
antinociceptivos?®?® e ndo acarreta em efeitos psicoativos como aqueles relacionados a
maconha??. Um estudo introduziu o SR 144528 (18, Figura 7) como o primeiro antagonista,
altamente potente, seletivo e oralmente ativo para o receptor CB2, com uma seletividade
CB2/CB1 de 700 vezes*?. Estudos mais recentes tém apontado agonistas CB2 especificos como
possiveis candidatos a farmacos eficazes para o tratamento de inflamacéo e dor, especialmente
dor neuropédtica, além destes receptores serem possiveis alvos para doencas

neurodegenerativas®.
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o /

18

Figura 7 - Estrutura quimica de SR
144528 (18), um antagonista
de CB2.

Fonte: Do Autor

2.4 O CANABIDIOL

O CBD (2) é um fitocanabinoide ndo-psicomimético, derivado de C. sativa®®3?
encontrado em pélos glandulares?®, que teve sua estrutura elucidada na década de 60, por
Raphael Mechoulam e colaboradores*. E um composto terpeno-fenélico, com 21 atomos de
carbono®®, podendo constituir até 40% dos extratos da planta*®. O isdmero encontrado
naturalmente é o (-)—canabidiol®. O CBD (2) tem uma conformacio onde 0s seus anéis
possuem mais ou menos um angulo reto, diferentemente do THC (1) que possui uma
configuracéo planar® (Figura 8). As diferencas estruturais entre CBD e THC sio determinantes
para que assumam conformacgdes bastante distintas, respondendo por distintas possiveis
interacdes, em natureza e magnitude, com os receptores canabinoides. Desta forma, é explicado
por que CBD n#o se liga de forma efetiva ao CB1, por ser restrito estericamente®?® e, portanto,
ndo produz a tétrade dos efeitos canabinoides™®?’, ou seja, ndo causa efeitos psicomiméticos e
ansiogénicos nem induz a dependéncia pelo uso repetido, tendo entdo um melhor perfil de
seguranca em relagdo a outros canbinoides*’. Sendo que sua agdo estd associada a CB2,
podendo atuar como modulador alostérico negativo, ou seja, ele diminui a afinidade/eficacia do

ligante ortostérico®.
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Figura 8 - Aspectos conformacionais do THC: (direita) e do CBD
(esquerda).
Fonte: Do Autor.

E um produto lipossoltvel, sintetizado a partir de precursores de acidos graxos no
organismo*?4%, e metabolizado pelo figado gerando os metabolitos 7-hidroxicanabidiol (19) e
7—carboxicanabidiol (20)'**8 (Figura 9). As concentracdes de 1 e 2 na Cannabis podem variar
muito, devido as variedade utilizada, plantas-clones, clima, solo, patdgenos e outros fatores®, o

que justifica a preocupacdo com fito-preparacdes, visto que 0s extratos utilizados ndo possuem
um padrao.

Figura 9 - Estrutura dos metabélitos 7-hidroxicanabidiol (19) e 7-
carboxicanabidiol (20).
Fonte: Do Autor.

O CBD (2) tem propriedades antioxidantes que dependem da sua estrutura quimica.
Também mostra efeitos neuroprotetores que aumentam a viabilidade celular, além de atuar
como anti-inflamatérios, anticonvulsivante, antioxidante, antiemético, ansiolitico,
antidepressivo*®, possui baixa toxicidade e alta tolerabilidade em seres humanos e outras

espécies®3*  portanto, um candidato potencial para o tratamento de processos
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neuroinflamatdrios, epilepsia, lesdes oxidativas, vOmitos e nauseas, ansiedade e
esquizofrenial®3/°0,

Com base nas suas propriedades anticonvulsivantes foi utilizado como alternativa para
o tratamento de epilepsia e para o tratamento de distirbios do sono?®!, além de ser sugerido
como agente terapéutico para tratamento de desordem neuroldgicas oxidativas®?. Outros
estudos comportamentais e neuroquimicos sugerem que o CBD tem um perfil farmacolégico
semelhante ao dos antipsicoticos atipicos*®47-50:53,

Diante deste contexto, os resultados ja disponiveis fortalecem a necessidade de avangos
e investimentos em pesquisa nesta area, buscando um melhor entendimento do SEC, na busca
por novos canabinoides naturais e sintéticos, visando sua aplicagdo clinica e ampliacdo do

arsenal terapéutico disponivel em doencas psiquicas e neurodegenerativas.

2.4.1 Acéo do canabidiol no organismo

O CBD (2), apesar de ser um constituinte da Cannabis, é desprovido dos efeitos tipicos
da planta, diferentemente do THC que induz a ansiedade e efeitos psicoticos, sendo o principal
ingrediente psicoativo®®. O mecanismo de a¢do do CBD ainda ndo esta totalmente elucidado®,
sendo provavel que ele ndo tenha receptores tdo especificos como o THC??, podendo modular
varios receptores concomitantemente, motivo pelo qual tem sido descrito como um potencial
candidato a farmaco multialvo3**®,

Estudos sugerem que o CBD possa atuar no organismo como modulador do THC®S,
Apesar de sua baixa afinidade com CB1°*, este possui uma agdo antagonista neste receptor,
enquanto que o THC é um agonista parcial®>*°® e inibi alguns efeitos causados pelo THC como;
intoxicagdo, sedacio e taquicardia e preserva suas ages benéficas*’. Outro estudo demonstra
que o CBD se comporta como um modulador alostérico de CB1, por meio do qual sdo
explicados os efeitos causados in vivo®. Em contrapartida, é dito como um agonista inverso de
CB2 podendo contribuir com as propriedades anti-inflamatérias?>?°, apresenta também efeitos
ansioliticos e/ou antipsicoticos*®¢*’.Além de possuir propriedades analgésicas, antieméticas e
anticancerigenas®®, afeta também a plasticidade sinaptica e facilita a neurogénese®.

Outros receptores também podem ser modulados pelo CBD, incluindo receptores de
potencial transiente®® (TRPV1, TRPV2, TRPA1 e TRPMS8) onde atua como agonista o que
explica os efeitos antipsicoticos e as curvas dose-resposta em forma de sino®®, receptor 6rfio

ligado a proteina G (GPR55), receptor serotoninérgico (5-HT1a), e receptores gama ativado
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pelo proliferador de peroxissomo (PPARy)!!212° Além disso inibi a captagdo sinaptica de
noradrenalina, GABA, adenosina e dopamina e estimular a atividade de receptores de glicina
a3 e al®. A ativacio de cada um desses receptores (Figura 10) é dependente da concentragéo
de CBD, cujo efeito podera ser de inibicdo/bloqueio ou aumento da atividade de alguns tipos
de receptores®,
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Figura 10 - Possiveis mecanismos responsaveis pelo efeito neuroprotetor do
canabidiol.
Fonte: Adaptado da ref. Pop, E.,1999.%

A estimulacdo de TRPV1 pelo CBD tem um efeito maximo de eficacia semelhante ao
da capsaicina'®'®, além de inibir a captacdo e hidrdlise de AEA, aumentando assim a sua
concentracdo na biofase??. A capacidade do CBD de inibir a FAAH, enzima que catalisa a
degradacio da AEA?, tem sido sugerida como um possivel mecanismo para explicar 0s seus
efeitos antipsicoticos®® e antidepressivos em modelos animais®®, aumentando assim a ac&o
destas moléculas enddgenas nos receptores canabinoides®’, ou seja, a manipulagdo dos niveis
de AEA e o bloqueio de TRPV1 representam uma nova estratégia para o desenvolvimento de
farmacos antidepressivos®®. Visto que, TRPV1 pode estar envolvido na mediagdo de respostas
ao estresse favorecendo a acio de antidepressivos®?.

E demonstrado que o efeito antidepressivo e ansiolitico causado pelo CBD é
dependente dos niveis de serotonina, a qual desempenha um papel importante na regulacao
emocional, resposta ao estresse e neurobiologia da depressdo®?, ocorrendo uma facilitagdo da
neurotransmissdo mediada pelo 5HT1,*°°, através da modulagdo alostérica deste receptor®’. O

CBD exerce controle dindmico sobre Ca?* intracelular, induzindo uma mudanca bidirecional
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no nivel deste ion intracelular que depende da excitabilidade celular. Em condic6es fisioldgicas
normais de Ca?*, o CBD aumenta ligeiramente Ca?"* intracelular, enquanto que condicOes de
alta excitabilidade exerce efeito oposto. Como um antagonista GPR55, o CBD reduz a liberacéo
de glutamato, sugerindo um potencial mecanismo anticonvulsivo®?.

O CBD exerce seus efeitos neuroprotetores através das suas propriedades antioxidantes,
sendo superior ao a-tocoferol e ascorbato, diminuindo os danos neurais causados pela BA (B-
amiloide) e neurotoxicidade causada pelos receptores NMDA, ocorrendo através de PPARy e
pela ubiquitinacio da APP (Proteina precursora amiloide)*’®. O estudo dos efeitos do CBD
dose-dependentes sugerem que a dose é um fator crucial na atividade e em sua aplicacéo, o que
pode, pelo menos em parte, explicar seus efeitos variados em decorréncia da possibilidade de

atuacdo por miltiplos mecanismos de agdo?.

2.5DOENCAS DO SISTEMA NERVOSO CENTRAL (SNC) QUE PODEM SER
TRATADAS POR CBD.

Disturbios neuropsiquiatricos sao condi¢cbes médicas complexas que afetam milhdes de
pessoas em todo 0 mundo, sendo uma das causas mais comuns de incapacidade®. Atualmente,
é geralmente aceito que muitos sintomas neuropsiquiatricos manifestam-se nos estagios iniciais
da doenca neurodegenerativa e, em muitos casos, sdo considerados indicadores prodromicos®®,
estes podem resultar de mudancas neuroplasticas significativas que levam a novos pontos de
referéncia da funcdo cerebral, por exemplo alterag6es induzidas pelo estresse e diminuicdo da
neurogenese®’.

A atividade neuronal intensa € um pré-requisito para a funcdo cerebral adequada.
Entretanto, a atividade neuronal excessiva pode comprometer neurénios individuais, redes
neuronais inteiras e até mesmo a vida do organismo. Portanto, o cérebro precisa estar protegido
quando ha anormalidades fisiologicas e hiperatividade, existindo assim um equilibrio ténue
entre a comunicagdo excitatoria e inibitdria entre os neurdnios®2. Um outro fator importante,
que sustenta a complexidade associada as doencas neurodegenerativas e quadros psicoticos é
gue uma Unica doenca neuroldgica pode estar associada a multiplos quadros psiquiatricos e com

o envolvimento de miltiplos alvos moleculares®®.

2.5.1 Epilepsia
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A ocorréncia de epilepsia na populagdo mundial é de cerca de 1% 2. Os neur6nios
trocam intensamente informagdes entre si usando tanto neurotransmissores inibitorios, quanto
excitatorios, existindo um equilibrio entre eles. Quando este é perturbado, a intensidade da
transmissdo excitatdria pode exceder a um limiar fisioldégico e convulsGes epilépticas podem
ocorrer®?. Nesta situacdo, ocorrem intensas descargas elétricas no cérebro que ndo podem ser
controladas pela propria pessoa, causando o0s sintomas caracteristicos de movimentos
descontrolados do corpo®’. Dependendo do individuo e da gravidade da disfungdo neuroldgica,
podem ocorrer de crises mais graves, também chamadas de grand mal, onde se tem convulsdes
musculares por todo o corpo, até crises mais leves que levam somente a um lapso de
consciéncia, que duram apenas alguns segundos, chamadas de petit mal. Neste caso, o0 efeito
em longo prazo devido a atividade neuronal excessiva pode levar a degeneragdo de neurdnios®2.

O termo "convulsdes” descreve uma alteracdo excessiva e paroxistica na atividade
eléetrica de um grupo de neurénios. A epileptogénese (periodo de laténcia) refere-se a uma
cascata pouco conhecida de eventos que gradualmente transmuta um cérebro ndo-epiléptico em
um que desencadeia convulsdes espontaneas®®. Esta doenca neuroldgica ndo tem cura, mas pode
ser controlada com medicamentos. Qualquer pessoa pode ter uma crise epilética em algum
momento da vida, podendo ser causada por um traumatismo craniano, doengas como meningite,
ou consumo excessivo de alcool®”. O tratamento é feito com medicamentos anticonvulsionantes
como fenobarbital, fenitoina, valproato ou carbamazepina que irdo restaurar a funcéo cerebral
e diminuir a duracdo das crises epiléticas®®, ao passo que ndo possuem caracteristicas
antiepileptogénicas ou modificadoras da doenca®®.

A utilizacdo de Cannabis e seus derivados € um tipo de tratamento alternativo, que tem
despertado um grande interesse na comunidade cientifica mundial nos ultimos anos, com
grande impacto social. Considerando que cerca de 40% dos adultos epilépticos usam ou usaram
medicina complementar e alternativa (CAM) como consequéncia da falta de eficacia da
terapéutica convencional padrdo, além de seus efeitos colaterais ou outros fatores, como o
acesso a medicacdo®. O sistema endocanabinoide tem sido estudado em animais, como um
potencial alvo para o desenvolvimento de farmacos antiepiléticos®. O CBD tem sido
investigado como anticonvulsionante e, ao contrario dos anticonvulsionantes clinicamente
utilizados, ndo exibe efeitos neurotdxicos ou motores secundarios!34°1,

O primeiro relato do uso de CBD no tratamento de convulsdo foi publicado em 1843,
pelo médico irlandés William Brook O’Shaughnessy, para tratar uma menina indiana recém-
nascida que sofria de graves de convulsdes’. Foi demonstrado que o CBD reduz a gravidade

da crise e a letalidade em modelo in vivo®, sugerindo a necessidade de um estudo mais
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aprofundado, uma vez que, possivelmente, os efeitos anticonvulsivantes do CBD surjam por
mecanismos independentes de receptores canabinoides®. O CBD demonstra efeito
anticonvulsivante em muitos modelos animais agudos, mas h& dados limitados em modelos
cronicos®. Os mecanismos antiepilépticos do CBD ndo sdo conhecidos, mas podem incluir
efeitos no transportador nucleosidico equilibrante, no receptor 6rfio GPR55 acoplado a
proteina G, modulagdo de TRPV1, 5-HTla e de glicina a3 e al3. A liberagio de
endocanabinoides evita a neurotoxicidade induzida pela convulsdo e, portanto, a atividade
epileptiforme desencadeia uma liberacdo neuroprotetora por demanda de endocanabinoides (ou
aumenta 0s niveis de endocanabinoides numa via a jusante ndo relacionada com a
neuroprotecéo)*!.

Atualmente, uma atencdo especial tem sido dedicada a pacientes com sindrome de
Dravet (SD) e sindrome de Lennox-Gasteuat (SLG), uma vez que sdo considerados bons
candidatos em potencial para um estudo com CBD, dada a necessidade de terapias mais eficazes
e melhor toleradas para estas epilepsias®. A SD é uma forma epiléptica rara que inicia-se no
primeiro ano de vida e se perpetua pelo resto da vida com convulsdes frequentes e prolongadas
levando a atrasos comportamentais e de desenvolvimento®. A SLG também tem seu
aparecimento na primeira infancia sendo caracterizada por uma triade de sinais, que inclui
multiplos tipos de crises, comprometimento cognitivo de moderado a grave e um EEG anormal
de complexos de ondas e espiculas lentas’", sendo fisicamente perigosa devido a diversas
quedas e lesdes que comprometem a qualidade de vida, sendo que a recuperacéo completa livre
de convulses e desenvolvimento normal é incomum’. Os EUA, através do FDA (Food and
Drug Administration) aprovaram o uso do Epiodiolex (GW Pharmaceutical) que € uma solugédo
oral a base de canabidiol para o tratamento das SD e SDL para pacientes acima de 2 anos de

idade, sendo o primeiro medicamento em uma nova categoria de drogas antiepilépticas’> "4,

2.5.2 Esquizofrenia

A esquizofrenia é uma disfuncdo cerebral, com alteracdes muito caracteristicas de certas
estruturas do cérebro, tais como o estriado, o hipocampo e o cortex pré-frontal’”®. E um dos
distirbios psiquiatricos mais complexos e, possivelmente, um dos menos compreendidos®?,
com incidéncia tipica no inicio da idade adulta ou no final da adolescéncia’, causando delirios,
alucinagdes e distirbios cognitivos®®. Desde a introducdo da nova geracdo de antipsicoticos

atipicos na década de 1990, poucas opgdes clinicamente significativas de tratamento novo para
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a esquizofrenia emergiram apesar de uma necessidade persistente'*, devido a mesma ser uma
doenca incapacitante e multidimensional . Os pacientes sdo susceptiveis a experimentar trés
categorias de sintomas: positivo (alucinagdes, ilusdo, disturbios de pensamento e distdrbios do
movimento), negativos (flat affect, anedonia, apatia, alogia, falta de socialidade, avoli¢do) e
sintomas cognitivos, principalmente atencdo e déficits de memoéria®. Os antipsicoticos atuais
séo parcialmente eficazes contra sintomas positivos, mas ndo tratam com sucesso 0s sintomas
negativos®*. Cerca de 35% dos esquizofrénicos sofrem de depressio que compromete sua
qualidade de vida e aumenta o risco de suicidio®.

As principais hipoOteses para a instalacdo e progressdo desta neuropatologia sdo as
chamadas teorias dopaminérgicas e glutamatérgicas. A primeira explica 0s sintomas positivos,
como consequéncia da alteracdo dos niveis de dopamina e de seu sistema de recaptacdo,
enquanto que a segunda parece explicar os sintomas positivos, negativos e cognitivos®. Os
farmacos disponiveis na terapéutica atual, atuam primariamente no bloqueio dos receptores
dopaminérgicos do subtipo D2 mesolimbico e mesocortical (D2R), um mecanismo que nao é
entendido para tratar a causa subjacente ou distirbio neuroquimico®**°. Os farmacos
antipsicoticos tipicos (p.e. haloperidol (21)) exibem elevada afinidade nos receptores D2,
induzindo a efeitos motores secundarios (p.e. tremores), enquanto que 0s antipsicoticos atipicos
(p.e. clozapina (22, Figura 11) sdo terapeuticamente eficazes ndo exibindo nenhum efeito
secundario*®. O CBD ¢ comparavel ao haloperidol (21) em termos de reducéo da hipotonoragéo
induzida pela apomorfina, porém desprovido de efeitos colaterais extrapiramidais, mesmo em
altas doses'®*°. Dada & necessidade de reduzir os efeitos colaterais dos antipsicoticos comerciais
e contornar sua baixa eficacia em alguns sintomas esquizofrénicos, os canabinoides tém sido
sugeridos como um possivel tratamento alternativo para a esquizofrenia®®°3,
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Figura 11 - Estruturas de alguns exemplos de farmacos
antipsicoticos: haloperidol (21) e clozapina (22).
Fonte: Do Autor
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Em contraponto, varios canabinoides tém demonstrado um grande potencial terapéutico
em diversos sintomas psiquiatricos®, com destaqgue ao CBD. Em modelos animais
farmacoldgicos, genéticos e de desenvolvimento neuroldgico, além de estudos clinicos e pré-
clinicos tem demonstrado uma eficacia significativa para o tratamento da esquizofrenia*>°. A
primeira vez que o CBD foi testado para uso terapéutico de CBD em paciente esquizofrénico
em 1995, num individuo que ndo respondia ao tratamento convencional, sendo administrada
uma dose de 1500 mg/dia (v.0.) por 4 semanas, com uma melhora significativa durante o
tratamento, com declinio apds sua interrupcao?.

