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RESUMO

A busca por moléculas inibidoras das enzimas colinesterases (ChE) constitui uma
das estratégias mais estudadas para o desenvolvimento de novos farmacos no tratamento
da doenca de Alzheimer (DA) segundo a hipotese colinérgica. Como a DA é uma doenca
multifatorial, tem-se estudado o desenvolvimento de moléculas hibridas, isto é, que atuam
em mais de um alvo simultaneamente. A tianeptina, a tacrina, a lofina e o acido cindmico
foram escolhidas como estruturas moleculares para a elaboracdo de hibridos. Este
trabalho foi dividido em trés partes, sendo a primeira dedicada a sintese de ésteres
derivados do farmaco tianeptina, a segunda que trata da sintese de moléculas hibridas
com variagOes estruturais provenientes dos ndcleos tacrina, lofina e &cido cindmico, e
uma terceira parte em que foi realizado o estudo fotofisico das moléculas sintetizadas e
das interacBes com a proteina BSA.

A tianeptina é um farmaco utilizado para o tratamento da depressdo. Realizamos
a sintese de ésteres da Tianeptina (através da esterificacdo de Fischer) com o intuito de
investigar as suas interacdes com a proteina albumina sérica bovina (BSA) e as enzimas
AChE e BuChE. Porém, os resultados de atividade bioldgica destes ésteres com as ChE
ndo foram proficuos. Além dos ésteres, neste trabalho foram sintetizados hibridos
contendo os nucleos lofina e tacrina unidos através de uma cadeia espacadora metilénica
(de dois a nove atomos de carbono) e derivados do acido cinamico contendo uma ligacao
tripla. A introducdo de uma ligacéo tripla duplamente substituida na estrutura dos hibridos
foi realizada a fim de se investigar, tanto experimentalmente e por modelagem molecular,
os efeitos da mesma na interagdo com as ChE. A ligacao tripla foi introduzida na estrutura
do acido cinamico por meio da adi¢do de um substituinte fenil-acetileno ao para-bromo-
benzaldeido via reacdo de acoplamento de Sonogashira, seguida de uma condensacao de
Knovenagel com modificagdo de Doebner. Os hibridos foram obtidos por meio da reacéo
de substituicdo acilica empregando agentes de acoplamento. Desta forma, foram
sintetizadas cinco séries de compostos hibridos baseados nos nucleos tacrina, 6-cloro-
tacrina, lofina, tacrina-alcéxi-cinamamida e lofina-alcoxi-cinamamida, totalizando trinta
moléculas hibridas inéditas. Os hibridos tacrina-cinamamida apresentaram atividade
inibitoria das enzimas colinesterases com ICso na escala de nanomolar, além de baixa
citotoxicidade frente a trés linhagens celulares distintas. Os hibridos lofina-cinamamida
ndo apresentaram atividade frente as ChE, porém mostraram interacbes com a proteina
BSA.

XV



ABSTRACT

The search for enzyme cholinesterase inhibitory molecules (ChE) is one of the
most studied strategies for the development of new drugs in the treatment of Alzheimer's
disease (AD) according to the cholinergic hypothesis. As AD is a multifactorial disease,
the development of hybrid molecules, that is, that act on more than one target
simultaneously, has been studied. Tianeptine, tacrine, lophine and cinnamic acid were
chosen as molecular structures for the development of hybrids. We divided this work into
three parts: the first dedicated to the synthesis of esters derived from the drug Tianeptine;
the second that deals with the synthesis of hybrid molecules with structural variations
from the tacrine, lophine and cinnamic acid; and a third part in which it was carried out
the photophysical study of the synthesized molecules and interactions with the BSA
protein.

Tianeptine is a drug used to treat depression. We perform the synthesis of
Tianeptine esters (through Fischer esterification) in order to investigate their interactions
with the bovine serum albumin protein (BSA) and the enzymes AChE and BuChE.
However, the results of biological activity of these esters with ChE were not fruitful. In
addition to the esters, in this work were synthesized hybrids containing the nuclei lophine
and tacrine joined through a methylenic linker (from two to nine carbon atoms) and
derivatives of cinnamic acid containing a triple bond. The introduction of a double
substituted triple bond in the structure of the hybrids was carried out in order to
investigate, both experimentally and by molecular modeling, the effects on the interaction
with the ChE. The triple bond was introduced into the cinnamic acid structure by adding
a phenyl-acetylene substituent to para-bromo-benzaldehyde via the Sonogashira coupling
reaction, followed by a Knovenagel condensation with Doebner modification. The
hybrids were obtained through the acyl substitution reaction using coupling agents. Thus,
five series of hybrid compounds were synthesized based on the nuclei tacrine, 6-chloro-
tacrine, lophine, tacrine-alkoxy-cinnamamide and lophine-alkoxy-cinnamamide, totaling
thirty new hybrid molecules. The tacrine-cinnamamide hybrids showed inhibitory activity
of the cholinesterase enzymes with 1Cso on the nanomolar scale, in addition to low
cytotoxicity against three different cell lines. The lophine-cinnamamide hybrids showed
no activity against the ChE, but showed interactions with the BSA protein.
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1. Introducéo
As doencas neurodegenerativas sao enfermidades complexas que afetam o cérebro
causando morte neuronal de forma progressiva e irreversivel, afetando a comunicacgédo
entre os neurdnios e resultando em prejuizos no movimento, fala, memdria e cognicdo do
individuo.! Sdo exemplos de doencas neurodegenerativas: doenca de Parkinson, doenca
de Huntington e a deméncia, que agrupa a deméncia com corpos de Lewy e a doenca de

Alzheimer.