O CBD atenua a hiperlocomogéo induzida por psicoestimulantes, diminui o gatilho
sensomotor, déficits na funcdo cognitiva e diminuicdo da interacdo social, 0os quais sdo
anormalidades comportamentais*’. Em estudos de ressonancia magnética funcional (RMIf), o
CBD demonstrou alterar a funcdo cerebral nas areas limbica e neocortical, justamente as que
apresentam anormalidades na esquizofrenia®*. Os dados disponiveis sugerem que a
esquizofrenia esta associada a expressdo de receptores de canabinoides em diferentes areas do
cérebro, além de uma série de estudos investigando o impacto dos polimorfismos do gene
CNR1, codificando para o receptor CB1, sobre o risco de desenvolver doenca psicéticalt. O
foco atual dos estudos da acdo do CBD tem sido direcionado, principalmente, no combate aos
sintomas positivos e negativos da esquizofrenia, sendo deixado de lado os sintomas cognitivos,
o qual os antipsicoticos atuais ndo tem grande eficacia®®, um estudo realizado pela GW
Pharmaceutical com 88 pacientes esquizofrénicos mostrou alivio dos sintomas psicoticos, além
de melhoras os sintomas negativos e cognitivos*”’’. O CBD é ativo tanto em modelos
dopaminérgicos laboratoriais, quanto em modelos glutamatérgicos de esquizofrenia,
ressaltando que a prevaléncia de psicose gerada pelo uso da maconha é menor quando esta
contém maiores teores de CBD**. Vale ressaltar que os mecanismos pelo qual CBD exerce
efeitos antipsicoticos ndo séo esclarecidos, podendo estar relacionados ao aumento de AEA, ou

envolver neurdnios GABA positivos®’.

2.5.3 Doenca de Parkinson (DP)

A doenca de Parkinson (DP) é um transtorno neurodegenerativo progressivo,
incapacitante e sem cura até o0 momento. Os medicamentos existentes para o tratamento apenas
atenuam os sintomas, ndo alterando o curso ou a progressao de doencas subjacentes, tendo entdo

grande impacto socioecondmico por esta estar relacionada com a maior expectativa de vida’®.
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Um terco dos doentes, tem psicose devido a DP, particularmente nas fases mais avancadas da
doenca’.

Sua sintomatologia inclui tremores involuntérios, braquidinesia, instabilidade postural
e rigidez, evoluindo para incontinéncia, incapacidade funcional e morte 8, como consequéncia
da degeneracio de neurdnios dopaminérgicos®® na substancia negra, devido ao estresse
oxidativo 8. A vulnerabilidade seletiva neurodegenerativa pode ser ocasionada pela excito
toxidade devido ao aumento da concentracdo de glutamato no cérebro; o qual medeia
transmissdo sindptica excitatoria répida no cérebro de mamiferos. Quando o Glu é
excessivamente liberado ou acumulado no tecido cerebral, leva a morte celular excito toxica,
por permitir um influxo de Ca* nos receptores de NMDA (¢ um canal iénico permeével ao
calcio com importantes fungdes na fisiologia e patologia do cérebro) que pode ativar 0s
processos neurodegenerativos dentro dos neurénios, podendo estar envolvido no processo de
aprendizado e memoria’®82, A MPP +, um metabdlito da MPTP, é uma neurotoxina relevante
para a DP, pois esta é absorvida pelos neurénios dopaminérgicos induzindo a morte celular®?.
A degeneracdo neuronal pode ocorrer por um processo multifatorial, com a interagéo de fatores
genéticos e ambientais '8

Atualmente sdo ministrados grande nimero de agentes de varias classes farmacoldgicas
que, quando habilmente aplicadas, conduzem em geral a um dramatico impacto na melhoria da
capacidade funcional e da duragio da vida ® de pacientes com DP. O Unico farmaco
antipsicotico com reais beneficios a DP é a clozapina (22 — Figura 11), por ndo causar
agravamento motor, entretanto pode causar efeitos colaterais inaceitaveis cardiovasculares e
neurolégicas ", sendo que antipsicoticos atipicos ndo devem ser utilizados devido a efeitos
motores extrapiramidais %°. A memantina tem sido utilizada como um antagonista ndo
competitivo de NMDA, gerando poucos efeitos secundarios obtendo-se uma vantagem
terapéutica contra a neurotoxicidade mediada por este receptor 8. Existem técnicas terapéuticas
ndo farmacoldgicas que tem exercido efeitos positivos ho humor, quanto no comprometimento
cognitivo, sendo elas; estimulacio magnética transcraniana repetitiva e terapia
eletroconvulsiva, as quais ainda devem passar por um estudo a longo prazo para serem tidas
como préticas de rotina®.

Alguns medicamentos e preparacdes a base de canabinoides tem sido propostos como
terapia a DP, atuando como neuroprotetores na substancia negra, evitando a morte neuronal
causada por diferentes estimulos citotoxicos em modelos experimentais de DP®. O CBD pode
facilmente atravessar a barreira hematoencefélica e exercer seus efeitos benéficos sobre o

cérebro®. A acéo antioxidante do CBD pode ser responsavel por seu efeito neuroprotetor, por
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reduzir a toxicidade do glutamato mediada por receptores NMDA, sendo mais protetor que o
ascorbato e a-tocoferol?>°°, protegendo a degeneracéo dos neurdnios dopaminérgicos no nigro-
estriatal’®. A capacidade de ativar receptores CB2 e, por sua vez, bloquear os receptores CB1
pode servir para aliviar os sintomas parkisonianos e deter ou retardar a neurodegeneraco®’.

A despeito dos esforcos dedicados aos estudos farmacodindmicos e farmacocinéticos do
CBD e dos avancos ja obtidos, seu mecanismo de acdo em geral, e particularmente na DP,
permanece obscuro®’. Em um estudo piloto aberto com 6 pacientes que possuiam psicose
relacionada a DP, foi avaliado a eficécia, tolerabilidade e seguranca da administracdo do CBD
em doses flexiveis (iniciando com 150mg/dia) por 4 semanas, ndo tendo nenhum efeito adverso
durante o tratamento, sugerindo que o mesmo ¢ bem tolerado, tem eficacia e seguranca . Num
estudo recente, envolvendo 21 pessoas portadoras da DP, sem comorbidade psiquiatrica,
realizado na Universidade Estadual de Sdo Paulo (USP), em Ribeirdo Preto - SP, demonstrou
um possivel efeito do CBD na melhoria de qualidade de vida dos pacientes, quando tratados
com 300 mg/dia de CBD durante 6 semanas®’. Um estudo utilizando células PC12 e a
neurotoxina MPP+ mostrou que o CBD protege contra a morte celular e a perda de neurites
induzida por MPP+ 8,

2.5.4 Doenca de Alzheimer (DA)

A doenca de Alzheimer é a forma mais comum de deméncia, sendo que a idade é um
dos principais fatores de risco'?®. Foi descoberta por Alois Alzheimer, o qual acompanhou o
caso de uma paciente internada no Hospital de Psiquiatrico de Frankfurt até a sua morte, sendo
estudado morfologicamente e histologicamente o cérebro da mesma caracterizando assim a
doenca®.

E uma desordem neurodegenerativa multifatorial, devido a degradacdo de neurdnios
colinérgicos em muitas areas do SNC acompanhada de dramatica reducdo de
neurotransmissores®’, além de outras vias estarem alteradas levando ao processamento de
energia primaria, danos devido ao estresse oxidativo e inflamagio®®, sendo associada com a
deterioracdo cognitiva progressiva, levando a alteracdo comportamental, da cognicdo e
memoria, aprendizado, perda de consciéncia, incapacidade funcional e morte, sendo um dos
grandes desafios em satide publica deste século®8°,

A DA pode ser dita como precoce ou tardia, sendo que a precoce manifesta-se antes dos

60 anos, evolui rapidamente, e esté relacionada a fatores genéticos (transmissdao mendeliana



39

autossdmica dominante, mutagio do gene APP* e preselininas (PSEN 1 e PSEN 2%°) estresse
oxidativo®®. A tardia ocorre ap6s os 60 anos esta associada ao aumento da predisposicdo para a
formacéo de placas senis e de emaranhados neurofibrilares no cérebro, com perdas de neurdnios
colinérgicos, reducio de massa encefalica, dentre outras alteracdes do SNC &%
Aproximadamente 95% dos pacientes sofrem com a DA tardia, no entanto a forma precoce é
mais grave do que o0 anterior e esta associada a uma taxa mais rapida de progressédo, mostrando-
se clinicamente indistinguiveis®®. A doenca possui trés fases sintomatoldgicas distintas,
iniciando por lapsos esporadicos de memoria, em seguida o paciente passa demonstrar
esquecimento de detalhes de eventos diarios e de sua vida passada, e por Ultimo passa a
depender de cuidados permanentes, com dificuldade em se comunicar e reconhecer familiares,
tornando-se incapaz de realizar atividades basicas como alimentag&o e higiene pessoal &'.

A fisiopatologia da DA esta amplamente relacionado ao estresse oxidativo neuronal e a
instalacio de um processo neuroinflamatorio?. Existem hoje varias hipdteses pelas quais
ocorrema DA. A primeira, e mais antiga, € a hipdtese colinérgica, dada a importancia da fungéo
colinérgica no aprendizado e memoria; ocorre a diminuicdo na concentracdo da colina
acetiltransferase (AChT), enzima responsavel pela sintese da acetilcolina (ACh) 2.

A segunda é a hipotese glutamatérgica; onde o glutamato, um neurotransmissor que
medeia a transmissao sindptica excitatoria rapida, a sua hiperestimulacdo pode resultar em
danos neuronais, excito toxidade, a qual leva em Ultima instancia a sobrecarga de célcio
neuronal e tem sido implicada em distirbios neurodegenerativos, este estimula uma série de
receptores pos-sinapticos, incluindo o receptor NMDA, que tem sido particularmente implicado
nos processos de memaria, deméncia °*-%,

A terceira hipdtese € a da cascata amiloide, onde ha a acumulacdo extracelular macica
de agregados BA sendo este considerado um evento crucial da doenca %, estes fragmentos com
39-43 aminoacidos sao liberados a partir da APP através da agdo de a- e y — secretases tornando
0s neurdnios vulnerdveis a excito toxidade e apoptose por uma ruptura da homeostase
intracelular de Ca?*, além de fatores neurotdxicos como espécies reativas de oxigénio (ERO),
de nitrogénio [ERN — ex. 6xido nitrico (NO)] e citocinas, onde o hipocampo, amigdala e cortex
cerebral sdo os mais vulneraveis 89991 A hiperfosforilagdo da proteina TAU; cuja funcio é
estabilizar os micro tabulos dos ax6nios, estruturas responsaveis pela formacédo e manutencéo
dos contatos interneuronais®’; resulta na desagregacdo da estrutura dos micro tubulos, com
liberacdo intracelular de fragmentos proteicos que, por serem insoluveis, formam emaranhados
e depdsitos neurofibrilares alterando a comunicagdo interneuronal®® e corroborando para a

neuroinflamacédo e degeneracdo, caracteristicas patologica da doenca.
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Atualmente existem cerca de 50 tratamentos para a DA e sua eficacia e seguranca estéo
sendo testadas, incluindo drogas que podem remover placas, imunoterapia com anticorpos BA,
anti-inflamatérios ndo esteroides e estatinas °*. O haloperidol (21 — Figura 11) é um
neuroléptico tipico, que pode controlar a agressdo de pacientes com DA, porém seu uso ndo é
recomendado para outros sintomas devido a efeitos colaterais graves, ja 0s neurolépticos
atipicos (p.e. olanzapina, 22 — Figura 12) sdo extensivamente usados, por causar menos reacoes

adversas, e melhorando sintomas psicoldgicos e comportamentais®.

Iz

22

Figura 12 - Estrutura quimica
da olanzapina (22)
Fonte: Do Autor.

O SEC ganhou muita atencdo como um novo potencial alvo farmacoterapéutico em
varias doencas neurodegenerativas, incluindo DA. Estudos recentes apontam que 0 uso de
canabinoides pode levar a reducdo do estresse oxidativo, da neuroinflamacdo e da apoptose
causada por BA, promovendo mecanismos de reparagdo intrinsecos do cérebro %%, no entanto,
a associacao entre as alteracdes CB1 e o desenvolvimento da neuropatologia DA é pouco clara
e muitas vezes contraditoria, sendo que existem evidéncias que perturbacdes no SEC podem
ser um fator de risco ou um biomarcador da DA%, Os agonistas especificos de CB2, tem sido
estudados, pois este receptor ndo causa efeitos psicoativos, sendo que sua atividade esta
implicada na reducédo de moléculas pro-inflamatérias em resposta a estimulos prejudiciais e no
controle da sobrevivéncia neural 8. A producdo de eicosanoides é um pré-requisito para a
inflamacdo e PLA>s (fosfolipase A2) sdo enzimas-chave que iniciam a cascata de &cido
araquidénico (AA), levando a geracao de multiplos produtos eicosanoides durante a inflamacéo
aguda e cronica®.

Westlake e cols. (1994) investigaram a ligacdo in vitro de um canabinoide sintético
([*H] CP 55,940) em cérebros humanos post-mortem, normal (n=3), com DA (n=5) e outras

formas de patologia cortical (n=5), demonstrando que houve uma redugéo de 37 - 45% no
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hipocampo, 49% no caudado, e 20 — 24% na substancia negra e globus pallidus em cérebros
com DA. Um estudo demonstrou que a expressdo de CB1 no RNAm est4 alterada em ratos
transgénicos (3xTg DA) em zonas cerebrais particularmente envolvidas em processos de
aprendizagem e memdria e onde o impacto da neuropatologia DA é mais proeminente 3.
Também é demonstrado que o receptor CB2 esta envolvido na neuropatologia da doenca. Um
estudo com camundongos amiloides transgénicos (J20 CNR2 — com o receptor intacto e sem o
receptor) mostrou que o receptor CB2 esta envolvido tanto na reducdo da patologia da placa
amiloide na DA como também no apoio ao potencial de terapias canabinoides para reduzir a
BA %9, Outro estudo envolvendo um agonista especifico de CB2 (JW 133) em camundongos
transgénicos (BAPP/PS1) é capaz de melhorar 0s sintomas cognitivos em um modelo
experimental de DA, reduzindo a inflamagdo, estresse oxidativo respostas BA, atividade
GSK3p, e hiperfosforilagio tau em torno das placas BA. . Esposito e cols. demonstraram que
0 CBD inibe a hiperfosforilagéo da proteina TAU em células neuronais PC12 estimuladas com
BA, a qual é uma das caracteristicas mais representativas da DA, sendo que 0 mecanismo
molecular do efeito neuroprotetor induzido por CBD ainda é desconhecido 8°,

A funcéo neuroprotetora do SEC pode ocorrer através de uma variedade de mecanismos,
por exemplo; através da ativacdo do receptor CB1, recentemente foi demonstrado que a AEA
regulava positivamente a via Notch-1, via que desempenha um papel fundamental na
neurogénese, na memoria a longo prazo e no desenvolvimento neuronal, restabelecendo a
neurodegeneracdo da DA e as alteragces da memoria 1. Um estudo, post-mortem no cortex pré-
frontal, utilizou um radio ligante seletivo para CB1, para investigar as variac@es regionais de
CB1, sendo este um fator da progressao da patologia; através dos estagios Braak, demonstrou-
se que o CB1 é inversamente proporcional aos estagios Braak na patologia TAU %,

Os possiveis efeitos neuroprotetores e antioxidantes do CBD destacam a importancia de
estudos adicionais e aprofundados sobre seu potencial terapéutico, com aplicacdo potencial na

terapéutica da doenca de Alzheimer 2°.
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3. JUSTIFICATIVA

Em vista dos esfor¢cos dedicados ao estudo do canabidiol, seus analogos e derivados
canabinoides para um melhor entendimento de sua farmacologia e de sua potencial aplicacéo
terapéutica em doencas psiquicas e neurodegenerativas, que afetam e incapacitam milhares de
pessoas em todo o mundo, a literatura mostra varios resultados cientificos clinicamente
promissores para esta classe de compostos neuroativos. Diante dos dados mais recentes,
acredita-se que o canabidiol, seus anadlogos e derivados, possuem, de fato, propriedades
importantes na modulacdo de alvos moleculares envolvidos em disfungbes do SNC,
possibilitando uma nova vertente para o desenvolvimento de farmacos e medicamentos seguros
e eficazes no tratamento de pacientes que ndo respondem ao tratamento convencional,
possibilitando uma melhora em sua qualidade de vida e quicé, sua cura.

Neste contexto, um amplo projeto de sintese e avaliacdo de ligantes andlogos ao CBD
foi planejado em nosso grupo de pesquisa, levando a concepcdo de diferentes séries-alvo de
ligantes, explorando-se modificagfes estruturais em diferentes sitios da estrutura molecular de
monoterpenos como a carvona e o limoneno, subestruturas contidas no arcabouco molecular do
CBD (Esquema 1). Estas séries foram racionalmente planejadas com base na estrutura do
canabidiol (2), buscando-se avaliar a influéncia da insercdo de subunidades espacadoras (b)
acilidrazona e oxietilamida entre a unidade metil-isopropenil-cicloexanica (a), na variacao do
namero, posicdo e natureza dos substituintes hidroxila e metoxila no anel aromatico (c) e da
estereoquimica do sitio C-isopropenila (Esquema 1). Além disso, pretende-se avaliar a
importancia da cadeia alifatica (d) na subunidade aromatica que, possivelmente, tem papel na
modulacdo das propriedades hidrofébicas e suas implicacdes na biodisponibilidade e na
capacidade de transpor a barreira hematoencefalica. Desta forma, idealizou-se novos padrbes
estruturais analogos ao do CBD, mas que permitam o acesso a moléculas inéditas e com perfil
de acdo semelhante, mantendo suas propriedades antioxidantes e anti-inflamatorias pela
presenca de substituintes oxigenados no anel aromatico, além de seu potencial de interacdo com
receptores CB1, CB2 e TRPV1, envolvidos na fisiopatologia de doencas neurodegenerativas
como DA e DP, além de disturbios psiquicos, como esquizofrenia e epilepsia. Nestas séries-
alvo serdo ainda avaliadas a importancia farmacofoérica de funcionalidades como a ligacao
dupla endociclica da subunidade terpénica presente na molécula-protétipo 2, além da relevancia

da estereoquimica da subunidade terpénica.
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Molécula protétipo

R-limoneno R-carvona

canabidiol (2)

retrosisosterismo
insergdo de um espacador
simplificagcdo molecular

diversidade estrutural
v liberdade conformacional v
REA
Série A - carvonil-acilarilidrazonas Série C - carveonil-benzamidas

W= 4-OH, 4-OMe, H, 3,4-di-OH, 3,4-di-OMe
Série B - di-idrocarvonil-acilarilidrazonas

Otimizagao PK e PD
REA

Série E - acilarilidrazénicos ou benzamidicos alquilaril substituidos

melhor padrao de
AR E R R S oxigenacao/substituicdo

melhor padrao estrutural .
W--. cadeia lipofilica

melhor natureza do espagador

R= CH3, Et, n-Pr, n-Bu, t-butila, pentila, arila

Esquema 1 - Planejamento racional das séries A-E baseadas na estrutura do CBD (2).
Fonte: Do Autor
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4. OBJETIVOS

Os objetivos gerais deste projeto incluem a sintese e a avaliacdo in vitro e in vivo dos efeitos
neuroestimuladores, neuroprotetores, antioxidantes, anti-inflamatorios da série-alvo A de

analogos aril-acilidrazénicos do CBD (Esquema 1).

Como objetivos especificos, tem-se:
a) Sintese, purificacdo e caracterizacdo estrutural da série inédita de andlogos acililidrazénicos
(A) do canabidiol;
b) Avaliacdo farmacoldgica da série-alvo: in vitro, por meio do teste de viabilidade celular-

MTT, neuroprotecédo, e em modelos comportamentais preditivos de ansiedade e de depresséo .
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

A seguir serdo descritos os resultados e a respectiva discusséo provenientes deste trabalho.