A doenga de Alzheimer (DA) afeta diretamente as fun¢Bes cognitivas, memoria e
fala, sendo a causa mais comum de deméncia em idosos.2 Em 2016, estimava-se que cerca
de 46,8 milhdes de pessoas sofriam com a doenca no mundo todo. Estudos recentes
estimam que em 2050, mais de 140 milhes de pessoas serdo afetadas pela doenga.® A
DA é uma doenca multifatorial, sendo o principal fator de risco a idade avancada. Porém,
outros fatores como alimentacdo, diabetes, hipertenséo, depressdo e frequéncia de
atividade fisica e cognitiva estdo associados ao desenvolvimento da doenca.*

Atualmente ndo existem medicamentos capazes de reverter os efeitos da DA, nem
tampouco uma cura eficaz. A maior aposta dos cientistas nos ultimos anos consiste na
elaboracio de uma vacina, mas mesmo esse projeto ja foi cancelado e depois retomado.®
Os tratamentos disponiveis no mercado tém apenas caréater paliativo, isto €, que visam
atenuar os sintomas da doenca. Apesar de diminuirem os sintomas da DA, os farmacos
atualmente comercializados apresentam efeitos colaterais associados como nauseas,
perda de peso, dor de cabega, entre outros.® Os principais farmacos disponiveis no
mercado foram elaborados segundo a hipotese colinérgica* e atuam na inibicdo das

enzimas acetilcolinesterase (AChE) e butirilcolinesterase (BuChE).

Dentro da hipotese colinérgica, a tacrina (9-amino-1,2,3,4-tetrahidroacridina) foi
0 primeiro farmaco aprovado pelo FDA (Food and Drug Administration) para o
tratamento da DA. Contudo, seu uso foi descontinuado em 2013 devido aos efeitos
hepatotoxicos.” Devido a sua alta eficiéncia de inibicio e afinidade com o sitio catalitico
ativo da enzima AChE (ICso = 167 nM), a busca por andlogos mais potentes e mais
seguros resultou em um grande numero de moléculas sintetizadas contendo a tacrina
como nucleo farmacoforico, isto &, como estrutura molecular base com afinidade pela

enzima.



Pang e colaboradores sintetizaram uma série de compostos conhecidos como
bis(n)-tacrina, onde duas unidades do nucleo tacrina estdo separadas por uma cadeia
metilénica espacadora.® Essa configuragdo estrutural permite que uma Gnica molécula
interaja duplamente com a enzima, ligando-se tanto ao sitio catalitico ativo (CAS do
inglés, catalitic active site) quanto ao sitio anidnico periférico (PAS do inglés, periferic
anionic site) simultaneamente (Figura 1). O composto bis(7)-tacrina mostrou-se mil vezes
mais potente e mais seletivo para a enzima AChE do que o nucleo tacrina sozinho.

Racionalizacao
Estrutural

Figura 1: Representacdo esquematica da interacdo do dimero bis(7)-tacrina com os
sitios catalitico (CAS) e periférico (PAS) da AChE.®

O estudo realizado por Pang e colaboradores na década de 90, iniciou a busca por
moléculas que interagissem simultaneamente com o0 CAS e o PAS da enzima AChE, de
modo que uma extensa biblioteca de compostos com dupla interacdo é encontrada na
literatura.®° Essas novas moléculas, além da dupla interacdo enzimatica, sdo desenhadas
com base no carater multifatorial da DA. Os compostos, chamados de hibridos, sdo
moléculas que contém duas ou mais porcfes farmacoféricas elaboradas a partir de um
estudo racional e que visa unir as caracteristicas dos nucleos distintos sem perda da

atividade bioldgica.!

Nosso grupo de pesquisa tem estudado uma série de moléculas hibridas baseadas
no ndcleo tacrina com outros niicleos de importancia farmacoldgica, como a Tianeptina®?,
carboidratos'® e derivados quirais* do ncleo tacrina (Figura 2). Tanto os hibridos

tacrina-tianeptina e tacrina-carboidratos, bem como os homodimeros quirais derivados do



nucleo tacrina apresentaram alta atividade frente as enzimas colinesterases (ChE) com

ICs0 na escala de nanomolar.

1

2

Hibridos tacrina-tianeptina1 Hibridos tacrina-D-xilose!

X=HouCl

R = H ou CHj R R
N ZN
|
N N/\N N
H H
X X

Bis(7)-tacrina quiral'3

Figura 2: Hibridos contendo o nicleo tacrina elaborados pelo grupo de pesquisa de
Ceschi e colaboradores.

No campo da quimica medicinal sdo consideradas estruturas privilegiadas
moléculas que possuem afinidade por diferentes alvos bioldgicos e boas propriedades
farmacoforicas (dru-like properties).”® Segundo essa légica, tais compostos s&o
considerados ideais para o desenvolvimento de novos hibridos multialvo. Os compostos
como o acido ferulico e acido cafeico sdo produtos naturais derivados do acido cindmico
(Figura 3) e sdo incluidos dentro dessa classe de moléculas promisoras, pois tem
demonstrado boa capacidade antioxidante e neutralizacéo de radicais livres. Além disso,
dado o carater multifatorial da DA, esses compostos e seus derivados tém apresentado

resultados promissores na literatura.!
HCO HO
s N"oH N"oH

HO HO

Acido Feriilico Acido Cafeico

Figura 3: Estruturas moleculares dos acidos fertlico e cafeico, compostos promissores
para o desenvolvimento de hibridos multialvo.