5.1 QUIMICA

A partir da anéalise retrossintética (Esquema 2) vislumbrou-se que as séries propostas
poderiam ser obtidas partindo-se das R e S-carvona (23), a qual é uma subunidade estrutural
presente no arcabouco molecular do CBD. Para a série A, a desconexdo da ligacdo NH-C=0
na molécula-alvo indica que esta podera ser obtida por uma reacao de substituicdo nucleofilica
acilica entre a hidrazona (24) e acidos carboxilicos (32-34) adequadamente funcionalizados.
Por sua vez, o 24 podera ser obtido por rea¢ao de hidrazonacao da respectiva carvona (23) com
monoidrato de hidrazina. Para a série B ocorre 0 mesmo tipo de desconexdo NH-C=0, pela
qual se obtem os precursores 32-34 e a hidrazona (27), esta entdo podera ser obtida atraves da
reacdo com o monoidrato de hidrazina com a diidrocarvona (26), sendo que a Ultima € obtida
atraveés da reducdo da dupla endociclica da carvona (23). Para a série C e D também temos a
desconexdo NH-C=0, obtendo assim os acidos carboxilicos (32-34) e os respectivos amino
éteres (31 e 29). Para o amino éter (31) a desconexao C-O resulta nos precursores cloroetilamina
e carveol (30), este Gltimo podera ser obtido através de uma reducdo por hidretos. Para 0 amino
éter 29 a mesma desconexdo C-O leva aos precursores cloroetilamina e ao diidrocarveol (28),
que sera obtido atraves da reducdo da dupla endociclica e reducao por hidretos da ligagdo C=0

da carvona (23).
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Esquema 2 - Andlise retrossintética
Fonte: Do Autor

N
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Baseado na andlise retrossintética, foi delineado um planejamento sintético para a
obtencdo das séries-alvo A-E, baseado nas R-(-)-carvona e S-(+)-carvona comerciais como
materiais de partida (Esquema 3). Tomando-se como exemplo a R-(-)-carvona (23), esta €
inicialmente convertida na respectiva hidrazona (24), por reacdo com monoidrato de hidrazina.
Em etapa subsequente, uma reacdo de acoplamento com uma série de metilbenzoatos
funcionalizados (25) levou a série-alvo A. O mesmo material de partida 23 (ou seu
estereoisdmeros 23-S) podera ser submetido a uma reducdo quimiosseletiva da ligacdo dupla
conjugada, com Zn°KOH/etanol para gerar a diidrocarvona (26). Uma vez obtida, a di-
hidrocarvona (26) serd, entdo, convertida na respectiva hidrazona 27, que sera
subsequentemente acoplada a uma série de metilbenzoatos funcionalizados (25), gerando a

série de di-hidrocarvonil-acilidrazonas B desejada. A reducdo da carbonila de 26, devera
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fornecer o respectivo diidrocarveol (28), que serd reagido com 2-cloroetilamina para gerar o
derivado amino éter 29. O acoplamento de 29 com a série de metilbenzoatos 25 devera levar a
série de di-hidrocarveolil-benzamidas C. Partindo-se da carvona 23, uma reagdo de redugdo por
hidretos devera levar ao respectivo carveol (30). A reacdo deste alcool com 2-cloroetilamina
deverd levar ao respectivo amino éter 31 que, sendo subsequentemente acoplado a série de
ésteres 25, deverd gerar a serie-alvo de diidrocarveolil-benzamidas D. Toda a abordagem
sintética descrita para as séries A-D(R), partindo da R-(-)-carvona (23) foi reproduzida, partindo
de seu antipoda Optico S-(+)-carvona, fornecendo as séries-alvo A-D(S), com inversdo da
configuracdo absoluta do C-4 estereogénico na subunidade terpénica do CBD.

0
o () o
OCH, P

3,4-diOH
3,4-diOMe

=S

Série A (R)
‘ o O
NHNH,.H,0 ° NH;NH,.H,0 NV w OCH,
EtOH — 25
Zn°, EtOH Y EtoH Y
o /;6\ /;7\ = Série B (R)
O NaBH,
g ou LiAlH,
H . éter
N 3 oH 3
23 _-OCH,CH,NH, ‘ e
CICH,CH,NH, ’ \/\
S _—
NaBH, o
ou LiAlH, H H
éter H :
5 w OCH Série C (R)
/28\ /;9\ 250

_OCH,CH,NH,

0

. \/\N

- = H
o] O

w C OCH;

25 /\

CICH,CH,NH,
B — e

Série D (R)

)
)

30

Esguema 3 - Abordagem sintética para a obtencdo da série-alvo A de andlogos aril-acilidrazonicos do
canabidiol (2).
Fonte: Do Autor.

Numa proposta inicial, planejou-se para este trabalho a sintese das 4 séries A-D e,
possivelmente, a série E, como uma proposta adicional de racionalizacdo e otimizacdo dos
dados preliminarmente obtidos com as 4 séries inicias. Desta forma, o projeto foi iniciado pela

obtencdo das matérias primas necessarias a conducgdo da sintese das 4 séries -alvo em paralelo.
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Para as séries B e C, a tentativa de preparacao da diidrocarvona (26) foi realizada pela
reducdo da dupla endociclica da carvona (R ou S) com a utilizacdo de Zn metéalico/KOH em
etanol, ndo se obteve o produto desejado. Pela experiéncia prévia de nosso grupo, este resultado
poderia ser decorrente do tipo de agitacdo utilizada nesse experimento, pois é necessaria uma
agitacdo mecénica vigorosa do sistema reacional heterogéneo, o que ndo foi possivel de
reproduzir com a utilizacdo de agitacdo magnética. Desta forma, decidimos por ndo dar

seguimento, naquele momento, as séries B e C.

o o
Zn’, EtOH

Esquema 4 -Tentativa de obtencéo
da di-hidrocarvona.
Fonte: Do Autor.

Para a série D, seria necessaria a reducdo da carbonila da carvona, utilizando-se NaBH4
ou LiAlH4 em éter etilico, para a obtengdo do carveol correspondente. Foram realizadas
tentativas de reducdo com NaBHs com dois solventes diferentes, éter etilico em um primeiro
experimento e metanol em uma nova tentativa. Com a utilizacdo de éter etilico, a reacéo so se
completava apds 24h, o que conseguiu-se reduzir para cerca de 30 minutos com metanol anidro.
As reacdes foram acompanhadas por CCD em silica, eluidas com hexano/acetato de etila
(90:10) e reveladas com reagente de vanilina sulfarica. O produto foi caracterizado por RMN
de 'H e de 3C, confirmando a obtencdo do carveol (30). Numa etapa subsequente, 30 foi
submetido a reacdo com 2-cloroetilamina para insercdo do espacador éter presente na série-alvo
D. Numa primeira tentativa foi utilizado CHCI3 como solvente e a reagéo ndo evoluiu; numa
outra tentativa foi testada a sintese de Willianson®, empregando-se a 2-cloretilamina, NaOH,
TBA em meio de éter etilico. A reacdo foi acompanhada por CCD, entretanto, ndo foi observada
nenhuma evolucdo na reacdo (Esquema 5). Diante destes resultados negativos e da caréncia de
recursos para aquisicdo de outros reagentes e, sobretudo, do tempo curto para conclusdo do
mestrado com resultados consistentes, decidimos focar o trabalho somente na sintese da série
A.
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OCH,CH,NH,

OH
NaBH, ‘ CICH,CH,NH,
—_— >

MetOH

Esquema 5 - Tentativa de obtencdo dos precursores-chave para a sintese
da série D.
Fonte: Do Autor.
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Para a série A, foram testadas 3 diferentes alternativas sintéticas para obtencdo dos
produtos desejados. Numa primeira proposta, a carvona foi reagida com &cido trifloroacético
(TFA, 0,05 eq.) e monoidrato de hidrazina (1,5 eq.) para obtencdo da hidrazona correspondente,
como descrito por Corey (1979)%. O produto obtido foi caracterizado por RMN de 'H e de °C,
mas foi obtido em muito baixo rendimento. Numa segunda alternativa, Satheshi e cols.*®
descreveram uma metodologia que utilizava a precipitacdo como forma de isolamento do
produto da reacdo. No nosso caso, entretanto, foi obtido um ¢leo amarelo que levou ao produto
desejado em rendimento em torno de 2%. Diante dos resultados anteriores, em que as reacoes
se mostravam bastante “sujas” devido a presenca de sinais de graxa provenientes do hexano
que foi utilizado como eluente, e os produtos de dificil purificacdo e rendimento, partimos para
uma nova rota sintética, onde temos como material de partida acidos benzoicos funcionalizados
(32-35) para a obtencdo dos respectivos ésteres (36-39), que seriam convertidos nas
benzoidrazidas correspondentes (40-43). Uma vez obtidas, os intermediarios-chave 40-43
seriam, entdo, acoplados as carvonas R e S. De fato, a adocéo desta rota contornou 0s
inconvenientes anteriores e levaram a obtencdo dos produtos desejados PQM-242 a PQM-249
(44-51, Esquema 6).
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Esquema 6 - Rota sintética adotada para a obtencdo dos analogos aril-acilidrazénicos do CBD PQM-
242 a PQM-249.

Fonte: Do Autor.

5.1.1 Sintese e caracterizacdo dos ésteres (36, 37, 38 e 39) derivados de &cidos

benzoicos: acido 4-hidroxibenzoico (32), acido 4-metoxibenzoico (33), acido

3,4-dihidroxibenzoico (34) e acido 3,4-dimetoxibenzoico (35).

A primeira etapa de sintese dos esteres consistiu na conversdo de diferentes acidos

benzoicos comerciais com diferentes padrées de substituicdo (32-35) nos seus respectivos
ésteres (36-39) (Esquema 7).

Os ésteres 4-metoxibenzoato de metila (37) e 3,4-dimetoxibenzoato de metila (39), devido

a temperatura do banho do rota-evaporador que é proxima ao faixa de fusdo destes ésteres (48°-

52°C®° e 59°-62°C1® respectivamente), foram obtidos como um éleo de coloragdo levemente

amarelada, que ao serem levados para o freezer tem-se a formacéo dos cristais, enquanto que o

4-hidroxibenzoato de metila (36) e o 3,4-diidroxibenzoato de metila (38) foram obtidos como

solidos de coloracdo branca-amarelada. Os ésteres 4-hidroxibenzoato de metila (36), 4-

metoxibenzoato de metila (37), 3,4-diidroxibenzoato de metila (38) e 3,4-dimetoxibenzoato de

metila (39) foram obtidos com 84-93% de rendimento, apds purificacdo por filtracdo a vacuo

dos cristais.
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o OH o 0\
CH;0H
H,SO,4
—_—
80°C
w w
W (32)= 4-OH W (36)= 4-OH
(33)=4-OCHj, (37)=4-OCHj;
(34)=3,4 - diOH (38)=3.,4 - diOH
(35)=3.,4 - diOCH, (39)=3,4 - diOCH,4

Esquema 7 -Sintese dos ésteres (36-39)
derivados de acido benzoico,
por reacdo de esterificacdo de
Fischer, na presenga de H,SO4
como catalisador e CH3;OH.

Fonte: Do Autor.

O método escolhido para etapa de sintese foi uma esterificacdo de Fischer empregando-se
acido sulfarico como catalizador e metanol como nucleofilo e solvente da reagdo, sendo,
portanto, uma substituicdo nucleofilica acilica. Nesta etapa reacional, um par de elétrons
proveniente do oxigénio carbonilico do acido carboxilico realiza um ataque ao hidrogénio acido
proveniente do &cido sulfurico, ocorrendo entdo uma transferéncia do préton do acido sulfurico
para o oxigénio carbonilico. O que faz com que o carbono ligado a carbonila seja mais suscetivel
a um ataque nucleofilico, por ser um centro mais eletrofilico, que ocorre por parte da molécula
de metanol, onde um par de elétrons proveniente do oxigénio do metanol se coordena ao
carbono da carbonilico, deslocando um par de elétrons na ligacdo dupla em sentido ao oxigénio
e assim reestabelecendo a neutralidade do oxigénio carbonilico, que na etapa anterior se
encontrava com carga positiva. Posteriormente, ocorre o prototropismo onde o hidrogénio
proveniente do grupo metoxila migrara para uma das hidroxilas para formacao de uma molécula
de agua “mascarada”, a qual sera liberada no meio assistida pela migragdo de um dos pares de
elétrons da outra hidroxila como o restabelecimento da dupla ligacdo. Finalmente, uma base
presente no meio reacional realiza a abstracdo do hidrogénio coordenado ao oxigénio
carbonilico, que acarreta na obtencdo do composto do éster. A proposta mecanistica para a

reacao é apresentada no Esquema 8.
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Esquema 8 - Mecanismo da reagdo de esterificacdo de Fischer.
Fonte: Do Autor.

Como exemplo de elucidacgdo estrutural para essa série de compostos, sera apresentada a
caracterizacdo do composto 4-hidroxibenzoato de metila (36). Este composto foi caracterizado
por analise dos seus espectros no IV e de RMN de 'H e de *C. No espectro de absorgdo na
regido do infravermelho (1V, Figura 13) foram observadas as principais bandas esperadas para
a estrutura do 4-hidroxibenzoato de metila (36): 3348,01 cm™ banda referente ao estiramento
da hidroxila (OH), em 3045 cm™ banda de deformagcéo axial de ligagdo C-H de aromaticos, que
muitas vezes é sobrepostas por outras bandas caracteristicas desta regido, em 2954 cm™ banda
de estiramento de carbono sp®; em 2359 cm™ e 2342 cm? bandas referentes a ligagdo C=C do
anel aromatico, em 1674 cm™ banda referente ao estiramento da ligagdo C=0 de éster, bandas
de média intensidade referente a vibragdes do nticleo aromatico em 1583 cm?, 1511 cm™, 1456
cm? e 1427 cm; duas bandas em, 1277 cme 1191 cm™ referente a ligagdo C-O de ésteres
coordenado a anéis aromaticos.

O valor base para a banda de C=0 de ésteres é em 1735 cm™ devido ao efeito de retirada
de elétrons (efeitos indutivos), deixa a ligagdo C=0 mais forte, ficando em uma frequéncia mais
alta. Nos espectros de 1V temos bandas de C=0 na regido entre 1716 cm™ a 1674 cm™ essa
variacdo pode ser explicada devido aos efeitos de conjugacdo com o anel aromatico fazendo
com que ocorra a diminuicdo das frequéncias de absorcéo da carbonila e também devido aos
substituintes do anel aromatico que estdo na posi¢do para do anel e sdo grupos doadores de

elétrons.
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Figura 13 - Espectro de absorcao na regido do 1V da 4-hidroxibenzoato de metila (36) (ATR).
Fonte: Do Autor

No espectro de RMN de *H, do composto 4-hidroxibenzoato de metila (36) foram
observadas a presenca dos seguintes sinais: um simpleto em ¢ 3,90 atribuido ao hidrogénio H10,
um dupleto em ¢ 6,88 (J= 8,9 Hz) referente aos hidrogénios H2 e H4 e um dupleto em ¢ 7,95
(J=8,9 Hz) atribuido aos hidrogénios H1 e H5. Os hidrogénios do grupo metoxila se encontram
mais desblindados, em relacdo ao TMS, devido ao efeito de eletronegatividade causado pelo
atomo de oxigénio ligado ao grupo metila, esse efeito € chamado de blindagem diamagnética e
substituintes eletronegativos como o0 oxigénio reduzem a blindagem diamagnética, aos
hidrogénios do anel aromatico dois efeitos atuam sobre a desblidagem dos proétons, a
eletronegatividade causada pelos atomos de oxigénio e a anisotropia magnética que é causada
pelo campo magnético formado pela circulagdo dos elétrons m ao redor do anel, que leva a
desblidagem dos protons ligados ao anel aromatico causando um deslocamento quimico maior.
Sendo que os hidrogénios 1 e 5 possuem 0 mesmo ambiente quimico e sofrem a influéncia da
eletronegatividade causada pela carbonila, sendo assim mais desblindados, enquanto que 0s
hidrogénios 2 e 4 possuem o mesmo ambiente quimico e sobre influéncia da eletronegatividade
causada pelo oxigénio do grupo hidroxila ou a influéncia do grupo metoxila que doa densidade
eletrénica deixando estes hidrogénios mais blindados. Os dupletos observados sdo devido ao
acoplamento spin-spin entre os &tomos de hidrogénios em carbonos vizinhos, assim temos que
o0 hidrogénio 1 é afetado pelo spin do hidrogénio 2 e vice-versa, bem como o H5 ¢ afetado pelo

H4, e a constante de acoplamento (J) é a medida da intensidade que um nicleo é afetado pelo
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outro, sendo que para hidrogénios em posicdo orto o 3J ~7-10 Hz, sendo encontrados nos
espectros valores entre 6-9 Hz para 3J.
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Figura 14 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCIs) da 4-hidroxibenzoato de metila (36).
Fonte: Do Autor.

Ja no espectro de RMN de *H do composto 4-metoxibenzoato de metila (37, Figura 38,
Apéndice A) tem-se a presenca de 3 hidrogénios da metoxila que possuem deslocamento
proximo ao grupo metoxila do éster, devido a eletronegatividade do oxigénio. E no espectro de
RMN de *H do composto 3,4-diidroxibenzoato de metila (38, Figura 41, Apéndice A) destaca-
se a presenca dos hidrogénios das hidroxilas (6 9,78 H11 e 6 9,36 H12), e a presenca de
acoplamentos em meta (*J =2-3Hz) entre os hidrogénios H1 e H5, o que também é visto no
espectro de RMN de *H do composto 3,4-dimetoxibenzoato de metila (39, Figura 44, Apéndice
A).

No espectro de RMN de *C do composto 4-hidroxibenzoato de metila (36) foi observada a
presenca dos seguintes sinais: em ¢ 167,3, um sinal caracteristico do carbono carbonilico; em ¢
160,2 atribuido ao C3, os carbonos do anel aromatico em ¢ 132,0 atribuido ao C1/C5 e ¢ 115,3
atribuido ao C2/C4; em ¢ 122,4 atribuido ao C6 e o sinal em ¢ 52,1 atribuido ao C10. De maneira
analoga ao que acontece com os atomos de hidrogénios, os &tomos de carbono também sofrem
os efeitos de atomos mais eletronegativos e da anisotropia magnética devido aos elétrons © do

anel aromatico, entretanto esses deslocamentos quimicos sdo até 20 vezes maiores, pois estes
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fatores agem por meio de uma ligagdo!®t. O C7 é o carbono mais desblindado pelo efeito da
eletronegatividade causada pelos dois oxigénios do éster, enquanto que o C3 sofre a acdo de
apenas um atomo eletronegativo sendo mais desblindado do que os demais carbonos do nucleo
aromatico. Estes sinais sdo menos intensos por ndo sofrerem o efeito nuclear Overhauser
(NOE), o que também ocorre com o C6. Este efeito prevé que &omos de carbono com
hidrogénios diretamente ligados tem seu sinal intensificado, assim a intensidade do sinal
aumenta com a quantidade de hidrogénios ligados ao carbono.

Devido a uma simetria existente na molécula temos que os C1 e C5 sdo idénticos e por
iISSO seus sinais sdo intensos (ou seja, duplicado a intensidade) e sofrem o efeito da
eletronegatividade causada pelo grupo éster, sendo que a mesma intensidade é esperada para 0s
C2 e C4 e estes sdo mais blindados pelo efeito da eletronegatividade ser menor. E o carbono
C10 devido a eletronegatividade do oxigénio tem seu sinal menos blindado, tendo assim um
deslocamento esperado para carbonos saturados com atomos eletronegativos (25-80 ppm). O
mesmo efeito ocorre nos compostos 37 e 39 (Figuras 39 e 45 respectivamente, Apéndice A)
que possuem grupos metoxila na posicéo 3 e 4 do anel aromatico, sendo que estes sdo menos
desblindados por ndo estarem proximos a carbonila. Nos compostos 38 (Figura 42, apéndice
A) e 39 observamos todos os carbonos do anel aromatico por estes serem trissubstituidos, ndo
possuirem carbonos equivalentes, assim os deslocamentos sdo influenciados pela proximidade

com grupos eletronegativos.
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5.1.2 Sintese e caracterizacdo das benzoidrazidas: 4-hidroxibenzoidrazida (40), 4-
metoxibenzoidrazida  (41), 3,4-diidroxibenzoidrazida (42) e 34
dimetoxibenzoidrazida (43).

As benzoidrazidas foram sintetizadas a partir dos respectivos ésteres (36-39) por reacdo
com monoidrato de hidrazina (N2Hs. H20).

Em todos os experimentos, os produtos brutos de reacdo foram obtidos como sélidos de
coloracdo branco-amarelada, que foram filtrados a vacuo e lavados abundantemente com agua
destilada fornecendo a 4-hidroxibenzoidrazida (40), 4-metoxibenzoidrazida (41), 3,4-

diidroxibenzoidrazida (42) e 3,4-dimetoxibenzoidrazida (43), em rendimentos de 84-93%.

° ~ H,
N,H4.H,0
CH;0H
—_—
90°C
w w
W (36)= 4-OH W (40)= 4-OH
(37)= 4-OCH; (41)=4-OCH;
(38)=3,4 - diOH (42)=3,4 - diOH
(39)=3,4 - diOCH;4 (43)= 3,4 - diOCH;

Esquema 9 - Sintese das benzoidrazidas (40-43),
através de reacdo de hidrazindlize,
para a formacdo do intermediario
chave.

Fonte: Do Autor.

O mecanismo proposto para a reacdo de hidrazinolise dos ésteres 36-39 ja € descrito na
literaturat®?1% e esta baseado no ataque nucleofilico da hidrazina & carbonila do éster. Numa
etapa posterior, ocorre uma transferéncia de proton do grupo amino, para o oxigénio do grupo
metoxila, tornando-a melhor grupo abandonador. Em seguida, tem-se a restituicdo da dupla
ligacdo carbono-oxigénio da carbonila, com a eliminacdo de metanol e formacdo da hidrazida

correspondente.
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Esquema 10 - Proposta mecanistica para a etapa de hidrazindlize.
Fonte: Do Autor

A elucidacdo estrutural de todas as benzoidrazidas obtidas foram realizadas por anélises dos
dados espectroscopicos no 1V e RMN de *H e RMN de *C. Como exemplo segue 0 conjunto
de espectros da 4-hidroxibenzoidrazida (40). No espectro de absorcdo na regido do
infravermelho (IV, Figura 16) foram observadas as seguintes bandas para a estrutura do 4-
hidroxibenzoidrazida (29): 3312 cm™ banda referente a ligagdo N-H (NH,) de amida, em 3268
cm banda referente ao estiramento da hidroxila, em 3192 cm™ banda referente ao estiramento
da ligacdo N-H em 2999 cm™ banda de deformagéo axial de C-H do anel aromatico; em 1606
banda referente a C=0 de amida; bandas de média intensidade referente ao estiramento da
ligagcdo C=C do anel aromatico em 1536 cm™, 1507 cm, 1463 cm?, 1393 cm™; em 1587 cm?
banda de deformacéo angular simétrica no plano de NH..

O valor base encontrado para banda de carbonila de amida é em 1690 cm™, esse valor esta
em uma frequéncia mais baixa do que os ésteres devido ao efeito de ressonancia existente com
0 dtomo de nitrogénio aumentando o carater de ligacdo simples da carbonila e diminuindo a
frequéncia de absorcdo C=0, devido a efeitos de conjugacdo com o anel aromatico faz com que

as frequéncias de absor¢des sejam menores que o valor base.
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Figura 16 - Espectro de absorcdo na regido do IV da 4-hidroxibenzoidrazida (40) (ATR).
Fonte: Do Autor

No espectro de RMN de *H da 4-hidroxibenzoidrazida (40, Figura 17) foram observadas a
presenca dos seguintes sinais: um simpleto em ¢ 4,38 atribuido ao hidrogénio H10, um dupleto
em ¢ 6,78 (J= 7,3 Hz) referente aos hidrogénios H2 e H4 e um dupleto em ¢ 7,69 (J= 7,45 Hz)
atribuido aos hidrogénios H1 e H5, um simpleto em ¢ 9,49, referente a H9. Este sinal foi
atribuido a H9 devido a presenca de sinais com deslocamento proximos nos demais espectros
de RMN de 'H das demais benzoidrazidas (41-42, Figura 48 e 50 respectivamente, Apéndice
A), ndo podendo entdo ser atribuido ao hidrogénio proveniente da hidroxila (H11). Visto que
este hidrogénio sofre uma troca rapida com o hidrogénio proveniente da dgua encontrada no
solvente dificultando a sua visualizacdo em espectros de RMN, fazendo com que ndo ocorra o
acoplamento de spin com hidrogénios vizinhos (caso tenha), sendo visualizados como um
simpleto ou uma banda alargada de acordo com a velocidade da troca. O mesmo efeito ocorre
com os hidrogénios da amina e amida. Em moléculas que tenham o nitrogénio podem ocorrer
o alargamento quadrupolar e desacoplamento por causa do nitrogénio apresentar spin unitario
(1=1) o qual apresenta um momento de quadrupolo de tamanho moderado o que levara a trés
situacOes diferentes de acordo com o solvente e a temperatura. Temos entdo, 0 momento de
quadrupolo pequeno onde tem-se o acoplamento *°N-'H, o0 momento de quadrupolo elevado
onde ndo se veem acoplamentos tendo um estado de spin médio observando um simpleto e por

Gltimo o momento de quadrupolo moderado o que leva ao alargamento dos picos %%, Nota-se
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entdo que em todas as benzoidrazidas (40-43) e nos compostos finais (benzoidrazonas) (44-51)
temos 0 momento de quadrupolo elevado do nitrogénio onde este apresenta-se como um

simpleto nos espectros de RMN de *H.
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Figura 17 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) da 4-hidroxibenzoidrazida (40).
Fonte: Do Autor

No espectro de RMN de *3C da 4-hidroxibenzoidrazida (40, Figura 18) foram observadas
a presenca dos seguintes sinais: sinais referentes ao nicleo aromatico em ¢ 128,9 e 6 114,9 dos
carbonos C1/C5 e C2/C4 respectivamente e em ¢ 124,0 atribuido ao carbono C6, em ¢ 160,1
referente a0 C3 e em ¢ 166,1 o sinal do carbono carbonilico C7. O mesmo conjunto de
informacBes colocadas no espectro da 4-hidroxibenzoato de metila (36) € valido para as
benzoidrazidas, sendo que para a diferenciacdo de um ou outro composto é devido a auséncia

do sinal referente a metoxila do éster que estaria na regido de 25-80 ppm.
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Figura 18 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds) da 4-hidroxibenzoidrazida (40).
Fonte: Do Autor

5.1.3 Sintese e caracterizacdo das benzoidrazonas PQM-242 (44), PQM-243 (45), PQM-
244 (46), PQM-245 (47), PQM-246 (49), PQM-247 (48), PQM-248 (51) e PQM-249 (50).

A Ultima etapa da sintese para a obtencdo das moléculas-alvo consistiu em uma reacdo de
acoplamento  entre os intermedidrios-chave  4-hidroxibenzoidrazida  (40), 4-
metoxibenzoidrazida (41), 3,4-diihoxibenzoidrazida (42) e 3,4-dimetoxibenzoidrazida (43),
obtidos na etapa anterior com as R e S-carvonas, que resultou nas respectivas benzoidrazonas
[PQM-242 (44), PQM-243 (45), PQM-244 (46), PQM-245 (47), PQM-246 (49), PQM-247 (48), PQM-
248 (51) e PQM-249 (50)].

o (o]
/N\N /N\N
fo) R ou S-Carvona H ou H
CH;0H
w W

w NHNH, — =

cat. CH;COOH A\ SérieA(R) Série A (S)

W (40) =4-OH W (45) = 4-OH (PQM 243) W (44) = 4-OH (PQM 242)
(41) = 4-OMe (47) = 4-OMe (PQM 245) (46) = 4-OMe (PQM 244)
(42) = 3.4-diOH (49) = 3,4-diOH (PQM 246) (48) = 3,4-diOH (PQM 247)
(43) =3,4-diOMe (51) = 3,4-diOMe (PQM 248)  (50) = 3,4-diOMe (PQM249)
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Esquema 11 - Sintese dos compostos finais (44-51)
Fonte: Do Autor.

A reagdo tem inicio com um ataque nucleofilico pelo par de elétrons da hidrazida ao carbono
carbonilico da carvona, que se encontra previamente ativada pelo acido acético. Em seguida
ocorre uma transferéncia de préton do nitrogénio para a hidroxila por prototropismo, tornando-
a melhor grupo abandonador a partir de entdo. Em seguida tem-se abstracdo do préton
coordenado ao N pelos ions acetato presentes no meio reacional, que leva a formacéo da ligacdo
n N=C com a liberacdo de uma molécula de 4gua no meio e obtencdo da benzoidrazona (PQM-
242 (44), PQM-243 (45), PQM-244 (46), PQM-245 (47), PQM-246 (49), PQM-247 (48), PQM-248
(51) ou PQM-249 (50, Esquema 12).
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}31;:3,4-;{01{ OYN\N/\RZ - H/ X
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Ry
w

R-Carvona S-Carvona
W (45) = 4-OH (PQM 243) W (44) = 4-OH (PQM 242)
(47) = 4-OMe (PQM 245) (46) = 4-OMe (PQM 244)
(49) = 3,4-diOH (PQM 246) (48) = 3,4-diOH (PQM 247)
(51) = 3,4-diOMe (PQM 248) (50) = 3,4-diOMe (PQM249)

Esquema 12 - Proposta mecanistica para a obten¢éo das benzoidrazonas (44-51).
Fonte: Do autor

Como exemplo de elucidacdo estrutural para essa série de compostos, sera apresentada aqui
a caracterizacdo do composto PQM-242 (44). Este composto foi caracterizado pela analise dos
seus espectros de IV, RMN de *H e RMN de *3C e Massas, em comparagio aos dados espectrais
obtidos para a benzoidrazida 40, utilizada como precursora. No espectro de absor¢do na regido
do infravermelho (1V, Figura 19) foram observadas as seguintes bandas para a estrutura do
PQM-242 (44): em 3371 cm™ banda de deformagéo axial de hidroxila (OH), 3237 cm™ banda
de NH de amida, em 2919 cm? e 2849 cm™ bandas de deformagcéo axial de ligacdo C-H de

cadeia alifatica de carbonos primario e carbono terciario, em 1663 cm™ banda de C=0 de amida,
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em 1639 cm™ banda de intensidade média referente a ligagdo C=C de alcenos, 1609 cm™ banda
referente a ligagdo C=N, em 1586 cm™, 1526 cm™, 1504 cm™ bandas de intensidades variadas
referentes as ligagdes C=C de aromaticos, em 1445 cm™ e 1262 cm™ bandas de deformacio
axial de C-N, em 1229 cm* banda de média intensidade referente a ligagdo C-O de fenol, por
fim em 847 cm™ banda de deformacao angular referente a C-H de aromaticos para-substituidos.

Para 0s compostos finais temos 0 mesmo valor base para carbonila de amida (1690 cm™)
entretanto o efeito de ressonancia com o par de elétrons do nitrogénio é diminuido pois este
pode fazer tanto a ressonancia com a carbonila quanto com o grupo imina (C=N), fazendo com
os valores de absorcao estejam em frequéncias maiores do que as benzoidrazidas precursoras e

mais proximos do valor base.
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Figura 19 - Espectro de absorg¢do na regido do IV da benzoidrazona PQM-242 (44) (ATR).
Fonte: Do Autor

No espectro de RMN de 'H, do composto PQM-242 (44) (Figura 20) foi observada a
presenca dos seguintes sinais: um simpleto em ¢ 10,4 atribuido ao hidrogénio H9, um dupleto
em ¢ 7,72 (J= 8,56 Hz) referente aos hidrogénios H1 e H5 e um dupleto em ¢ 6,82 (J= 8,51 Hz)
atribuido aos hidrogénios H2 e H4, um simpleto em ¢ 6,17 atribuido ao hidrogénio H13, um
dupleto em ¢ 4,79 (J=9,12 Hz) referente ao hidrogénio H18, um dupleto em ¢ 2,93 (J= 15,62
Hz) atribuido ao hidrogénio H16, em ¢ 2,32 um dupleto (J=14,76 Hz) referente a0 H15, um
dupleto em ¢ 2,23 (J=7,00 Hz) atribuido ao H14, um multipleto com ¢ 2,11-2,16 ¢ atribuido
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aos hidrogénios H14 e H16, um simpleto em ¢ 1,74 referente ao hidrogénio H19 e um simpleto

em ¢ 1,83 referente ao hidrogénio H20.
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Figura 20 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto PQM-242 (44).
Fonte: Do Autor

Destaca-se a presenca de hidrogénios diasterotopicos (H14 e H16) devido a presenca de um
estereocentro em C15, os quais estdo em um ambiente quimico diferente e por isso temos a
presenca 2 sinais com deslocamentos diferentes para cada um dos hidrogénios. Para um dos
hidrogénios H16 devido a resolucdo do RMN temos a presenca de dupletos e duplos dupletos
devido a acoplamento dos hidrogénios geminais e do acoplamento com o hidrogénio vicinal
(H15), o qual esta mais desblindado do que os demais hidrogénios (H14 e H15) pela
proximidade com o atomo de nitrogénio que € um elemento eletronegativo, apesentando
deslocamentos quimicos entre 2,95 a 2,75 ppm. Nos espectros de RMN de *H dos compostos
PQM-242 (2J=15,62 Hz), PQM-244 (?J=16,04 Hz), PQM-245 (2J=15,41 Hz), PQM-246
(3J=17,40 Hz), PQM-247 (?J=16,27 Hz) e PQM-248 (2J=15,39 Hz) os sinais apresentam-se
como dupletos e o valor de 2J apresentado é correspondente ao acoplamento geminal do H16,

a qual é dependente do angulo diedro (a) entre as ligagdes, no cicloexeno o a~ 109° resultando
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em 2J=12-18 Hz. Nos compostos PQM-243 e PQM-249, temos a presenca de duplos dupletos
observando assim a presenca do acoplamento vicinal entre o H16 e H15 com 3J=2,96 Hz para
0 PQM-243 e 3J=3,39 Hz para PQM-249, esses valores de acoplamento estdo de acordo quando
ocorre a interacdo de um hidrogénio axial com equatorial ou quando os hidrogénios estéo
preferencialmente na posi¢do equatorial, resultando assim em o ~ 60°, como demonstrado na

figura 21.
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Figura 21 - Modelo dos acoplamentos geminais (A) e vicinais (B) que
ocorrem na molécula de acordo com J.
Fonte: Do Autor

Para um dos hidrogénios H14 os deslocamentos variam entre 2,22-2,33 ppm, é observado
para 0s compostos que possuem grupos hidroxila (PQM-242, PQM-243, PQM-246 e PQM-
247) o deslocamento ocorre em campo mais alto do que para 0s compostos com a presenca de
grupo metoxi (-OCHas), ocorre também diferenca nos acoplamentos destes compostos. Nos
compostos PQM-244, PQM-245, PQM-248 e PQM-249 tem-se a presenca de um duplo
tripleto enquanto que nos demais este sinal ocorre como dupleto e simpleto (PQM-247), isso
pode ser explicado, possivelmente, devido a resolucdo dos espectros de RMN, pelo tempo de
aquisicao de dados e as diferencas estruturais entres as moléculas. A mesma interpretacéo que
é realizada para o H16 é véalida para o H14, sendo que o H14 ira acoplar-se com H13 e H15 os
quais sdo acoplamentos vicinais, além do acoplamento geminal. Como exemplo o espectro de
RMN de 'H de PQM-246 (Figura 76, Apéndice B) mostra o acoplamento vicinal entre H14 e
H13, visto que a constante de acoplamento, 3J, tem o mesmo valor 4,38 Hz para ambos
hidrogénios, valores proximos de acoplamentos podem ser notados nos demais espectros. Os
outros dois hidrogénios H14 e H16 tem seus sinais em uma mesma regido de campo alto (2,05-
2,20 ppm), em geral na forma de um multipleto. Estes sofrem o efeito de anisotropia
diamagnética e por isso sdo mais blindados. As duplas ligacdes, geram um campo magnético

pela circulagdo induzida dos elétrons m, formando assim areas conicas as quais sdo blindadas.
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Assim sendo, um dos hidrogénios H14 esta na area conica formada pela dupla ligacdo entre os

carbonos C17 e C18 enquanto que o H16 sofre a agdo da area conica devido a ligacdo C=N.

15
Hy 13 | 11 R
N
H
1
H H
H

Figura 22 - Modelo de das &reas conicas
que influenciam no

deslocamento dos H16 e H14
Fonte: Do Autor.

Nota-se também o acoplamento geminal nos H18, o qual é dependente do angulo o formado
pelas ligagdes HCH, em geral as constantes de acoplamento J aumentam conforme o angulo o
diminui 1, como é mostrado na Figura 23, isso porque os orbitais se aproximam e as
correlacdes de spin eletrénico ficam maiores, existem outras trés caracteristicas que afetam a
constante de acoplamento geminal; a dependéncia da hibridizacdo do a&tomo de carbono, o efeito
do substituinte e o efeito do substituinte-r vizinho, fazendo com que estes variem de -20 Hz a

40 Hz'%, sendo encontrado valores entres 8,98-11,67 Hz nos espectros de RMN de *H.

Figura 23 - Dependéncia da magnitude
de 2JucH, a constante de
acoplamento

Fonte: Introducdo a Espectroscopia,

2015,
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Os hidrogénios dos grupos metila (H19 e H20) se diferenciam pela proximidade com o
nitrogénio, assim os hidrogénios H20 s&o mais desblindados do que os hidrogénios H19 pelo
efeito da eletronegatividade causada pelo &omo de nitrogénio. Nos compostos hidroxilados
(PQM-242, PQM-243, PQM-246 e PQM-247) mostraram ter um deslocamento maior para o
hidrogénio H9 (10,33 a 10,40 ppm) do que os compostos metoxilados (8,81 a 8,92 ppm), isso
pode ser explicado pelo grupo hidroxila ser um grupo retirador de densidade eletronica
enquanto que o grupo metoxila é doador de densidade eletronica blindando mais estes
hidrogénios. No espectro de RMN de *C, do composto PQM-242 (44, Figura 24) foi observada
a presenca dos seguintes sinais: em ¢ 163,6 referente ao carbono C7, em ¢ 160,3 refere-se ao
carbono C3, em ¢ 156,2 referente ao carbono C11, em ¢ 133,4 referente ao carbono C12, sinais
referentes ao ndcleo aromatico em ¢ 132,4 e 6 114,6 dos carbonos C1/C5 e C2/C4
respectivamente, em ¢ 124,5 atribuido ao carbono C6, em ¢ 129,8 referente ao carbono C13,
em ¢ 29,6 atribuido ao carbono C14, com ¢ 147,6 o sinal do carbono C17, em ¢ 110,0 refere-se
ao carbono C18, em ¢ 20,4 foi atribuido o sinal do carbono C19 e por fimem ¢ 17,9 o sinal do
carbono C20. De maneira geral nos espectros de RMN de 3C dos compostos finais tem-se a
presenca dos carbonos provenientes das R e S-carvonas acrescidos daqueles provenientes da
estrutura das benzoidrazidas, ja discutidos. Temos entdo a presenca de carbonos saturados sp®
na regido de 15-30 ppm (C14, C19, C20), sendo que os sinais dos carbonos C16 e C15 nédo
foram distinguidos, sendo que C16 possui 0 mesmo deslocamento que o C14, enquanto que
C15 esta encoberto pelo sinal do solvente utilizado, o qual podem ser observados pela técnica
de contorno HMQC (Figura 25). Apresenta-se também os sinais de carbonos sp? na regido de
110-150 ppm sendo eles os C12, C13, C17 e C18, pelo qual o C12 e C13 tem seus
deslocamentos influenciados pelos efeitos de eletronegatividade. E por fim, neste espectro
temos a presenca do C11, o qual dificilmente € visto os demais espectros pois carbonos sem
hidrogénios nao sofrem o efeito NOE e, por isso, 0s sinais sao geralmente pouco intensos ou

inexistentes.
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Figura 24 - Espectro de RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds) do composto PQM-242 (44).
Fonte: Do Autor
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Os espectros de massas foram obtidos através da ionizagdo por eletrospray (ESI) no modo
positivo, por apresentarem grupamentos basicos como a amida, sendo facilmente protonadas®®’.
A técnica ESI é considerada branda possibilitando a analise das moléculas sem que haja
fragmentacdo'®, ocorrendo a formagdo de fons no estado gasoso!® através do qual trés tipos
de ions podem ser gerados; os ions moleculares (M™ ou M~), moléculas protonadas ou
desprotonadas ([M+H]" ou [M-H]) e por fim moléculas cationizados ou anionizadas ([M+Na]*
e/ou[M+CI]) , a formagdo destes ions ocorrem através de 3 processos, as reagdes redox, reacoes
acido/base e a coordenacdo com cations (familia 1A) ou anions (principalmente cloretos)
respectivamente!?”.