O diagnostico definitivo da DA é realizado somente post mortem por meio da
autopsia do cérebro. Antes disso, ¢ considerado que o individuo “pode apresentar
Alzheimer” ou que a DA seja o “caso mais provavel” de problemas cognitivos e de
memoria.l® O desenvolvimento de técnicas de bioimageamento permitiu obter
informacdes essenciais tanto para explorar processos biologicos como para fins de
diagndstico de doencas.!” No caso da DA, a molécula 2-(4'-[11]metilaminofenil)-6-
hidroxibenzotiazol (denominada de "Pittsburgh Compound-B" ou simplesmente PiB) é
utilizada como tracador para a obtencao de imagens do cérebro por tomografia de emissédo
de pdsitrons (Positron Emission Tomography - PET) a fim de auxiliar no diagndstico
precoce da doenca (Figura 4).® O PiB é uma molécula fluorescente que apresenta
retencdo acentuada em areas do cOrtex conhecidas por conterem grandes quantidades de
depdsitos de proteinas amildides, uma das causas associadas a DA. A espectroscopia de
emissdo de fluorescéncia representa uma das ferramentas mais poderosas para medir o
quanto uma molécula de interesse, por exemplo o PiB, se liga a uma proteina ou a uma
enzima. Neste sentido, como alguns dos compostos obtidos nesta Tese apresentaram
fluorescéncia, direcionamos uma parte do trabalho para o estudo fotofisico almejando
aliar esta propriedade com o desenvolvimento de biomarcadores fluorescentes de

interesse no entendimento da DA.

HO S "ICH,
N

PiB
Figura 4: Estrutura quimica do composto fluorescente “Pittsburgh Compoud-B” ou
PiB.18

Dentro deste contexto, o presente trabalho encontra-se dividido em trés partes
(Figura 5). Na primeira parte, buscou-se a preparacdo de ésteres derivados do
antidepressivo tianeptina imbuidos dos bons resultados apresentados pelos hibridos
tacrina-tianeptina do grupo de Ceschi e colaboradores.*? Além da sintese de novos ésteres
tianeptinicos, utilizou-se as espectroscopias de absorcao no ultravioleta- visivel (UV-vis)
e emissdo de fluorescéncia a fim de estudar as interagdes dos ésteres tianeptinicos com as
proteinas albuminas utilizando como alvo a proteina BSA (Bovine Serum Albumin). A
modelagem molecular foi outra ferramenta utilizada para entender os mecanismos destas

interacdes.



Na segunda parte, buscou-se uma nova plataforma farmacoforica derivada do
acido cindmico para o desenho de hibridos multifuncionais com potencial aplicacdo para
a DA. O é&cido cindmico e seus derivados tém chamado atencdo dos pesquisadores em
quimica medicinal devido ndo sO as propriedades antioxidantes, mas também pela
eficacia frente as enzimas colinesterases, com hibridos apresentando valores de 1Csg na
escala nanomolar. A capacidade de inibigdo das enzimas colinesterases (AChE e BUChE)
dos novos hibridos foi estudada, assim como os ensaios de citotoxicidade.

A terceira parte deste trabalho foi dedicada a caracterizacéo fotofisica dos hibridos
sintetizados. Utilizando a espectroscopia de absor¢do no UV-vis buscou-se estudar a
interagdo dos hibridos com alguns metais envolvidos na DA. Do mesmo modo que para
os derivados da tianeptina, foi realizado o estudo de interacdo com a proteina BSA por

meio da espectroscopia de fluorescéncia e de modelagem molecular.
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Figura 5: Representacdo esquematica da organizacdo da Tese.



2. Revisao da Literatura

2.1. Doenca de Alzheimer

A Doenca de Alzheimer (DA) é uma doenga neurodegenerativa progressiva que
causa perda irreversivel das fungdes cognitivas, afetando o cortex cerebral e o
hipocampo.? Sendo a forma mais comum de deméncia (60-80% dos casos relatados), os
primeiros sintomas da DA aparecem por volta dos 65 anos de idade, porém existem casos
em que ha ocorréncia de DA antes dos 65 anos, sendo chamada de doenca de Alzheimer
precoce.'® Nos Estados Unidos, estima-se que a DA seja a sexta causa de morte, porém
estudos recentes indicam que a DA pode chegar & terceira causa de morte, ficando atras
apenas de doencas cardiovasculares e canceres.?

As doencas neurodegenerativas estdo entre os tratamentos clinicos mais caros
existentes por se tratar de um tratamento prolongado. A doenca tem duragdo média de 4
a 8 anos, podendo em alguns casos chegar a 20 anos.® Os custos anuais de doengas como
a DA sdo similares aos de tratamento das doencas cardiacas, sendo muito superiores ao
custo do tratamento de um paciente com cancer. A venda de medicamentos para o
tratamento da DA atingiu a cifra de 8 bilhdes de d6lares em 2017.%

Descoberta em 1906 por Alois Alzheimer, uma das principais caracteristicas da
doenca consiste na perda significativa de massa cerebral (Figura 6) nas regites mais
afetadas, sendo essa relacionada a diminuicdo das funcbes cognitivas e dos processos
neuronais.???® Estima-se que os danos ao cérebro comecam cerca de uma década antes
que os primeiros sinais da DA sejam observados.?* Nesse processo, ocorrem depdsitos
anormais de proteinas B-amiloide formando placas amiloides (AB) e actmulo de
emaranhados neurofibrilares de proteina tau, de forma que neurénios que ja foram

saudaveis param de funcionar, perdem conexdes com outros neurdnios e morrem.52



Cérebro Cérebro com
saudavel Alzheimer

Figura 6: llustracdo da perda de massa encefalica decorrente da DA, adaptado de

National Institute of Aging.?*

A DA inclui duas fases, a fase chamada pré-deméncia, onde aparecem 0s
primeiros sintomas da doenca, como perdas esporadicas de memoria, principalmente as
recentes, sem que ocorra perda da autonomia do individuo. Na segunda fase, conhecida
como fase demente, o individuo tem uma piora na perda de memoria, incluindo meméarias
antigas.?’” Além disso, ocorre a perda progressiva da fala, da orientacio espacial e
descontrole de funcgdes fisioldgicas, de modo que o individuo acometido necessita de

cuidados constantes.*

A DA ndo tem causa conhecida, sabe-se apenas que a idade avancada e fatores
como depressdo, hipertensdo, diabetes e pouca atividade fisica e cognitiva também podem
contribuir para o desenvolvimento da doenca.?® O seu principal sintoma, a perda
progressiva de memoria, esta relacionado a déficits no sistema colinérgico, isto é, perda
de atividade neuronal envolvendo a acetilcolina como neurotransmissor.?® Diversas
hipoteses foram estudadas, como a hip6tese colinérgica®®, a hipOtese da cascata
amiloide®, a hipotese metalica®?, a hipdtese da desregulacio glutamatérgica®®, entre
outras.?® Estudos mais recentes tém discutido hipdteses ainda mais complexas, estando
relacionadas ao sistema imune®, enddcrino® e também envolvendo a composicdo da

microbiota intestinal .3

No entanto, a hipbtese colinérgica ainda tem sido utilizada como principal
estratégia terapéutica da DA. Nessa estratégia sdo utilizados farmacos inibidores das
enzimas colinesterases (ChEl), a fim de restaurar os niveis do neurotransmissor

acetilcolina na fenda sindptica (Figura 7 — b).>® Esta estratégia é sustentada pela
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observacao da reducdo das enzimas ChE e pela reducdo de neurénios colinérgicos que

cumprem um papel importante nas fungdes cognitivas.*
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Figura 7: Representacdo esquematica de um neurdnio (a) e mecanismo da sinapse
colinérgica (b).*’

Para compreender melhor a hipdtese colinérgica é preciso analisar como ocorre a
sinapse quimica envolvendo a acetilcolina como neurotransmissor. A sinapse € a via de
conexao por onde ocorre a comunicacgao entre 0 neur6nio pré-sinaptico e o neurénio pds-
sinaptico. O espaco entre esses dois neurdnios é chamado de fenda sinaptica. Nesse
pequeno espaco ha um conjunto imenso de proteinas sinalizadoras, enzimas, canais

ionicos e outras proteinas ancoradas & membrana plasmatica da célula.®’

A sinapse € decorrente da transmissao de um potencial de a¢do ao longo do corpo
do ax6nio (Figura 7 - a), que induz a abertura de canais voltagem dependentes de Na* e
entrada do ion na célula a favor do gradiente de concentracdo, causando uma
despolarizacdo. A abertura de canais de K* permite a saida do ion da célula, também a
favor do gradiente de concentracdo, fazendo a repolarizacdo. A transmissdo desse
potencial de acdo é conhecida como impulso nervoso. Ao atingir a regido da fenda
sinaptica ocorre a abertura de canais de Ca?* voltagem dependentes, induzindo a entrada
do fon na célula. O Ca?* no interior da célula atua como sinalizador para a liberagio de
vesiculas de acetilcolina, que se fundem com a membrana plasmatica liberando o

neurotransmissor na fenda sinaptica.*’



Na fenda sinaptica a acetilcolina interage com proteinas sinalizadoras do neurénio
pds-sinaptico induzindo a abertura de canais de Na* para que um novo potencial de acéo
seja gerado. Desse modo, a informacédo é transmitida para o neur6nio seguinte. Apos a
transmissdo da mensagem quimica, o neurotransmissor é degradado pela enzima
acetilcolinesterase em acetato e colina. A colina € entdo reabsorvida pelo neurdnio pré-

sinaptico para ser novamente transformada em acetilcolina.®’

2.2. Enzimas Colinesterases

As enzimas colinesterases pertencem a familia das serino hidrolases e sao
encontradas em diversas espécies de animais. A acetilcolinesterase (AChE, EC 3.1.1.7) e
a butirilcolinesterase (BuChg, EC 3.1.1.8) séo as principais representantes dessa classe
de enzimas e sdo responsaveis pela hidrélise de ésteres da colina. Embora as enzimas
tenham mais de 50 % de sua estrutura similar, suas localizacGes e func¢des sdo bastante
diferentes.® A AChE é encontrada majoritariamente no cérebro, mais especificamente na
fenda sinéptica e realiza hidrdlise da acetilcolina, encerrando a transmisséo do impulso
nervoso.®® A AChE é o principal alvo dos medicamentos utilizados para o tratamento da
DA seguindo a hip6tese colinérgica.®