No espectros de massas apresentados observou-se predominantemente a formacgdo de
moléculas cationizadas ([M+Na]") seguida pelas moléculas protonadas ([M+H]"), isso se da
devido a estrutura molecular onde temos a presenca de sistema © conjugado e fungdes basicas
(como amidas)*?’. A Figura 26 apresentou um pico em 307,14 referente a razao m/z do ion do
composto PQM-242 [C17H20N202+Na]*= m/z 307,1422 em maior abundancia, seguido pelo
pico [C17H20N202+H]"= m/z 285,1577 essas mesmas razdes m/z foram observadas para o
composto PQM-243 (Figura 58, Apéndice B).

+
Intens. [C H N O +Na] +MS, 0.4min #25
x10%7 17 20 2 2
3'0i 3071404 o
| /LCK
| H
2'5j OH
201 FM:C H NO
| 17 20 2 2
1 MM: 284,15
1.5
1.0+
- +
051 [C HNO+H 366.1789
| 17 20 2 2
285.1577
i 247.1070 l
0.0 N e p s e I |'L'\ T ll = |'| oty by -|I --------- | S A B S S e o SR e - |I
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550 miz

Figura 26 - Espectro de massas ESI do composto PQM-242 (44).
Fonte: Do Autor.
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5.1.4 Avaliacdo da atividade quelante de metais

A habilidade de quelacdo a ions metélicos é avaliada pela formacdo de um complexo
formado entre a substancia-teste e o metal, impedindo que os ions metalicos possam agir como
um iniciador da oxidac&o lipidica®'®. Os metais de transi¢io desempenham um papel importante
na formacao de radicais livres de oxigénio em organismos vivos!!!. O ferro é conhecido por ser
0 metal de transicdo mais pré-oxidante, o qual decompde per6xidos de hidrogénio (H20>) e
lipidios em radicais livres através da reacdo de Fenton!!l. Assim agentes quelantes capturam
jons metélicos e possivelmente previnam ou retardam a oxidagdo lipidica produzida por
estes'’®, Em pacientes com DA, ions metéalicos como Cu*?, Zn*2 e Fe*? estdo implicados na
formacdo de placas amiloides recentemente um estudo demonstrou que os quelantes de
cobre/zinco solubilizam placas amiloides!!2. Portanto, a capacidade de quelacdo de metal é
usada como um indicador adicional de atividade antioxidante, geralmente em combinagdo com
outros ensaios antioxidantes!®®. A fim de elucidar a atividade quelante de metais, todas as
substancias-alvo (44-51, PQM-242 a PQM-249) foram avaliadas quanto a capacidade de
quelacdo a Cu*2, Zn*2 e Fe*?, biometais importantes na homeostase cerebral (Apéndice B). A
figura 27 mostra a representacdo grafica do espectro de absorbancia UV vis. de PQM-247,

composto com melhor perfil quelantes, especialmente para Zn*2.
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Figura 27 - Perfil grafico da complexagdo metal-composto da substancia PQM-247 (48).
Fonte: Do Autor
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Os dados experimentais evidenciaram que PQM-247 apresentou um efeito hipocrémico,
caracterizado pela diminuigéo da intensidade da absorbancia quando ocorre a quelagdo com os
metais avaliados, quando analisado a intensidade da absorbancia do composto em relacéo
quando se tem os cations metélicos juntamente com o composto testado. Nos demais gréaficos
de complexacdo metal-composto (Apéndice B) podem ser tanto observados o efeito
hipercromico, o qual aumenta da intensidade de absorbancia, como o hipocromico. Esses
efeitos devem se a complexagdo do metal com o composto, que causa alteracdo na intensidade
de absorcdo, em associagdo com a presenca de grupos auxocrdmicos (que correspondem a
grupos funcionais presente no composto - por exemplo: grupo hidroxila (-OH), o grupo amina
(-NH:), o grupo aldeido (-CHO) e o grupo metanotiol (-SCH:)), em conjuga¢do com um grupo
cromoforo (por exemplo: C=C, C=0 ou NO3) que é capaz de modificar a capacidade absor¢do
luz e assim o comprimento de onda (1)1!. Nota-se também que nos compostos para-
dissubstituidos (PQM-242 a PQM-245) possuem intensidades de absorbancia diferentes
devido a presenca de grupos retiradores (p.e. -OH, PQM-242 e PQM-243) e doadores (p.e. -
OCHzs, PQM-244 e PQM-245) de elétrons, assim quando temos grupos doadores e retiradores
em posicdes para do anel benzénico, o grupo doador aumenta a intensidade da banda de

absorcéo, devido a interacdes de ressonancia®:.

5.1.5 Atividade Sequestrante de Radicais DPPH

A reducéo do pdrpura 2,2-Difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) para o DPPH-H (amarelo) é um
método classico e rapido para avaliar a atividade sequestrante de radicais'®, baseia-se na
doagdo de elétrons do antioxidante para o DPPH %14 A absorbancia diminui como resultado
de uma mudanca de cor parpura para amarelo, a medida que o radical é absorvido pelos
antioxidantes!'4, sendo esta uma indicacgdo da eficacia do antioxidante. Portanto, este método
baseia-se no pressuposto de que a atividade antioxidante é igual a sua capacidade de doacdo de
elétrons ou o chamado poder redutor*®,

Este ensaio foi realizado utilizando-se &cido ascérbico e quercetina como controles
positivos. Como pode ser observado na tabela 2, 0 composto PQM-244 teve Clso =14,15 £ 0,62
comparavel ao &cido ascorbico (Clso= 14,92 £ 0,17), enquanto que 0s compostos PQM-246
(Clso= 6,53 £ 0,11) e PQM-247 (Clso= 4,76 £ 0,22) exibiram atividades semelhantes a
quercetina (Clso= 5,62 + 1,82), sendo 0s estes 0s 3 mais ativos da série, como demonstrado na
tabela 1.
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E interessante notar que os compostos PQM-244 (4-OMe) e PQM-247 (3,4-di-OH), que se
assemelham por apresentarem a S-carvona como precursora, exibiram atividade antioxidante
muito superior ao composto PQM-246 que a despeito de ser 3,4-di-hidroxi-substituido, sua
estrutura é constituida pela R-carvona.

Estes resultados evidenciaram que o sistema catecolico presente em PQM-246 e PQM-247
ndo é decisivo para a atividade antioxidante, com a configuragdo absoluta exercendo efeito
auxoforico significativo, uma vez que os enantibmeros PQM-246 e PQM-247 tiveram
atividades antioxidante diferentes, sendo PQM-247 (S) mais potente. O mesmo pode ser
inferido em relagdo aos compostos PQM-244 e PQM-245, ambos 4-metoxilados, porém

somente o isomero S (PQM-244) sendo ativo.

Tabela 1 - Resultados da avaliagdo de atividade antioxidante dos compostos PQM-242 (44), PQM-243
(45), PQM-244 (46), PQM-245 (47), PQM-246 (48), PQM-247 (49), PQM-248 (50), PQM-

249 (51).

Substancias Clso = desvio padréo (UM)
PQM-242 >200
PQM-243 >200
PQM-244 14,15 £ 0,62
PQM-245 >200
PQM-246 6,53 £0,11
PQM-247 4,76 £0,22
PQM-248 >200
PQM-249 >200

Acido Ascorbico 14,92 +0,17
Quercetina 5,62 +1,82

Fonte: Do Autor.

De fato, estruturas que possuem grupos fendlicos sao capazes de doar o atomo de hidrogénio
do OH fendlico para os radicais livres, além de ter um papel importante na eliminacdo de ERO
por reacdes de abstracdo do atomo de hidrogénio'>® interrompendo assim a cadeia de
propagacdo durante o processo de oxidacdo, sendo demonstrado que este efeito € modulado
pelo substituintes do anel aromatico!'®. Assim, grupos retiradores de elétrons favorecem a
dissociacdo da ligacdo da ligacdo O-H, enquanto que grupos doadores de elétrons desfavorecem
a dissociacdo da ligacdo devido a estabilizacdo do radical fenoxila pelas estruturas de

ressonancial'®>!’. Além disso, sabe-se que a presenca de grupos di-orto —OH sio mais
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favoraveis as propriedades antioxidantes do que quando temos a presenca de somente um grupo

hidroxilal®®.

5.1.6 Predicao das propriedades fisico-quimicas ADME dos compostos finais.

Sabidamente, alguns parametros fisico-quimicos e biologicos séo fatores importantes para
a fase farmacocinética de um candidato a farmaco!!®. Em funcdo destes pardmetros, sua
absorcdo, distribuicdo, metabolizacdo, excrecdo (ADME) e toxicidade variam
significativamente, sendo, portanto, decisivos para que um ligante possa ser classificado como
potencial candidato a farmaco e que possa evoluir na cadeia de desenvolvimento farmacéutico
para a producéo de terapias mais seguras e eficazes™'®.

Diante destas consideragdes, alguns parametros foram estimados in silico (Tabela 2),
utilizando o software Qikprop 3.1, o qual descreve as propriedades fisico-quimicas e a
biodisponibilidade dos compostos. O programa possui 95% dos farmacos atualmente utilizados
na terapéutica como banco de dados de referéncia. Este programa descreve uma série de
parametros fisico-quimicos e quimicos relacionados a farmacocinética e ao metabolismo
provaveis das moléculas, dentre os quais podemos destacar, a atividade no SNC; o coeficiente
de particdo octanol/agua (QpLogPo/w); o coeficiente de particdo cérebro/sangue (QPLogBB)
para farmacos administrados de forma oral; absorcéo oral humana qualitativa (Abs.Oral Hum.),
porcentagem de absorcdo oral humana (% Abs.Hum.), dentre outros.

As propriedades fisico-quimicas fundamentais para um farmaco que atua no SNC estdo
relacionadas a capacidade deste em atravessar a barreira hematoencefalica, ou seja, este tem de
ser entregue ao cérebro, sendo necessaria uma concentracdo suficientemente elevada no sangue
para produzir uma concentragdo do farmaco no seu receptor cerebral*?®, Portanto o coeficiente
de particdo cérebro/sangue (QPLogBB) é um parametro fundamental para avaliar a adequacéo
de um composto ao SNC, visto que os farmacos destinados a atuar no SNC devem penetrar a
barreira hematoencefalica e os agentes de acdo periférica ndo devem penetra-la evitando efeitos

colaterais no SNC8,
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Amostra MM SNC QPLog QPLogBB  Abs. Oral % ADbs.
(9/mol) Polw Hum. Oral Hum.
PQM-242 284,357 -1 3,263 -0,832 3 100
PQM-243 284,357 -1 3,522 -0,923 3 100
PQM-244 298,384 0 4,093 -0,342 3 100
PQM-245 298,384 0 4,095 -0,338 3 100
PQM-246 300,357 -2 2,539 -1,319 3 85,013
PQM-247 300,357 -2 2,529 -1,297 2 84,958
PQM-248 328,41 0 4,429 -0,502 3 100
PQM-249 328,41 0 4,33 -0,477 3 100
CBD 300,44 0 5,025 -0,43 3 100
Valores de >80% alta
- -2a?2 -2a6,5 -3al?2 1,2,3
referéncia <25% pobre

Fonte: Dados obtidos do programa Qickprop 3.1, por colabora¢do com o Prof. Dr. Ihosvany Camps
(UNIFAL-MG)

Destaca-se que 0s compostos que possuem grupos metoxila (-OCHz) que sdo PQM-244,
PQM-245, PQM-248 e PQM-249, possuem melhor coeficiente de particdo octanol/agua sendo
mais lipofilicos do que os compostos que possuem grupos hidroxilas (-OH), e por isso
conseguem ultrapassar a barreira hematoencefalica, o que gera uma melhor atividade no SNC,
como demonstrado na tabela acima. Tais compostos apresentam valores semelhantes ao
encontrado para o CBD que é molécula inspiradora deste trabalho, demonstrando assim que
compostos que possuem uma cadeia carbdnica, ou seja, tenham propriedades lipofilicas podem

ser atuantes no SNC, por atravessarem a barreira hematoencefalica.

5.1.7 Docking Molecular

Utilizando dados de ancoramento molecular foi construido um modelo do receptor CB2
(Figura 28), através da comparacdo com o modelo CBL1 existente no PDB, através do Maestro
Software. Os resultados da analise geométrica com o MolProbity indicaram que 97% dos
residuos encontrados em CB2 estdo em regides favorecidas, além de ter mostrado uma energia

satisfatoria e uma geometria de qualidade através do QMEANBrane e ProSA.
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Figura 28 - Modelo molecular de CB2
com o ancoramento do
Taranabant.

Fonte: Do Autor.

Para validacdo do protocolo de docking e do modelo de CB2 usado nos experimentos
de ancoramento molecular foram previstos os modos de ligacdo do rimonabant (agonista
inverso CB1) e do taranabant (antagonista CB1) com os receptores CB1 e CB2 através do
programa DockThor, os quais interagem nos sitios de ligagdo por meio de interacGes
hidrofobicas. A tabela 3 mostra os dados da previsdo de afinidade dos compostos
sintetizados além do CBD e do rimonabant e taranabant que serviram como modelos de
previsdo do modo de ligacdo com os receptores CB1 e CB2.

Os dados indicam que que os compostos-alvo sintetizados possuem uma menor
afinidade com os receptores CB1 e CB2 do que o rimonabant e taranabant, sendo similares
ao CBD (2), a excecdo do PQM-249 que apresentou maior afinidade pelo CB1 do que o
CBD.
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Tabela 3 - Previsdo de afinidade nos receptores CB1 e CB2 a partir do Docking Molecular.

Composto  Afinidade Previstaem CB1 Afinidade Prevista em CB2

PQM-242 -9,859 -9,381
PQM-243 -9,838 -9,434
PQM-244 -10,120 -9,661
PQM-245 -9,937 -9,856
PQM-246 -9,721 -9,629
PQM-247 -9,655 -9,272
PQM-248 -10,290 -9,935
PQM-249 -10,562 -9,914
CBD -10,412 -9,930
rimonabant -11,790 -11,334
taranabant -12,408 -11,964

Fonte: Do Autor.

Todos os compostos exibiram algum grau de seletividade para CB1 em rela¢do ao CB2. O
PQM-249 (configuracdo S) foi previsto como o0 composto que tem maior afinidade em CB1 (-
10,562 kcal/mol). Nota-se uma preferéncia do receptor CB1 pela configuracéo S dos compostos
(Tabela 3). Pelo contrario, o receptor CB2 tem maior probabilidade de acomodar a
configuracdo R dos mesmos compostos. Curiosamente, o isdmero S de todos 0s compostos
exibe um modo de ligacdo global semelhante ao modo de ligacao previsto do CBD, exceto no
caso do PQM-249, em que se previu que ambos 0s isdmeros R e S interagem através de uma
conformacéo invertida no local de ligacéo.

A substituicao de dois grupos hidroxilo (PQM-246 e PQM-247) no anel fenila diminuiu a
afinidade de ligacdo, enquanto a presenca dos dois grupos metoxila pode melhorar
significativamente a afinidade para a cavidade receptora. Isto pode ser explicado pelo perfil
hidrofobico da cavidade de ligacdo onde essa por¢do dos compostos interage, portanto, a
presenca de grupos metoxila evita penalidades de solvatacdo polar, uma vez que nao ha residuos
polares de aminodcidos nessa regido para realizar ligaces de hidrogénio com tais grupos
hidroxila; podendo conduzir a um aumento da afinidade de ligacdo na ordem de 0,5 kcal/mol
para 0 composto PQM-248 quando comparado com 0 PQM-246, e quase 1,0 kcal/mol para o
composto PQM-249 versus PQM-247. Essa tendéncia também é observada para o receptor

CB2, em que o composto com 0s dois grupos metoxila exibe a melhor afinidade de ligagéo
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prevista (-9,935 kcal /mol), semelhante a energia livre de ligagéo prevista do CBD (-9,930 kcal

/ mol).

5.2 AVALIACAO FARMACOLOGICA

A avaliacdo farmacoldgica delineada para este projeto é constituida de modelos in vitro para
a avaliacdo da citotoxicidade das substancias em células dos astrocitos e in vivo para avaliacdo
de desempenho comportamental, visando ao estudo de possiveis efeitos no sistema nervoso

central sobre a atividade antidepressiva, ansiolitica.

5.2.1 Avaliacdo da viabilidade celular pela técnica MTT.

Para a determinacdo da citotoxidade das substancias foi utilizada cultura priméaria de
astrécitos do hipocampo de ratos Wistars neonatos. A técnica utilizada se baseia na capacidade
que as celulas viaveis com metabolismo ativo convertam o reagente MTT em MTT formazana,
que tem coloragio roxa, enquanto células mortas ndo sio capazes de realizar essa conversio*?.
Dessa forma, a coloracéo roxa € utilizada como um quantificador de viabilidade das células
testadas.

Os astrdcitos constituem uma grande parte das células do SNC possuindo papel importante
na manutencdo da saude neuronal e funcdo na barreira hematoencefalica, suas propriedades
morfologicas e distribui¢do espacial contribuem para a plasticidade do SNC e manutencéo da
homeostase neuronal, anormalidades nessas fungbes tem implicados em doencas
neurodegenerativas (p.e.: DA, DP)!?2123 ¢ sugerido que na DA astrocitos reativos secretam
numerosas citocinas e fatores neurotoxicos que favorecem a neurodegeneracéo,
neuroinflamac&o levando a morte celular'?. Além disso, os astrécitos sdo importantes para a
regulacdo de ERO, devido a glutationa que € um antioxidante chave e tem se mostrado protetora
contra a morte neuronal e também seu papel na regulacdo de neurotransmissores como 0
glutamato e GABA, levando a uma menor excitotoxidade do glutamato neuronal e diminuindo
a morte celular'??, De maneira geral os astrdcitos liberam proteinas neurotdxicas ou protetoras
apos lesdo ou em doencas neurodegenerativas, tendo efeitos prejudiciais como neuroinflamacéo
e benéficos como neuroprotecido e processos de reparo (p.e.. angiogénese)?®. Estudos

demonstram que os astrdcitos produzem AEA e 2-AG, e respondem a canabinoides exdgenos,
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visto que eles possuem receptores canabinoides; o0 CB1 encontrado nos astrocitos aumenta 0s
niveis de Ca*? o que estimula a liberacdo de glutamato ativando os receptores NMDA nos
neurbnios, assim existe uma interacdo ente astrécitos e SEC que afeta a neurotransmisséo
glutamatérgica®. Portanto esse tipo de célula foi utilizado devido ao seu papel regulador no
SNC, visto que ela esta envolvida em algumas patologias neurodegenerativas, em processos
neuroinflamatdrios e com o SEC.