A BuUChE, por sua vez, é sintetizada no figado e encontrada em todo o plasma
sanguineo, onde realiza a hidrélise de diversos ésteres. No cérebro, é encontrada no
hipocampo e cértex temporal associada a células gliais, porém em quantidades menores
que a AChE.*® Além da hidrolise de acetilcolina, a BUChE é responsavel, também, pela
desintoxicacdo do organismo, realizando a hidrolise de agentes psicotropicos como a
cocaina.*®** Além disso, sabe-se que a BUChE cumpre um papel importante em estagios
avancados da DA, nos quais os niveis da AChE encontram-se muito comprometidos no
cortex cerebral.*>*3 Com o progresso da doenca ha um aumento dos niveis gliais de
BuChE e diminuicao dos niveis de AChE na fenda sinéptica. A razdo entre BUChE/AChE
em regides corticais passa de 0,6 em condi¢des normais, para 11 ao longo do curso da
DA3®

Ambas as enzimas foram elucidadas estruturalmente a partir da anélise de difracdo
de raios X, o que permitiu o desenvolvimento racional de farmacos seletivos tanto para a
AChE como para a BUChE.** A AChE extraida da arraia elétrica do pacifico (Torpedo
californica)* possui sitio catalitico (CAS, do inglés — catalitic active site) constituido por

trés residuos de aminoacido serina, glutamato e histidina (Ser200, His440 e Glu327) e um
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subsitio aniénico composto por aminoacidos triptofano, duas tirosinas e fenilalanina
(Trp84, Tyr130, Tyr330, e Phe331).%¢ Esse sistema encontra-se no fundo de uma cavidade
hidrofébica de cerca de 20 A de profundidade, a qual possui, localizada em sua entrada,
0 sitio anidnico periférico (PAS, do inglés - peripheral anionic site) composto por um
grupo de 5 residuos de aminoacidos tirosina, aspartato e triptofano (Tyr70, Asp72,
Tyr121, Trp279, Tyr334)*" (Figura 8). Ja a BUChE possui um conjunto de aminoacidos
menos volumosos no PAS, o que permite a entrada de substratos maiores no interior do

CAS, conferindo menos seletividade a enzima.*®

Triade Catalitica Asp72
I Sitio Anidnico
Bolso Acila

Cavidade do Oxianion

I Pas

Trp84

Tyr70 Phe330

Tyr130

G|y118 His440

Phe290 |1 ' Glu327

Phe288
Ala201

Figura 8: Representacdo dos aminoacidos dos sitios catalitico e periférico da AChE.
(Adaptado de Bajda e col.).*

A triade catalitica € essencial para que ocorra a hidrélise da acetilcolina. O
mecanismo de hidrolise é apresentado no Esquema 1.*° Inicialmente o Glu327 faz a
remocao do hidrogénio do anel imidazoélico da His400, que por sua vez capta o hidrogénio
da Ser200 tornando-a mais nucleofilica. A Ser200 realiza o ataque nucleofilico a
carbonila da acetilcolina levando a formagdo de um intermediario tetraédrico. O retorno
do par de elétrons do oxigénio expulsa o grupo colina e ha a formacao de um éster com o
residuo de Ser200. A hidrolise do éster é assistida pela His400 que remove um dos
hidrogénios da molécula de agua. A formacdo de um segundo intermediario tetraédrico
leva a liberacdo de acetato e regeneracdo do sitio ativo da enzima. Outros trés residuos de

aminoéacidos da cavidade oxianion (Figura 8), Ala201, Gly118 e Gly119, auxiliam no
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processo de hidrolise estabilizando a formacdo dos estados de transicdo por meio de

ligacGes de hidrogénio com o substrato.*
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Esquema 1: Proposta mecanistica da hidrdlise da acetilcolina pela triade catalitica da
AChE.*®

Além de realizar a hidrolise da acetilcolina, estudos recentes tém demonstrado o
papel da AChE na deposi¢@o de placas da proteina f-amiloide (AB). O PAS da enzima
atua como uma chaperona, isto &, auxilia no enovelamento dos peptideos precursores da
B-amiloide, acelerando o processo de deposicdo das AB.%® Por outro lado, estudos
reportaram que a enzima BuChE tem o efeito oposto, prevenindo a formacao das fibrilas
de B-amiloide e também desacelerando a deposigo das placas de proteina.’ Dessa forma,
a busca por moléculas seletivas para a AChE tem se tornado um critério importante no

desenvolvimento de novos compostos.

Gragas ao maior numero de dados disponiveis a partir de difracdo de raios X e
ressonancia magnética nuclear (RMN) das ChE, os estudos de modelagem molecular tém
contribuido cada vez mais para compreender as interaces de farmacos e pequenas
moléculas com as enzimas. Desse modo, o processo para o desenvolvimento de novos

farmacos tem levado em consideragdo as possiveis interacbes com os residuos de
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aminodcido tanto do CAS, como do PAS das enzimas.®® Além disso, os estudos de
modelagem molecular ajudam a compreender as relacdes entre estrutura e atividade,
podendo inclusive auxiliar no desenho de novas estruturas e no aprimoramento de
compostos lideres.® Para Salmaso e Moro, devido a capacidade de interpretar e predizer
0s modos de ligacdo com as proteinas fornecidos pelos estudos de modelagem molecular,
é que a comunidade cientifica tem cada vez mais utilizado essa estratégia, ndo s6 no

desenvolvimento de farmacos para a DA, mas também para outras doencas.>

2.3. Inibidores de Colinesterases

Desde o primeiro diagnostico da doenca de Alzheimer h4 mais de 110 anos,
apenas cinco medicamentos foram aprovados pelo FDA para o tratamento da doenca.
Além disso, ndo ha cura estabelecida para a DA e 0s tratamentos existentes sdo apenas
paliativos, isto €, visam a atenuagdo dos sintomas.* Até hoje, apenas uma classe de
medicamentos provou de forma consistente melhora dos sintomas da DA.>® Os farmacos
inibidores das enzimas colinesterases representam a principal base de desenvolvimento

de novas moléculas, segundo a hipotese colinérgica.*

Dentro dessa hipétese, os ChEIl atuam diminuindo a velocidade de degradacéo da
acetilcolina, fazendo com que ela permaneca durante mais tempo na fenda sinaptica.?® Os
ChEI constituem quatro dos cinco farmacos aprovados para o tratamento da DA, sdo eles:
Tacrina (Cognex®), Donepezil (Aricept®), (S)-Rivastigmina (Exelon®) e Galantamina
(Razadyne®) (Figura 9). A Memantina (Namenda XR®) ndo segue a hipdtese
colinérgica, uma vez que seu mecanismo de acdo esta relacionado com a interacdo dos

receptores de N-metil-D-aspartato (NMDA).>*
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Figura 9: Estrutura molecular dos farmacos aprovados para o tratamento da DA.

A tacrina (9-cloro-1,2,3,4-tetrahidroacridina) é facilmente obtida por meio da
reacdo de Niementowski.>® Apesar da hepatoxicidade, a tacrina permaneceu por vinte
anos no mercado e constitui um ndcleo farmacofoérico importante na quimica medicinal.
Do ponto de vista da elaboracédo e sintese de novas moléculas bioativas para a DA, a
tacrina apresenta propriedades inibitdrias a baixas concentracdes e faz interacdes do tipo

n-nt staking com o Trp84 do CAS da AChE, sendo muitas vezes utilizada como ancora.

A partir do trabalho realizado por Pang e colaboradores com o bis(7)tacrina, deu-
se inicio ao estudo de uma série de compostos contendo dois ndcleos farmacoféricos,
principalmente devido ao aumento da poténcia observado com a dupla interacdo
enzimatica.’®% Hu e colaboradores, de modo anélogo, dedicaram-se a estudar variagoes
estruturais nos heterociclos e nas cadeias espacadoras dos homodimeros. Com isso, 0S
autores observaram que a insercdo de atomos de halogénios na posicao 6 do nucleo tacrina
resultava em um aumento da atividade inibitoria da enzima AChE, de forma que o
composto mais potente obtido (Figura 10) apresentava atividade inibitoria cerca de 5000

vezes mais eficaz do que a tacrina.®’

X Cl
cl N
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Figura 10: Homodimero mais potente na inibi¢cdo da AChE obtido por Hu e col. AChE
ICs0 = 0,07 nM, BUChE ICs = 26 nM.

Nosso grupo de pesquisa também se dedicou ao estudo de homodimeros do nucleo
tacrina. No trabalho realizado por Lopes e colaboradores foi realizada a sintese de
analogos quirais do bis(7)-tacrina contendo as duas séries enatioméricas completas.'*
Apesar de todos os compostos terem se mostrado potentes, com ICso na escala de
nanomolar, foi possivel observar diferencas na seletividade dos compostos na inibicao
das enzimas colinesterases (Figura 11), o que indica uma estereoseletividade do sitio
catalitico da AChE frente as diferentes configuracdes enantiométicas dos compostos bis-
tacrina. Além disso, o homodimero R,R-bis(7)-tacrina com cloro, e o heterodimero R-

bis(7)-tacrina mostraram-se mais ativos que a bis(7)-tacrina e seletivos para a AChE.

CH, CHs CHs
Cr L X Cr L CY Y0, T
x I A
NN NI NN
H H H 'H H 'H
Cl cl al

Bis(7)-tacrina R,R-Bis(7)-tacrina R-Bis(7)-tacrina
IC5y (AChE) = 5,33 nM R =CH; R = CHj,
ICsy (BuChE) = 38,3 nM IC5y (AChE) =4,73 nM ICsy (AChE) = 2,80 nM
ICsy (BuChE) =n.a. ICs( (BuChE) = 44,82 nM

Figura 11: Homo e heterodimeros bis(7)-tacrina e suas respectivas atividades inibitorias
das enzimas colinesterases.