Os gréficos foram divididos em dois grupos devido a solubilidade dos compostos, o
primeiro grupo foi solubilizado em etanol (Figura 29) e o segundo grupo em DMSO (Figura
30). De maneira geral as substancias sintetizadas apresentaram uma boa viabilidade celular, ndo
sendo citotdxicas. Nota-se que a substancia PQM-242 apresenta-se de forma mais homogénea,
semelhante ao controle ndo exibindo um grande efeito citotoxico, com um valor alto de
CCs50=86,32uM. Para 0s compostos PQM-244 e PQM-245, a concentracdo de 50uM induz a
morte celular, o que pode ser explicado pela ativagdo de uma via de sinalizacdo especifica no

receptor que leva a morte celular, em alguns casos a concentracdo pode ativar vias de
sinalizagéo diferentes.
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Figura 29 - Viabilidade celular a partir do tratamento com as substancias PQM-242 a PQM-245.
Nota: Ensaios realizados em quintuplicata. Concentragdo dos compostos estdo em uM.
Fonte: Do Autor.

Demonstra-se a partir da figura 30 que o DMSO na concentracdo de 4% causa a morte
celular, e sugere-se que as substancias protegem as células, pois mesmo na concentracao de
100uM onde tem-se 4% de DMSO, houve crescimento celular. As substancias PQM-247 e

PQM-248 s&o menos citotoxicos a partir do aumento da dilui¢do, ou seja, na concentracdo de
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100puM induz a morte celular enquanto que a concentragdo de 3,12uM se assemelha a

viabilidade celular sem tratamento.
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Figura 30 - Viabilidade celular a partir do tratamento com as substancias PQM-246 a PQM-249.
Nota: Ensaios realizados em quintuplicata. Concentracéo dos compostos estdo em M.

Fonte: Do Autor.

A determinacdo do CCs foi feita a partir da regresséo linear, dos maiores valores para

0s menores, obtendo-se a tabela 4. A partir da qual é possivel saber qual é a concentracao

citotoxica para 50% das células, determinando assim as concentragdes mais Vvidveis para a

continuidade do trabalho.

Tabela 4 - Determinacao da concentracéo citotoxica para 50% das células.

Composto  CCsp (LM)

PQM-242
PQM-243
PQM-244
PQM-245
PQM-246
PQM-247
PQM-248
PQM-249

86,32
20,46
2,92
11,89
18,86
7,95
10,73
32,69

Fonte: Do autor.

5.2.2 Avaliacdo das atividades antidepressivas e ansioliticas em camundongos
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Para a avaliacdo dos testes de comportamento tipo-ansioso e tipo-depressivo foram
utilizados camundongos Swiss com 5 a 7 semanas. Sendo utilizadas doses de 10mg/kg de CBD
aplica via i.p. e 100uM para as substancias sintetizadas por meio de gavage.

A figura 31 mostra a avaliacdo do teste de campo aberto dos animais dos grupos veiculo,
CBD, PQM-242 a PQM-249. O campo aberto é um teste que avalia parametros preditivos de
ansiedade e além disso € Util para a anélise da atividade locomotora dos animais, pois permite
quantificar a atividade exploratoria espontaneal?

De acordo com os resultados pode-se observar que as substancias e o CBD (10 mg/kg) néo
alteraram parametros relacionados ao comportamento tipo-ansioso (pois ndo alteraram o
namero de entradas centrais) e também ndo alteraram a locomogdo dos animais (uma vez que
ndo houve diferenca no nimero de entradas totais entre os animais testados quando comparados
ao veiculo).

Em um estudo de Sales e colaboradores utilizaram camundongos Swiss machos, foi
verificado que o CBD na dose de 10mg/Kg, também ndo alterou o nimero de entradas totais
dos animais expostos ao teste de campo aberto quando comparado ao seu grupo controle*®,
assim como apresentado neste trabalho.

Importante ressaltar que a dose utilizada do CBD em nosso estudo ndo exerceu efeito
ansiolitico, e de acordo com estudos prévios, a dose de CBD é um fator crucial na atividade e
em sua aplicacdo?®, o que pode, pelo menos em parte explicar seus efeitos variados em

decorréncia da possibilidade de atuacdo em multiplos receptores.

CAMPO ABERTO
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Figura 31 - Numero de entradas no centro (A), no nimero de entradas na periferia (B) e no nimero total
de entradas (C) do CBD e PQM-242 a PQM-249 quando comparados ao veiculo no campo
aberto.

Nota: Valores expressos como média+tSEM (ANOVA One-way seguido pelo pds-teste Newman-Keuls)

com n=8 animais por grupo.
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Fonte: Do Autor

A figura 32 mostra a avaliacdo do teste claro-escuro dos animais dos grupos veiculo, CBD,
PQM-242 a PQM-249. O teste claro-escuro avalia o0 comportamento preditivo de ansiedade no
animal*?® e pesquisas com substancias ansioliticas demonstram que o animal permanece mais
tempo no claro reduzindo o comportamento tipo-ansioso.

De acordo com os dados analisados pode-se observar que ndo houve diferenca entre 0s
grupos no tempo de permanéncia no claro e no tempo de permanéncia no escuro do CBD e
PQM-242 a PQM-249 quando comparados ao veiculo.

Deve-se levar em consideracdo que este € um estudo preliminar em que foi utilizada

somente uma determinada dose das substancias e do CBD.
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Figura 32 - Tempo de permanéncia no claro (A) e no tempo de permanéncia no escuro (B) do CBD e
PQM-242 a PQM-249 guando comparadas ao veiculo no teste claro-escuro.
Nota: Valores expressos como médiaxSEM (ANOVA One-way seguido pelo pos-teste Newman-Keuls).
Com n=8 animais por grupo.
Fonte: Do Autor.

A figura 33 mostra a avaliacdo do teste de nado forcado (NF) dos animais dos grupos
veiculo, CBD, PQM-242 a PQM-249. O teste de nado forcado avalia parametros tipo-
depressivo®?®, como aumento do tempo de imobilidade devido a reducdo da motivacdo em
escapar. Substancias antidepressivas sdo capazes de aumentar a motivacdo em escapar, assim
reduzindo o tempo de imobilidade.

De acordo com os dados analisados pode-se observar que houve reducdo no tempo de
imobilidade dos animais tratados com as substancias CBD e PQM-245, PQM-246, PQM-247

(p<0,05) e PQM-249 (p<0,01) quando comparados ao veiculo; indicando que as substancias
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exerceram efeito antidepressivo. Sales e colaboradores* testaram as doses de 7, 10 e 30mg/Kg
de CBD em camundongos Swiss machos no teste NF, com administracdo aguda (ap6s 30 min
da aplicacdo i.p. de CBD) e cronica (14 dias), e somente a dose de 10mg/Kg de CBD, que

também utilizamos no nosso estudo, exibiu efeito antidepressivo.

NADO FORCADO
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Figura 33 - Tempo de imobilidade do CBD e PQM-242 a PQM-249 quando comparadas ao veiculo no
teste de nado forcado

Nota: Valores expressos como médiatSEM *p<0,05 quando comparado CBD, PQM-2445, PQM-246,
PQM-247 ao veiculo e **p<0,01 quando comparado PQM-249 ao veiculo (ANOVA One-way
seguido pelo pds-teste Newman-Keuls). Com n=8 parao CBD, n=11 para PQM-247 e PQM-249,
n=12 para PQM-246, n=13 para veiculo, PQM-242, PQM-244, PQM-245 e PQM-248, n=14 para
PQM-243)

Fonte: Do Autor.

A figura 34 mostra a avaliacdo do teste suspensdo pela cauda (SPC) dos grupos veiculo,
CBD, PQM-242 a PQM-249. O teste de suspensdo pela cauda avalia parametros preditivos de
depressdo*?’. O animal quando submetido a uma situacéo de estresse inescapavel apresenta dois
tipos de comportamento, a mobilidade, devido a tentativa de escapar e a imobilidade devido a
falta de motivacdo em escapar. Substancias antidepressivas agem aumentando a motivacdo em
escapar e consequentemente diminuindo o tempo de imobilidade.

De acordo com os dados analisados pode-se observar que houve reducdo no tempo de
imobilidade do CBD e PQM-249 (p<0,05) quando comparados ao veiculo, indicando que essas
substancias tém efeito antidepressivo.

El-Alfy e colaboradores!?® demonstraram que as doses de 20, 100 e 200mg/Kg do CBD em
camundongos DBA/2, ndo interferiram no tempo de imobilidade quando comparados ao
veiculo no teste de suspensdo pela cauda. Porém, em um estudo de Schiavon e colaboradores!?®
que utilizaram camundongos Swiss machos e doses de 3, 10 e 30mg/kg de CBD, houve uma

reducdo no tempo de imobilidade nos animais administrados com CBD nas doses de 3 e
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10mg/kg no teste do nado forgado. Embora os estudos de CBD ainda sejam controversos devido
a utilizacdo de vérias doses e animais, pode-se verificar que a dose de CBD utilizada no nosso
estudo foi capaz de exercer atividade antidepressiva.
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Figura 34 - Tempo de imobilidade do CBD e PQM-242 a PQM-249 quando comparadas ao veiculo no

teste de suspensdo pela cauda.

Nota: Valores expressos como médiatSEM *p<0,05 quando comparado CBD, PQM-249 ao veiculo
(ANOVA One-way seguido pelo pos-teste Newman-Keuls). Com n=9 para 0 PQM-245 e n=8
para os demais.

Fonte: Do Autor
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6. PARTE EXPERIMENTAL

A sintese das substancias-alvo deste projeto foi realizada no Laborat6rio de Pesquisa em
Quimica Medicinal (PeQuiM), na Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG). A
avaliagdo farmacoldgica in vitro da série-alvo para avaliacdo do efeito potencial sobre a
epilepsia foi feita em colaboragdo com o laboratdrio de Bioquimica, na Universidade Federal
de Alfenas (UNIFAL-MG), sob a responsabilidade da Profa. Dra. Marilia Goulart. A avaliacéo
farmacoldgica in vivo em modelos comportamentais da série-alvo, para avaliacdo do efeito
potencial sobre a ansiedade e depressdo foi feita em colaboracdo com o laboratério de
Fisiologia, na Universidade Federal de Alfenas (UNIFAL-MG), sob a responsabilidade dos
Profs. Drs. Alexandre Giusti-Paiva e Fabiana Cardoso Vilela. Os estudos de docking molecular
foi realizado em parceria com o Laboratorio Nacional de Computacdo Cientifica (LNCC) em
Petropolis-RJ, sob responsabilidade dos Drs. Laurent Dardenne e Isabella Alvim Guedes.

6.1 QUIMICA

Em seguida todas as descricbes dos processos quimicos envolvidos na obtencdo das

substancias estudadas.

6.1.1 Generalidades

Os espectros na regido do infravermelho (1) foram registrados no espectrometro de
Nicolet iS50 FTIR (Thermo Scientific USA) acoplado a Pike Gladi ATR Technologies
(Instituto de Quimica — UNIFAL), por insercdo direta da amostra. Os espectros de ressonancia
magnética nuclear de *H e de 3C foram registrados nos espectrometros BRUKER AVANCE
DRX 300 MHz (Instituto de Quimica, UNIFAL). Como referéncia interna foi utilizado o sinal
do tetrametilsilano (TMS). Os deslocamentos quimicos (d) sdo expressos em partes por milhao
(ppm) e as constantes de acoplamento (J), em Hertz (Hz). As multiplicidades estdo abreviadas
da seguinte maneira: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), m (multipleto), dd (duplo dupleto),
dt (duplo tripleto). Os valores de J foram obtidos através do programa MestreNova. A
numeracdo adotada para 0s atomos nas estruturas ndo corresponde a numeracdo da

nomenclatura IUPAC. Isso foi feito para que 0s compostos com estruturas andlogas pudessem
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ter seus dados de RMN comparados, quando necessario. Os espectros na regido do ultravioleta
(UV) foram obtidos por espectrofotdmetro de UV-1800 series da Shimadzu, na faixa de 200-
400nm, utilizando-se como solvente etanol. As faixas de fuséo foram determinadas em aparelho
Fisher-Jonhs e ndo foram corrigidos (Instituto de Quimica, UNIFAL). As analises por
cromatografia em camada delgada foram realizadas em folha de gel de silica 60 F2s4, da marca
Merck e as purificagdes por cromatografia em coluna foram realizadas em gel de silica flash
(220-440 mesh, 0,035 mm — 0,075 mm), da marca Sigma-Aldrich. A visualizacdo das
substancias foi feita em cdmara de UV (A= 254 ou 365 nm). Todas as etapas da rota sintética
foram acompanhadas por cromatografica em camada delgada (CCD) e purificadas através de
coluna cromatogréfica (CC) ou recristalizacdo. Os solventes puros e/ou anidros utilizados
foram preparados segundo procedimentos descritos por Armarego & Chai'3t. Metanol/Etanol
anidro: foram secos com sulfato de magnésio anidro sob agitacdo por 2 horas, em seguida
filtrado. O mesmo foi estocado em um recipiente adequado contendo peneira molecular do tipo
A4 ativada. Peneira Molecular A4: foi ativada em mufla a 350 °C por 3 horas e posteriormente
resfriada e mantida em um dessecador com CaCl,. As R e S carvonas, foram previamente
destiladas sob pressdo reduzida. Os demais solventes utilizados foram utilizados sem prévia

purificacdo e/ou destilagéo.

6.1.2 Sintese dos ésteres: 4-hidroxibenzoato de metila (36), 4-metoxibenzoato de
metila (37), 3,4-diidroxibenzoato de metila (38), 3,4-dimetoxibenzoato de metila
(39).

(e} OH (0] O\
1. H,S0,
e
CH;0H
w w
W (32)= 4-OH W (36)= 4-OH
(33)= 4-OCH; (37)= 4-OCH;
(34)=3,4 - diOH (38)=3,4 - diOH
(35)=3.4 - diOCH3 (39)=3,4 - diOCH;

Esquema 13 - Sintese dos ésteres (36-39), por reacéo de
esterificacdo de Fischer, na presenca
de H,SO4como catalisador e CH;OH.
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Fonte: Do Autor

Em um baldo monotubulado foram adicionados 7,24 mmols do &cido benzoico
precursor (32-35), solubilizados em 10 mL de CH30H, sob agitacéo, sequido da adi¢éo de 0,97
mmol de H2SO4. A mistura racional foi mantida sob agitacdo magnética e refluxo por 24 h. O
término da reacdo foi confirmado por CCD (eluente hexano/acetato de etila 80:20, revelador:
camara de ultravioleta 365 nm). A remog¢édo do solvente sob pressdo reduzida forneceu um
solido branco que ap0s filtracdo a vacuo e lavagem com H»O destilada em abundancia, forneceu
0s respectivos ésteres metilicos 36 (1,06 g, 6,99 mmol), 37 (1,3 g, 7,82 mmol), 38 (1,24 g, 7,38

mmol) ou 39 (1,0 g, 5,09 mmol) como solidos de cor branca.

08 o Rendimento: 84%
- 9\10 Aspecto fisico: solido branco  FM: CgHgO3; MM: 152,15g/mol
1 5 . IV (V msx, cmt): 3348 (OH), 1673 (C=0), 1606,1583,1511,1456 (C=C), 1277 e 1191
(C-0 ester), 1215 (C-O fenol), 846 (C-H aromatico).
2 4 RMN de *H (300 MHz, CDCly), 6 (ppm): 7,95 (d, 2H, J= 8,9, H1 e H5), 6,88 (d, 2H,
J=8,9, H2 e H4), 3,90 (s, 1H, H10).
ot N RMN de 3C (75 MHz, CDCl3), & (ppm): 167,3 (C=0, C7), 160,2 (C-OH, C3), 132,0
(CH, C1 e C5), 122,4 (C-C, C6), 115,3 (CH, C2 e C4), 52,1 (CH, C10).
8o g Rendimento: 96%
7 ™~ 0 Aspecto fisico: sélido branco  FM: CgH1003 MM: 166,18g/mol
6 IV (V ma, cM™): 2949 e 2841 (C-H, CHs), 1702 (C=0), 1603, 1508, 1466 (C=C), 1317
! 5 e 1104 (C-O éster), 1280 e 1018 (C-O éter), 846 (C-H aromatico). RMN de *H (300
2 , MHz, CDCls), ¢ (ppm): 7,98 (d, 2H, J= 6,0, H1 e H5), 6,90 (d, 2H, J=7,2, H2 e H4),
3 3,88 (s, 1H, H10), 3,85 (s, 1H, H12). RMN de *C (75 MHz, CDCls), 5 (ppm): 166,9
o{ . (C=0, C7), 163,4 (C-O, C3), 131,6 (CH, C1 e C5), 122,6 (C-C, C6), 113,6 (CH, C2 e
37 C4), 55,4 (CH, C10) 51,9 (CH, C12).
g 2 Rendimento: 69%
“ 10 Aspecto fisico: solido branco  FM: CgHgO, MM: 168,15g/mol
6 IV (V msx, cm?): 3191 (O-H), 1682 (C=0), 1606, 1519 e 1435 (C=C aromatico), 1297
' ) e 1064 (C-O éster), 883 e 823 (C-H aromético). RMN de "H (300 MHz, DMSO-de), 8
2 o (ppm): 9,78 (s, 1H, H11), 9,32 (s, 1H, H12).7,35 (d, 1H, J=2,1 Hz, H5),7,29 (dd, 1H,

12 J=9Hze2,1Hz, H1), 6,81 (d, 2H, J=8,1 Hz, H2), 3,75 (s, 3H, H10). RMN de *C (75
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MHz, DMSO-ds), & (ppm): 166,7 (C=0, C7), 150,9 (C-OH, C3), 145,6 (C-OH, C4),
122,3 (CH, C1), 121,1 (C, C6), 116,8 (CH, C5), 115,9 (CH, C2), 52,1 (CH, C10).

Rendimento: 89%

. 9 10 Aspecto fisico: s6lido branco a levemente amarelado

) 6 X FM: CioH120s  MM: 196,20g/mol

IV (V max, cmt): 3033, 888 e 868 (C-H aromatico), 2956 e 2933 (C-H, CHs) 1716 (C=0),
4
? o~ 14 1593, 1513, 1462, 1447 (C=C), 1288 e 1185 (C-O éster), 1227 e 1034 (C-O éter).
"o " RMN de 'H (300 MHz, CDCls), ¢ (ppm): 7,70 (dd, 1H, J=9 Hz, 1,8 Hz, H1), 7,55
w N (d,1H, J=2,1, H5),6,91 (d, 1H, J=9, H2), 3,94 (s, 6H, H13 e H14),3,90 (s, 3H, H10).

RMN de 13C (75 MHz, CDCls),  (ppm): 166,9 (C=0,C7), 153,0 (C-O, C3), 148,6 (C-
0, C4), 123,6 (C-C, C6), 122,7 (CH, C1), 112,0 (CH, C5), 110,3 (CH,C2), 56,0 (CH,
C13 e C14), 52,0 (CH,C10).

6.1.3 Sintese das benzoidrazidas: 4-hidroxibenzoidrazida (40), 4-
metoxibenzoidrazida (41), 3,4-di-idroxibenzoidrazida (42) e 34
dimetoxibenzoidrazida (43).

[ o C._\-\, -H'\.
"\-C'T"” . ""-‘:[" K
R, 1ONGH HAO -7 ey
[ Jewor 1,
ot et CH'-OH .;‘_" -
H PaX
W W
W (36)= 4.0H W 40)= 4.0H
(37y= 4-0CH; (1= 4-0CH
(38)= 3.4 - diOH (42)= 3.4 - iOH
[39)= 3.4 - iQCH; (43)= 34 - LOCH;
Esquema 14 - Sintese das benzoidrazidas (40-
43), através de reacdo de
hidrazinolize, para a formagao
do intermediario-chave.
Fonte: Do Autor
Em um baldo monotubulado foram adicionados 6,76 mmol do respectivo éster metilico
(36-39) e 10 eqg. de monoidrato de hidrazina (NH2NH2.H20) em 10 mL de metanol. A mistura

reacional foi mantida sob agitacdo e refluxo por 24 horas. A evolucdo da reacdo foi

acompanhada por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 80:20, revelador: luz ultravioleta). Ao
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término da reacdo, a mistura teve o solvente removido sob pressdo reduzida fornecendo um

solido branco, o qual foi lavado com H»O destilada em abundancia e filtrado a vacuo. Apds

secagem deste solido forneceu o produto 40 (0,74 g, 6,57 mmol), 41 (0,78 g, 4,74 mmol), 42
(0,57 g, 3,40 mmol) ou 43 (0,77 g, 3,94 mmol) como sélido branco.

OOO

™~

9

NH,
10

NH,
10

Rendimento: 72%

Aspecto fisico: sdlido branco  FM: C7/HgN,O, MM: 152,15g/mol

IV (V max, cm1): 3312 (N-H,), 3268 (OH), 3192 (N-H), 2999 e 845 (C-H), 1606 (C=0),
1536, 1507, 1463, 1393 (C=C), 1276 (C-N), 1187 (C-0).

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 9,49 (s, 1H, H9), 7,69 (d, 2H, J=7,3 Hz,
H1 e H5), 6,78 (d, 2H, J= 7,45 Hz, H2 e H4), 4,38 (s, 2H, H10).

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds), J (ppm): 166,1 (C=0, C7), 160,1 (C-OH, C3), 128,9
(CH, Cl1eCb), 114,9 (CH, C2 e C4), 124,0 (C, C6).

Rendimento: 65%

Aspecto fisico: solido branco  FM: CgHioN2O, MM: 166,18 g/mol

IV (v max, cm-1): 3322 e 1574 (N-H), 3055 e 841 (C-H aromatico), 2959 (C-H
metilico), 1603 (C=0), 1253 e 1035 (C-0O), 1340 (C-N).

RMN de 1H (300 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 9,61 (s, 1H, H9), 7,81 (d, 2H, J=6 Hz,
H1 e H5), 6,98 (d, 2H, J=6 Hz, H2 e H4), 4,41 (s, 2H, H10), 3,79 (s, 3H, H12).

RMN de 13C (75 MHz, DMSO-d6), & (ppm): 1657 (C=0, C7), 161,5 (C-O,
C3),128,7 (CH, C1 e C5), 125,6 (C, C6), 113,6 (CH, C2 e C6), 55,3 (CH, C12).

Rendimento: 55%

Aspecto fisico: sélido branco FM: C;HsN.O3 MM: 168,15 g/mol

IV (V max, cm1): 3430 e 1639 (N-H), 3356 (O-H), 3276 (N-H, NH,), 1657 (C=0),1600,
1557, 1538, 1519 (C=C), 1278 (C-N), 1197 (C-O).

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 9,42 (s, 1H, H9), 7,26 (d, 1H, J=15, H5),
7,18 (dd, 1H, J=9 Hz, 1,8 Hz, H1), 6,75 (d, 1H, J=8,4 Hz, H2), 4,36 (s, 2H, H10).
RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds), J (ppm): 166,1 (C=0, C7), 148,2 (C-OH, C3), 144,8
(C-OH, C4), 124,4 (CH, C1), 124,4 (C, C6), 118,5 (CH, C5), 114,2 (CH, C2).
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Rendimento: 65%

H
° : ';\NHZ Aspecto fisico: solido branco  FM: CoH12N20s MM: 196,21 g/mol

. 10 IV (V max, cm1): 3307 e 1597 (N-H), 2982 e 2938 (C-H metilicos), 1626 (C=0), 1256

1 5 (C-N), 1275 ¢ 1017 (C-0), 878 e 834 (C-H).
RMN de 'H (300 MHz, CDCls), é (ppm): 7,91 (s, 1H, H9), 7,39 (d, 1H, J= 2,1,
2 N O/14 H5),7,30 (dd, 1H, J=6,3 Hz, 2,1 Hz, H1), 6,84 (d, 1H, J= 8,1 Hz, H2), 3,91 (s, 6H,

12 H13 e H14)

1 O\ RMN de **C (75 MHz, CDCls), J (ppm): 168,5 (C=0, C7), 152,1 (C-O, C3 e C4),
43 13 149,1 (C, C6), 125,2 (CH, C1), 119,6 (CH, C5), 110,4 (CH, C2),, 56,0 (CH, C13 e

C14).

6.1.4 Sintese dos analogos aril -acilidrazénicos (44-51) do canabidiol.

P
o X :

ou Z N Z SN

4 ) " "

B ——

w NHNH, CH,OH, cat icida . Série AR) Série A (S)

W (40) = 4-OH W (45) = 4-OH (PQM 243) W (44) = 4-OH (PQM 242)
(41) =4-OMe (47) = 4-OMe (PQM 245) (46) = 4-OMe (PQM 244)
42)= 3,4—d%OH (49) = 3,4-diOH (PQM 246) 48) = 3,4-d%OH (PQM 247)
(43) = 3,4-diOMe (51) = 3,4-diOMe (PQM 248)  (50) = 3,4-diOMe (PQM249)

Esquema 15 - Reac¢des de acoplamento das benzoidrazidas (40-43) com as carvonas (R e S).
Fonte: Do autor

Em um baldo monotubulado de 25 mL adicionou-se o intermediario hidrazidico (40, 41,
42 ou 43) (1 eq.) em 15 mL de metanol seco e 1,0 eq. da carvona (R ou S). Deixou-se a mistura
reagente sob agitacdo magnética durante 24 horas a temperatura ambiente. A evolucdo da
reacao e termino foi acompanhada por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 70:30, revelador:
luz ultravioleta), notando-se a formacdo de um produto sem o consumo total do reagente. A
destilacdo do solvente, sob pressdo reduzida, forneceu um residuo que foi cromatografado em
coluna de silica flash (eluente: hexano/acetato de etila 90:10, 80:20, 70:30, 50:50, 0:100). A
eliminacdo do metanol, sob pressao reduzida, forneceu o produto 44 (13 mg, 0,046 mmol), 45
(26 mg, 0,092 mmol), 46 (10 mg, 0,034 mmol), 47 (65 mg, 0,22 mmol), 48 (123 mg,
0,41mmol), 49 (84 mg, 0,28 mmol), 50 (87 mg, 0,27 mmol) ou 51 (29 mg, 0,09 mmol).

A fim de obter-se melhores rendimentos, foram realizadas algumas modificagdes na

sintese proposta dos analogos aril-acilidrazénicos do CBD, com a adicdo de &cido acético
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glacial para que a carbonila da cetona fosse ativada e a reagdo ocorre-se mais rapidamente.
Portanto, em um baldo monotulubaldo de 25 mL contendo 10 mL de metanol seco, adicionou-
se (1 eqg.) de carvona (R ou S) e gotas (15 gotas) de &cido acético glacial. Em seguida adicionou-
se ao baldo reacional a benzoidrazida (40, 41, 42 ou 43), gota-a-gota, previamente solubilizada
em metanol seco (5 mL). A reacdo ocorreu em temperatura ambiente e sua evolugdo e término
foram acompanhados por CCD (eluente: hexano/acetato de etila 70:30, revelador: luz
ultravioleta). Notou-se com esta nova metodologia abordada, uma reducgédo do tempo reacional
e aumento da conversdo da benzoidrazida empregada ao produto de interesse. Com a eliminacao
do solvente, sob presséo reduzida, cristais brancos foram formados na parede do baldo. Em
seguida, estes cristais foram filtrados e lavados com metanol para retirar tragos da carvona
utilizada, obtendo-se entdo os produto desejados 44 (43 mg, 0,15 mmol), 45 (30 mg, 0,11
mmol), 46 (63 mg, 0,21 mmol), 47 (51mg, 0,17mmol) ou 48 (117 mg, 0,39 mmol), como
solidos de cor branca amarelada. Nos casos em que ndo foi possivel a utilizagdo deste método
de purificagéo, a obtencdo o0so produtos puros foi feita por cromatografia em coluna de silica
flash (eluente: hexano/acetato de etila 70:30). A eliminacdo do solvente, sob pressao reduzida,
forneceu os produtos 50 (75 mg, 0,23 mmol), 51 (156 mg, 0,47 mmol), que foram obtidos como

solidos de cor branca a amarelo-palido.

(44)

17

Rendimento: 20% Faixa de Fusdo: 214°-217° C

Aspecto fisico: sélido branco amarelado FM: Ci17H20N202 MM: 284,36 g/mol
IV (V max, cm™): 3371 (O-H), 3237 (N-H), 2919, 2849 e 847 (C-H), 1663 (C=0), 1639 (C=C) 1609 (C=N), 1586,
1526 e 1504 (C=C aromaético), 1445 e 1262 (C-N), 1229 (C-0).

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 10,40 (s, 1H, H9), 7,72 (d, 2H, J=8,56, H1 e H5), 6,82 (d, 2H, J=
8,51, H2 e H4), 6,17 (s, 1H, H13), 4,79 (d, 2H, J=9,12, H18), 2,93 (d, 1H, J=15,62, H16), 2,32 (d, 1H, J=14,76,
H15), 2,23 (d, 1H, J=7,0, H14), 2,11-2,16 (m, 2H, H14 e H16), 1,83 (s, 3H, H20), 1,74 (s, 3H, H19).

RMN de **C (75 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 163,6 (C=0, C7), 160,3 (C-OH, C3), 156,2 (C=N, C11), 147,6 (C,
C17), 133,4 (C, C12), 132,4 (CH, C1 e C5), 129,8 (CH, C13), 124,5 (C, C6), 114,6 (CH, C2 e C4), 110,0 (CH,
C18), 29,6 (CH, C14), 20,4 (CH, C19), 17,9 (CH, C20).
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(45)
Rendimento: 40% Faixa de Fuséo: 198°-200°C
Aspecto fisico: solido branco amarelado FM: C17H20N,0; MM: 284,36g/mol

IV (V max, cm™): 3253 (N-H), 2922 (C-H), 1625 (C=0), 1606 (C=N), 1582, 1524 e 1498 (C=C aromatico), 1373
(6 CHs) 1281 (C-N), 1218 (C-0), 840 (6 C-H aromético).

RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), 6 (ppm): 10,40 (s, 1H, H9), 7,73 (d, 2H, J=8,67, H1 e H5), 6,82 (d, 2H, J=
8,65, H2 e H4), 6,18 (d, 1H, J=4,54, H13), 4,80 (d, 2H, J=9,77, H18), 2,94 (dd, 1H, J=2,96 Hz, 16,07 Hz, H16),
2,27-2,39 (m, 1H, H15), 2,23 (d, J=6,53, 1H, H14), 2,05-2,16 (m, 2H, H14 e H16), 1,84 (s, 3H, H20), 1,75 (s, 3H,
H19).

RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds), J (ppm): 163,5 (C=0, C7), 160,4 (C-OH, C3), 156,3 (C=N, C11), 147,7 (C,
C17), 133,6 (C, C12), 132,5 (CH, C1 e C5), 124,6 (C, C6), 130,0 (CH, C13), 114,7 (CH, C2 e C4), 110,2 (CH,
C18), 29,8 (CH, C14), 20,6 (CH, C19), 18,0 (CH, C20).

(46)

Rendimento: 10% Faixa de Fus&o: 160°-162°C

Aspecto fisico: s6lido branco amarelado FM: C1gH22N20; MM: 298,36 g/mol
IV (V max, cm™): 3258 (N-H), 3076 (C-H alceno), 1647 (C=0), 1635 (C=N), 1608 (C=C), 1577, 1522, 1498 el
1455 (C=C aromatico), 1257 e 1038 (C-0), 845 (6 C=C aromatico)

RMN de *H (300 MHz, CDCls), 6 (ppm): 8,88 (s, 1H, H9), 7,87 (s, 2H, H1 e H5), 6,93 (d, 2H, J= 8,84, H2 e H4),
6,16 (d, 1H, J=3,94 Hz, H13), 4,82 (d, 2H, J=9,62 Hz, H18), 3,86 (s, 3H, H22), 2,77 (d, 1H, J=16,04 Hz, H16),
2,48 (t, 1H, J=11,78, H15), 2,32 (dt, J= 4,83 Hz/ 10,43 Hz, 1H, H14), 2,09-2,20 (m, 2H, H14 e H16), 1,94 (s, 3H,
H20), 1,78 (s, 3H, H19).

RMN de **C (75 MHz, CDCls), § (ppm): 162,3 (C-O, C3), 147,4 (C, C17), 133,6 (CH, C1 e C5),133,2 (C,C12¢e
C13), 129,2 (C, C6), 113,8 (CH, C2 e C4), 110,6 (CH, C18), 55,4 (CH, C22),40,8 (CH, C15), 30,1 (CH, C15),
28,8 (CH, C14), 20,6 (CH, C19), 18,0 (CH, C20).

20
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Rendimento: 57% Faixa de Fusdo: 127°-130°C

Aspecto fisico: sélido branco FM: C1gH22N20; MM: 298,36 g/mol
IV (V max, cM™): 3251 (N-H), 2918 (C-H), 1646 (C=0), 1635 (C=N), 1606, 1575, 1521 e 1498 (C=C aromatico),
1255 (C-0).

RMN de *H (300 MHz, CDCl3), d (ppm): 8,81 (s, 1H, H9),7,96 (s, 2H, H1 e H5), 6,94 (d, 2H, J= 8,76, H2 e H4),
6,16 (d, J= 4,25 Hz, 1H, H13), 4,82 (d, 2H, J= 10,99, H18), 3,86 (s, 3H, H22), 2,75 (d, 1H, J=15,41 Hz, H16),
2,48 (t, 1H, J=11,43 Hz, H15), 2,32 (dt, J= 4,97 Hz 17,07 Hz, 1H, H14), 2,10-2,20 (m, 2H, H14 e H16), 1,93 (s,
3H, H20), 1,78 (s, 3H, H19).

RMN de 3C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 162,3 (C-O, C3), 147,4 (C, C17),133,6 (CH, C1 e C5), 133,2 (C, C12 e
C13), 129,2 (C, C6), 113,8 (CH, C2 e C4), 110,6 (CH, C18), 55,4 (CH, C22), 40,8 (CH, C15), 30,1 (CH, C15),
28,8 (CH, C14), 20,6 (CH, C19), 18,0 (CH, C20).

N
13 1

14 16

OH 22
TN (48)
Rendimento: 47% Faixa de Fusdo: 246°-247°C
Aspecto fisico: sélido amarelo FM: C17H20N203 MM: 300,36 g/mol

IV (V max, cm™Y): 3467 (N-H), 3181 (O-H), 1658 (C=0), 1600 (C=C), 1459 (3CH>), 1378 (8CHs), 1219 (C-O).
RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), 5 (ppm): 10,34 (s, 1H, H9), 9,36 (s, 2H, H21 e H22), 7,29 (s, 1H, H5), 7,23
(d, J=8,13, 1H, H1), 6,79 (d, 1H, J= 8,15, H2), 6,18 (s, 1H, H13), 4,80 (d, 2H, J=9,57, H18), 2,92 (d, 1H, J=16,27,
H16), 2,31-2,39 (m, 1H, H15), 2,23 (s, 1H, H14), 2,13 (dd, 2H, J= 14,19 Hz 19,38 Hz, H14 e H16), 1,84 (s, 3H,
H20), 1,75 (s, 3H, H19).

RMN de C (75 MHz, DMSO-dg), 6 (ppm): 163, 5 (C=0, C7), 156,1 (C=N, C11), 148,6 (C-OH, C4), 147,6 (C-
OH, C3), 144,7 (C, C17), 133,4 (C, C12), 132,4 (CH, C13),125,0 (C, C6), 119,8 (CH, C1), 115,5 (CH, C5), 114,7
(CH, C2), 110,1 (CH, C18), 29,7 (CH, C16), 20,4 (CH, C19), 17,9 (CH, C20).

Rendimento: 57% Faixa de fusdo: 244°-246°C

Aspecto fisico: solido amarelo FM: C17H20N205 MM: 300,36 g/mol
IV (V max, cmY): 3446 e 1519 (N-H), 3204 (O-H), 2963 (C-H, CHs), 1685 (C=0), 1605 (C=C), 1434 (5C-H, CH,),
1228 (C-O).
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RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds), § (ppm): 10,33 (s, 1H, H9),7,21 (d, J= 8,59, 1H, H1), 6,78 (d, 1H, J= 8,05,
H2), 7,27 (s, 1H, H5), 6,18 (d, J=4,38 Hz, 1H, H13), 4,80 (d, 2H, J= 9,22, H18), 2,91 (d, 1H, J=17,40, H16), 2,33
(dd, 1H, J=9,49Hz 24,51Hz, H15), 2,23 (d, J= 4,38 Hz, 1H, H14), 2,13 (dd, 2H, J= 12,28 Hz e 20,50 Hz, H14 e
H16), 1,84 (s, 3H, H20), 1,75 (s, 3H, H19).

RMN de 3C (75 MHz, DMSO-ds), & (ppm): 148,7 (C-OH, C4), 147,6 (C-OH, C3), 144,7 (C, C17), 133,4 (C,
C12), 132,4 (CH, C13), 124,9 (C, C6), 119,8 (CH, C1), 115,6 (CH, C5), 114,7 (CH, C2), 110,1 (CH, C18), 29,6
(CH, C16), 28,9 (CH, C14), 20,4 (CH, C19), 17,9 (CH, C20).

13

Rendimento: 55% Faixa de Fusdo: 110°-113°C

Aspecto fisico: solido branco amarelado FM: C19H24N203 MM: 328,41 g/mol
IV (V max, cm™): 3309 e 1495 (N-H), 1633 (C=0), 1600 (C=C), 1581 (C=C aromatico), 1462 (5C-H, CHy), 1264
(C-0).

RMN de 'H (300 MHz, CDCls), 6 (ppm): 8,80 (s, 1H, H9), 7,59 (s, 1H, H1), 6,89 (d, 1H, J= 8,44, H2), 6,18 (d,
1H, J=4,49 Hz, H13), 4,83 (d, 2H, J= 11,67, H18), 3,94 (s, 6H, H22 e H24), 2,76 (dd, 1H, J=3,39 Hz, 15,12 Hz,
H16), 2,48 (t, 1H, J=12,27 Hz, H15), 2,33 (dt, J=4,97 Hz, 15,12Hz, 1H, H14), 2,10-2,20 (m, 2H, H14 e H16),
1,95 (s, 3H, H20), 1,79 (s, 3H, H19).

RMN de 2*C (75 MHz, CDCls), 6 (ppm): 152,2 (C-O, C3 e C4), 152,2 (C=N, C11), 147,5 (C, C17), 133,9 (C,
C12), 133,1 (CH, C13), 110,8 (CH, C18),110,1 (CH, C2), 56,2 (CH, C22 e C24), 29,9 (CH, C14), 40,9 (CH, C15),
30,3 (CH, C16), 20,8 (CH, C19), 18,2 (CH, C20).

12
13 "/TO\
14 16
AN
18 19
Rendimento: 25% Faixa de Fusdo: 125°-127°C
Aspecto fisico: solido amarelo FM: Ci9H24N,05 MM: 328,41 g/mol

IV (V max, cm1): 3218 e 1535 (N-H), 2968 e 2920 (C-H), 1633 (C=0), 1600, 1581, 1494, 1466 (C=C aromatico),
1374 (8C-H, CHs), 1284 (C-N), 1268 e 1021 (C-0), 1435 (5C-H, CH;).