2.4. Hibridos multifuncionais no tratamento da DA

A DA é considerada uma doencga multifatorial.* Devido a essa caracteristica,
varias estratégias terapéuticas foram desenvolvidas com a ldgica “uma molécula, um
alvo”.%® Contudo, a falta de efetividade terapéutica das moléculas disponiveis no
mercado, tem levado ao desenvolvimento racional de moléculas multialvo.®® Além disso,
0 uso de varios medicamentos diferentes (coquetéis) ou de formula¢Ges manipuladas
(combinacGes em dose fixa) pode gerar desconforto ao paciente devido a unido de efeitos
colaterais, além da alta probabilidade de interacdo medicamentosa. Dessa forma,
pesquisas para o uso de hibridos multialvo no tratamento da DA tém se mostrado uma

estratégia mais promissora do ponto de vista farmacocinético e farmacodinamico.>°
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A elaboracdo de moléculas multialvo, também chamadas apenas de hibridos,
busca a melhora das propriedades farmacoldgicas, como o0 aumento de poténcia e da
eficiéncia por interagOes simultaneas, além de efeitos sinergéticos. A sintese de moléculas
hibridas é utilizada como estratégia terapéutica para diversas doencas como cancer®?,

Parkinson®?, malaria® e na elaboragio de novos agentes antifiingicos.®*

Apesar do grande ndmero de hibridos elaborados para o tratamento da DA
encontrados na literatura, nenhuma das moléculas atingiu o mercado.*® Doencas
multifatoriais como a DA séo causadas por perturbacdes complexas no equilibrio celular,
de forma que a abordagem farmacologica ndo seja simples. A existéncia de mecanismo
de feedback em sistemas bioldgicos tem se mostrado um desafio para os cientistas.®” Por
exemplo, o uso de ChEI a longo prazo ndo mantém baixas as taxas de hidrélise da
acetilcolina, pelo contrario, é observado um aumento das taxas de atividade enzimatica.*®
Mesmo assim, devido a capacidade dos compostos hibridos em manter as propriedades
de interacdo com alvos especificos e assim gerar varias respostas farmacoldgicas
distintas, a elaboracdo de moléculas hibridas continua sendo uma das principais

estratégias para a busca de novas moléculas no tratamento da DA.°

Do ponto de vista estrutural, os hibridos podem ser classificados como ligados,
fundidos ou mesclados, sendo o modo de unido determinado pela natureza do alvo, pela
disponibilidade das estruturas iniciais e pela viabilidade quimica.®® A alta eficiéncia do
nacleo tacrina como ligante das enzimas colinesterases torna-o um importante ponto de
partida para o desenvolvimento de moléculas multialvo.® Mishra e colaboradores
realizaram uma revisdo da literatura cobrindo vinte anos de pesquisa e desenvolvimento
de hibridos tendo como alvos as ChE. Os autores identificaram mais de 40 classes de
hibridos relacionadas ao ndcleo tacrina.®® Alguns exemplos de hibridos contendo o nticleo

tacrina sdo apresentados na Figura 12.
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Figura 12: Diferentes tipos de hibridos contendo o nucleo tacrina.

A melatonina € um horménio natural, conhecido por regular o mecanismo do
sono. Além disso, a melatonina é um potente antioxidante e neutralizador de radicais
livres. Rodrigues-Franco e colaboradores reportaram uma série de hibridos ligados
contendo os nacleos melatonina e tacrina. Os hibridos apresentaram alta atividade
inibitéria das enzimas colinesterases além de propriedades neuroprotetoras e
antioxidantes.®® O resveratrol € um produto natural sintetizado por diversas plantas com
propriedades anti-inflamatérias. Bolognesi e colaboradores elaboraram um hibrido
fundindo as duas moléculas que apresentou atividade inibitéria da enzima colinesterase
na faixa de micromolar, além de modular efetivamente a agregacéo de placas B-amiloides
in vitro.%® Ja a nimodipina é um bloqueador de canais de célcio, sendo comercializada sob
0 nome de Nimotop®. Marco-Contelles e colaboradores mesclaram as estruturas da
tacrina e da nimodipina para a obtencdo das tacripirinas. Os hibridos apresentaram bons
efeitos neuroprotetivos, inibigdo dos canais de célcio e da enzima AChE, alem de boa
permeabilidade pela barreira hematoencefélica.®’

Nosso grupo de pesquisa vem estudando uma série de hibridos contendo o nucleo

tacrina como uma das porg¢des biologicamente ativas (Figura 13). Com base na estratégia
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multialvo, foram elaborados hibridos ligados contendo os nucleos lofina®, Tianeptina®?,

carboidratos®® e pirimidinas® tendo como alvo as ChE.

H\N/\M/\/N//N
Cl

Cl
Hibrido tacrina-lofina®® Hibridos tacrina-tianeptina'?
IC5, (AChE) = 5,87 nM IC59 (AChE) = 6,79 nM
ICs, (BuChE) = 108,97 nM ICsp (BuChE) = 52,44 nM
HN /\Hg\ N /I()) o)
H
X ~
HO" = ){
O
—

N

Hibridos tacrina-D-xilose!
IC5o (nM) AChE: 2,2 nM Hibridos tacrina-pirimidina®

IC5y (nM) BuChE: 4,93 nM n3o ativos

Figura 13: Hibridos contendo o nucleo tacrina sintetizados por nosso grupo de pesquisa.