RMN de *H (300 MHz, CDCls), § (ppm): 8,92 (s, 1H, H9), 7,59 (s, 1H, H1), 6,78 (d, 1H, J= 8,05 Hz, H2), 6,17
(d, 1H, J=5,31 Hz, H13), 4,80 (d, 2H, J= 8,98, H18), 3,93 (s, 6H, H22 e H24), 2,79 (d, 1H, J=15,39, H16), 2,48
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(t, 1H, J=11,74 Hz, H15), 2,33 (dt, 1H, J=5,10 Hz 17,11 Hz, H14), 2,10-2,20 (m, 2H, H14 e H16), 1,95 (s, 3H,
H20), 1,78 (s, 3H, H19).

RMN de 2*C (75 MHz, CDCls), & (ppm): 152,0 (C-O, C3 e C4), 152,0 (C=N, C11), 147,4 (C, C17),133,6 (C,
C12), 133,2 (CH, C13), 110,6 (CH, C18), 110,1 (CH, C2), 56,1 (CH, C24), 56,0 (CH, C22), 40,8 (CH, C15), 30,2
(CH, C16), 28,9 (CH, C14), 20,6 (CH, C19), 18,1 (CH, C20).

6.1.5 Avaliacdo da atividade quelante de metais

Este ensaio foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Gontijo et al.
(2012)*3 com algumas modificacdes. Cada amostra foi diluida em etanol na proporcao de 1:10
(miv), seguida de uma nova diluicio na propor¢do de 1:10 (v/v). As amostras foram
acrescentadas 20 gotas de uma solucdo do metal (Fe*?, Fe**, Cu*? ou Zn*?) (1:10 m/v)
separadamente, j& na cubeta, e homogeneizada, para posterior leitura. As leituras foram
realizadas no modo varredura na faixa de A = 200-400 nm em espectrofotdmetro UV/vis, as
quais permitiu a visualizacdo dos perfis graficos da complexacdo metal-composto por variacao

dos valores de absorbancia das bandas observadas e deslocadas.

6.1.6 Atividade Sequestrante de Radicais DPPH

A medida da atividade sequestrante de radicais DPPH foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Gontijo et al. (2012)'*® com modificacGes. Adicionou-se 4,0 mL da
solucdo das amostras (nas concentracdes de 200, 100, 50, 25, 12,5, 6,25, 3,125 e 1,56 pmol.L
1) em etanol, a serem testadas a 0,75 mL de solugcdo do radical DPPH (1,1-difenil-2-
picrilidrazila) (0,5 mM). A mistura foi agitada vigorosamente e mantida em repouso, sob
protecdo de luz, por 30 minutos. Logo apos, foram lidas as absorbancias a 517 nm em
espectrofotometro UV/vis. (em triplicata). O DPPH é um radical estavel, de cor pdrpura quando
em solucdo etandlica apresenta uma banda de absorcdo a 517nm. Quando misturado a uma
substancia capaz de doar um hidrogénio e sequestrar o seu radical, o DPPH passa a 1,1-difenil-
2-picrilidrazina (DPPH-H) de cor amarela. Quanto menor a absorbancia maior o potencial

sequestrante. Para avaliar a atividade captadora do radical, foi obtida a porcentagem de inibigéo,
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de acordo com a equacgdo: % de inibicdo = [(absorbéncia do controle - absorbancia da
amostra)/absorbancia do controle)] x 100.

A determinacdo da concentragdo de amostra ou padrédo que causa 50% de inibicdo da
concentracdo (Clso) inicial de DPPH foi obtida por regressao linear dos pontos plotados
graficamente. Para a plotagem dos pontos, foram utilizados os valores das médias obtidas de

triplicatas realizadas para cada uma das substancias.

6.2 AVALIACAO FARMACOLOGICA

A avaliacdo farmacologica foi realizada em conjunto com os laboratérios de fisiologia
translacional e de bioquimica da UNIFAL-MG.

6.2.1 Animais

6.2.1.1 Ensaios in vitro

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizados aproximadamente 15 (quinze)
ratos da linhagem Wistar neonatos, nascidos a partir de matrizes obtidas do Biotério Central
da Universidade Federal de Alfenas. Dois dias apos 0 nascimento, os filhotes machos foram
separados e submetidos ao procedimento para remocdo do hipocampo. Para tanto, eles foram
rapidamente eutanasiados por decapitacéo e o hipocampo foi dissecado e mantido em meio
apropriado até o momento do processamento, descrito a seguir. Os procedimentos citados
acima foram realizados no laboratério de Fisiologia da Universidade Federal de Alfenas.
Foram aproveitados, para remoc¢ao do hipocampo, 0s animais eutanasiados para obtencéo do
hipotalamo no projeto “Efeitos da hiperosmolalidade e da estimulacdo peptidérgica na
sinalizacdo glutamatérgica em astrécitos hipotalamicos in vitro™ (com aprovacédo do comité
de ética local, protocolo namero 585/2014). Esta emenda foi oficialmente comunicada ao

CEUA e aprovada pelo mesmo.
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6.2.1.2 Testes in vivo

Foram utilizados camundongos da linhagem Swiss macho, com idade de 7 semanas e
pesando entre 35-45¢g originarios do Biotério Central da Universidade Federal de Alfenas. Os
animais foram alojados no Laboratério de Fisiologia Translacional. Antes da realizacdo dos
experimentos 0s animais passaram por um periodo de ambientacdo (7 dias) ao novo ambiente
onde foram mantidos em caixas de polipropileno adequadas a sua manutengédo, com livre acesso
a racdo comercial e agua. Estas caixas foram mantidas em sala com temperatura controlada
(22+2°C) e ciclo de claro/escuro de 12-12 horas (Luz 7:00-19:00). Todos os protocolos
experimentais aos quais os animais foram submetidos foram aprovados pelo Comité de Etica
no Uso de Animais da Universidade Federal de Alfenas — UNIFAL (Protocolo n°: 21/2018).
Apobs os experimentos a eutanasia foi realizada com um anestésico inalatorio (excesso de

halotano).

6.2.2 Cultura de células

A cultura primaria de astrdcitos foi realizada a partir dos hipocampos frescos coletados dos
ratos neonatos. As amostras de tecidos foram entdo dissociadas com tripsina 0,05% e as células
foram cultivadas em solu¢do de DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium, Invitrogen)
contendo soro fetal bovino (10%) e 1% de solucao de penicilina (10,000 1U/ml) - streptomicina
(10,000 pg/ml) (PS; Mediatech) por aproximadamente oito dias.

Em seguida, as células foram submetidas a agitacdo (200 rpm) por um periodo de 2h a 37°C,
a fim de separar os oligodendrocitos e neurdnios dos astrocitos. Apos este processo, todo 0 meio
foi descartado, houve a adicdo de tripsina 0,05% e a garrafa foi levada para a estufa por 15
minutos. Iniciando o processo de descolagem, adicionou-se solucdo DMEM e com a ajuda de
um pipetador utilizamos friccdo a jato para retirar a maior quantidade possivel de células do
fundo da garrafa. Todo o conteddo da garrafa foi colocado em tubo falcon de 50ml e levado
para a centrifuga a 1000 rpm por 4 minutos.

Em seguida, o sobrenadante foi descartado e adicionado solucio DMEM. Parte deste
contetdo foi transferido para um ependorf com adicdo do corante azul de tripano para a
contagem das células.

Para a contagem de células foi utilizada a camara de neubauer, com a adi¢do de
aproximadamente 10 pL do conteddo do ependorf, movendo-se por capilaridade até preencher

completamente a lamina previamente posicionada. Em seguida, a cAmara foi colocada em um
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microscopio e obtivemos aproximadamente 17,8x10° ja com o fator de diluicdo de células em
10 pL de conteudo.

6.2.3 Ensaio de toxicidade

Para a avaliagdo da citotoxicidade dos derivados foi utilizado o ensaio de brometo de 3-
(4,5-dimetilazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT). Os pogos foram cobertos por
aproximadamente 150 pL de DMEM contendo 0,5 x 10° células e incubadas por 24 horas a
37°C e 5% de CO:..

Apo6s o periodo de incubacdo o meio foi retirado e foi adicionado 150 pL de DMEM
contendo os compostos PQM-242 a PQM-249 nas concentragdes 100; 50; 25; 12,5; 6,25; 3,12
pg/mL. Foram utilizados controles de crescimento positivo, contendo apenas meio de cultura e
células, controle negativo de crescimento contendo DMSO 50% e controle da citotoxidade do
solvente, contendo etanol na concentragdo utilizada para a diluicdo dos compostos, a placa foi
entdo incubada por 48 horas. Apos o periodo de incubacao o meio foi retirado e as células foram
cuidadosamente lavadas duas vezes com 150 pL de PBS. Apos lavagem, foi adicionado 150
pL de DMEM contendo MTT na concentracdo de 0,5 mg/mL e as células foram novamente
incubadas por 4 horas. Em seguida, o meio foi retirado cuidadosamente e adicionaram-se 100
pML de DMSO para solubilizacdo dos cristais de formazana. A placa foi agitada durante 15
minutos e a absorbancia correspondente a cada amostra foi medida no leitor
espectrofotométrico de microplacas a 540nm.

A absorbancia obtida das células controle, ndo-tratadas, foi considerada como 100% de
viabilidade celulart*?, Os dados foram avaliados utilizando regresséo linear para se obter os

valores de CC50 (concentracéo citotdxica para 50% das células).

6.2.4 Concentracao das substancias utilizadas nos testes comportamentais.

Para realizacdo dos testes comportamentais foram utilizados a seguintes concentragdes:
e Veiculo (5% de DMSO + 5% de Tween 80 + 90% Salina) 10
mg/kg administrada por gavage;
e 10 mg/kg** de CBD administrado intraperitonial (i.p.);
e 100 pmol/kg dos compostos PQM-242 a PQM-249

administradas por gavage.
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Vale ressaltar que o0 mesmo veiculo foi utilizado para a diluicdo do CBD e dos compostos
e que os animais foram submetidos a um jejum de 8 horas antes da administracdo das
substancias. Os testes comportamentais foram realizados transcorridos 30 minutos da
administracdo do CBD e ap6s 1 hora para o veiculo e 0s compostos.

6.2.5 Delineamento Experimental dos testes comportamentais

Nos procedimentos experimentais os animais foram divididos em 10 grupos:
Grupo 1: animais tratados com veiculo;
Grupo 2: animais tratados com CBD;
Grupo 3: animais tratados com PQM-242 (44);
Grupo 4: animais tratados com PQM-243 (45);
Grupo 5: animais tratados com PQM-244 (46);
Grupo 6: animais tratados com PQM-245 (47);
Grupo 7: animais tratados com PQM-246 (48);
Grupo 8: animais tratados com PQM-247 (49);
Grupo 9: animais tratados com PQM-248 (50);
Grupo 10: animais tratados com PQM-249 (51).

Apos a aplicacdo das substancias-teste os animais foram submetidos aos ensaios de
campo aberto (n=8 por grupo), seguido pelo ensaio de nado for¢ado (n=8 para o grupo 2; n=11
para os grupos 8 e 10; n=12 para o grupo 7; n=13 para os grupos 1, 3, 5, 6 e 9; n=14 para o
grupo 4). Outros animais foram submetidos aos testes comportamentais de claro-escuro (n=8
por grupo) seguido pelo teste de suspensao pela cauda (n=9 para o grupo 6 e n=8 para 0s demais
grupos). Os testes comportamentais foram realizados no periodo da manha (7-12h) e estdo

descritos abaixo

6.2.5.1 Campo aberto

O aparato consiste em uma arena circular acrilica com diametro de 30 cm e paredes com
30 cm de altura, com o piso dividido em quadrantes dos quais oito areas junto as paredes do
aparato sdo consideradas periféricas e as quatro areas restantes consideradas centrais. Cada
animal foi colocado individualmente no centro da arena e filmado por cinco minutos, na

auséncia do experimentador, para posterior analise. Foi registrado o nimero de cruzamentos
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com as quatro patas no centro, na periferia e o efeito antitigmotatico (nimero de entradas no
centro/nimero total de entradas). Este teste também € utilizado para avaliar a atividade
locomotora dos animais, considerando o numero total de entradas com as quatro patas na
periferia e o total de cruzamentos®®*13, Apos cada animal ser exposto ao teste, o aparato foi
limpo com &lcool 5%.

Esse teste € um modelo preditivo para ansiedade, sugere-se que a atividade motora do
animal é indicadora do seu estado emocional, assim sendo baixa atividade locomotora indicam
a ansiedade do animal, sendo que a atividade no centro do campo é uma medida mais seletiva
para ansiedade, enquanto que a atividade na periferia do aparato é um indicador da atividade

locomotora do animal*36.

6.2.5.2 Nado Forgado

O teste do nado forcado é um modelo preditivo de parametros tipo depressivo,
desenvolvido de acordo com o método descrito por Porsolt e colaboradores!?, visa avaliar a
atividade antidepressiva através do desespero comportamental, no qual o animal desempenhara
movimentos de fuga da situac&o e poucos minutos adotara uma postura imovel**’. O tratamento
com antidepressivos é capaz de reduzir o tempo de imobilidade do animal neste teste!®.

Utiliza-se um cilindro de acrilico, com dimensdes de 24 cm de diametro e 60 cm de
altura, preenchido com agua a 25°C - 28°C até a altura de 40 cm. O volume de agua permite
gue o animal nada ou boie sem encostar as patas ou a cauda no fundo do recipiente. No dia do
teste, os animais foram colocados no cilindro por 6 minutos e foi avaliado o tempo de laténcia
e de imobilidade cronometrado durante a respectiva sessdo. A analise foi realizada atraves da

observac&o dos videos obtidos por filmagem dos 4 minutos finais'?6:1%°,

6.2.5.3 Claro-escuro (Light-dark)

O aparato utilizado para realizacdo do teste € uma caixa dividida em dois
compartimentos: um com paredes pretas e tampa escura; e um com paredes brancas e
iluminacéo direta. Estes compartimentos sao separados por uma diviséria do “tipo guilhotina”,
com uma porta central de 7,5 x 7,5 cm, ao nivel do chdo (Figura 29). Cada animal foi alocado
individualmente no centro da parte iluminada, de frente para a abertura que leva ao lado escuro

da caixa, sendo-lhe permitido explorar livremente os dois compartimentos durante 5 minutos.
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Desta maneira foi registrado e analisado o tempo de permanéncia no compartimento claro, a
laténcia para a entrada no compartimento escuro®*®. Apds a exposicdo de cada animal ao
experimento, o aparato foi limpo com &lcool 5 %.

Este teste baseia-se na aversdo inata que o camundongo tem por areas iluminadas, sendo
que 0 aumento no numero de transicdes do ambiente escuro para o claro, e 0 aumento do tempo

de permanéncia no compartimento claro é um indice de atividade ansiolitica®.

Figura 35 - Aparato para o teste de claro-escuro
Fonte: Do Autor.

6.2.5.4 Suspencdo pela calda

O teste de suspensdo pela cauda foi realizado através da suspens@o do animal por meio de
sua cauda com o auxilio de um esparadrapo**(Figura 30). Ap0s a suspensdo o animal sera
submetido a filmagem por 5 minutos e foram analisados parametros como: o registro do tempo
total de imobilidade, a laténcia (tempo gasto entre o inicio do teste e o primeiro episodio de
imobilidade). Neste teste o animal submetido a situacdo de estresse apresenta dois tipos de
comportamento a agitacdo devido a tentativa de escape e a imobilidade, de maneira semelhante

ao teste de NF os antidepressivos sdo capazes de aumentar o tempo de agitagdo®®’.

Figura 36 - Exemplo de como o
animal é suspenso.
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Fonte: Adaptado de Abelderia,
H.M. et al, 2013, 1%

6.2.5.5 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o programa Graph Pad Prism versdo 7.0 e
os valores foram expressos como média + erro padrdo da média (EPM). Os resultados foram
analisados por One-way ANOVA seguido pelo pos-teste de Newman-Keuls.

Foram considerados estatisticamente diferentes grupos analisados em que p<0,05.
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7. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Uma série de 8 compostos aril-acilidrazonicos analogos do canabidiol (44-51, PQM-
242-249) foram sintetizados e devidamente caracterizados estruturalmente. Estudos
computacionais foram realizados para predicao de pardmetros ADME, indicando que todas
substancias apresentam valores adequados de lipofilicidade, absor¢do oral humana e
transposicdo da barreira hemato-encefélica, Estudos computacionais adicionais de
ancoramento molecular sugeriram que as substancias se ligam aos receptores CB1 e CB2,
com mais afinidade para o primeiro, com destaque para a PQM-249 que exibiu uma melhor
afinidade para CB1 do que o CBD, visto que este € um modulador alostérico deste receptor.

A avaliacdo da atividade antioxidante, pelo ensaio de DPPH, revelou um perfil
antioxidante bastante significativo para os compostos PQM-244, PQM-246 e PQM-247,
com poténcias comparaveis ao acido ascorbico e a quercetina utilizados como referéncias.
Além da atividade antioxidante, PQM-247 demonstrou a melhor habilidade quelante de
biometais, especialmente para Zn*2, o que revela uma propriedade importante quando se
trata de doencas do SNC, especialmente aquelas relacionadas ao estresse oxidativo e
desregulacdo da concentracdo de biometais e respiragéo celular.

O ensaio de citotoxicidade demonstrou que as substancias desenvolvidas, a excecao de
PQM-244 e PQM-247 que apresentaram valores abaixo de 10uM, ndo sdo citotoxicas em
cultura de astrocitos. Os testes comportamentais avaliaram a atividade antidepressiva e
ansiolitica sugerindo que PQM-245, PQM-246, PQM-247 e PQM-249 além do CBD
apresentaram atividade antidepressiva no teste de nado forcado, com destaque para a PQM-
249 que também apresentou atividade antidepressiva no teste de suspensdo pela cauda.

Assim, sendo, é necessario continuidade do estudo com estas substancias, obtendo-se
os perfis dose-resposta de cada uma, para melhor avaliacdo das atividades antidepressivas
e ansioliticas além do aumento do nimero de animais por grupo para que se obtenha um
resultado com maior robustez e a demonstracdo das vias em que estas atuam, para o

desenvolvimento do seu perfil farmacoldgico.
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APENDICES

APENDICE A - Espectros no Infravermelho e de RMN de *H e de *C dos produtos

intermediéarios: ésteres (37-39), benzoidrazidas (41-43).
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Figura 37 - Espectro de absorcao na regido do IV do composto 4-metoxibenzoato de metila (37) (ATR).
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Figura 53 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCl3) do composto 3,4-dimetoxibenzoidrazida (43).
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APENDICE B- Espectros no 1V, de Ressonancia Magnética Nuclear de *H e de **C, de Massas

e perfis quelantes dos compostos finais: benzoidrazonas (45-51).
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Figura 56 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto PQM-243 (45).
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Fonte: Do Autor.
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Figura 72 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, DMSO-ds) do composto PQM-247 (48)
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Figura 73: Espectro de Massas (ESI) do composto PQM-247.
Fonte: Do Autor
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Figura 74: Perfil grafico da complexagdo metal-composto da substdncia PQM-247 (48).

Fonte: Do Autor
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Figura 76 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, DMSO-ds) do composto PQM-246 (49).
Fonte: Do Autor.
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Figura 79 - Perfil grafico da complexacdo metal-composto da substancia PQM-246 (49).
Fonte: Do Autor
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Figura 83 - Espectro de Massas (ESI) do composto PQM-249.
Fonte: Do Autor.
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Figura 84 - Perfil gréfico da complexacdo metal-composto da substancia PQM-249 (50).
Fonte: Do Autor.
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Figura 85 - Espectro de absorcao na regido do IV do composto PQM-248 (51) (ATR).
Fonte: Do Autor.
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Figura 86 - Espectro de RMN de *H (300 MHz, CDCI3) do composto PQM-248 (51).
Fonte: Do Autor.
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Figura 87 - Espectro de RMN de *C (75 MHz, CDCI;) do composto PQM-248 (51)
Fonte: Do Autor.
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Figura 88 - Perfil gréfico da complexacdo metal-composto da substancia PQM-248 (51).
Fonte: Do Autor.