A lofina tem capacidade antioxidante e em hibridos com a tacrina foi observado
por modelagem molecular que o ndcleo interage com o sitio anidnico periférico da enzima
colinesterase. O hibrido tacrina-lofina mostrou-se seletivo para a enzima AChE com
atividade inibitoria na escala de nanomolar.®® A sintese de hibridos da tacrina contendo o
antidepressivo tianeptina, também se mostrou bastante relevante, uma vez que
apresentaram inibicao das enzimas AChE e BuChE em escala nanomolar.'?> Nosso grupo
de pesquisa tem utilizado a modelagem molecular para compreender as interac6es das
moléculas sintetizadas com as enzimas ChE. Segundo os resultados obtidos, a alta
atividade desses hibridos pode estar relacionada ao fato da tacrina interagir com o CAS
da AChE, enquanto a tianeptina interage com o PAS. Além disso, foi demonstrado a
capacidade de modulacdo da proteina S100B, um importante biomarcador em doencas

neurodegenerativas.
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Ja a producdo de hibridos contendo derivados de carboidratos teve como objetivo
a introducdo de grupos aceptores e doadores de ligacao de hidrogénio. Além disso, trata-
se de uma plataforma de baixa toxicidade. A série também se mostrou promissora, pois
foram obtidos resultados de inibicdo para a AChE muito préximos da escala picomolar
(2,2 nM).*3 Um estudo detalhado de modelagem molecular revelou que o hibrido mais
ativo da série tacrina-xilose foi capaz de interagir no CAS, com o ndcleo tacrina, no bolso
acila, por meio de interagcGes hidrofobicas e no PAS por meio de uma ligacdo de
hidrogénio.5®

Ja para os hibridos tacrina-pirimidina, ndo foi observada atividade inibitéria das
enzimas colinesterases.%® Nesse caso os estudos de modelagem molecular também
permitiram uma andlise da auséncia de atividade frente as ChE. Segundo os resultados
obtidos, a falta de atividade se deu muito provavelmente ao fato que os dois anéis do
nucleo pirimidina ndo sdo coplanares, o que pode ter dificultado interacbes do tipo n-nt
stacking com o PAS da enzima.®

Nesse trabalho, além dos nicleos tianeptina e lofina, serd explorado ainda uma
terceira classe de moléculas derivadas do &cido cindmico. Os derivados do &cido
cinamico, conforme apontado por Gonzales e colaboradores, constituem um grupo de
moléculas privilegiadas, isto €, com grande potencial para o desenvolvimento de hibridos
multifuncionais.® A seguir sera apresentada a revisdo da literatura contendo os ndcleos

lofina, tianeptina e cindmico.

2.4.1. Tianeptina

A tianeptina € um farmaco que contém o nucleo tiazepinico utilizado para o
tratamento da depressdo e comercializado sob 0o nome de Stablon®.”° As tiazepinas s&o
uma classe de heterociclos de sete membros, podendo ser condensadas com um ou dois
anéis benzénicos, sendo conhecidas como benzotiazepinas ou dibenzotiazepinas,
respectivamente. Esse medicamento foi sintetizado pela primeira vez no Instituto Servier,
na Franca, em 1972.* A tianeptina é considerada um farmaco de Gltima geracdo para o
tratamento da depressdo e outras desordens psiquiétricas.’?

Seu mecanismo de agdo é considerado atipico, pois a primeira hipétese para a
observacao do efeito antidepressivo da molécula estimava que a tianeptina se ligava aos
receptores de recaptagdo de serotonina (SERT), induzindo a recaptacdo do

neurotransmissor pelo neurdnio pré-sinaptico.”® Em seguida, estudos demonstraram que
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a tianeptina causava a modulacdo do sistema glutamatéergico, apresentando efeitos de
neuroplasticidade no hipocampo e na amigdala.” 7

Apesar do baixo niimero de efeitos colaterais’’ e dos resultados antidepressivos e
neuroprotetores’’* da tianeptina, o farmaco nio é liberado pelo FDA para
comercializacdo nos Estados Unidos. Em um trabalho recente, Tramarin e colaboradores
identificaram que a tianeptina também pode apresentar efeitos positivos em individuos
com autismo, hipotonia e distrbios do sono.”® Zhao e colaboradores, ao estudarem um
hibrido derivado da tianeptina, identificaram em testes in vivo a melhora da aprendizagem
e memoria, e também aumento da neuroplasticidade.”

A estrutura da tianeptina (Figura 14) é caracterizada pelo nucleo 3-cloro-
dibenzotiazepina e uma cadeia lateral aminoeptandica, a qual é diretamente associada a
atividade farmacoldgica. A molécula possui dois heterodtomos no sistema triciclico,
sendo o &tomo de enxofre na posi¢ao 5’ um doador de elétrons, além de um atomo aceptor
de elétrons na posi¢ao 3’ do sistema aromatico. Essas caracteristicas tornam a tianeptina
distinta dos demais antidepressivos triciclicos, ndo s6 do ponto de vista estrutural, mas
também de suas carateristicas farmacoldgicas.”” Apesar da funcédo acido ser facilmente
funcionalizavel para diversos ésteres, na literatura foi encontrado apenas o éster-etilico

da tianeptina.”

0]
\N _\éco

O CI

HN\/\/\/\H/O\/

0]

Tianeptina Ester etilico da tianeptina

Figura 14: Estrutura molecular da tianeptina, estrutura do éster etilico da tianeptina.

Na literatura sdo encontrados poucos exemplos de moléculas derivadas da
tianeptina. Zhao e colaboradores elaboraram uma série de hibridos da tianeptina com
outras moléculas de atividade farmacologica conhecida como a Tacedinalina e o
Varinostat.”® Os hibridos apresentaram modulagdo da atividade de proteinas histonas,

além do aumento dos niveis de BDNF, um importante biomarcador de neuroprotec&o.
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Tianeptinostat Tianeptinalina

Figura 15: Hibridos da Tianeptina elaborados por Zhao e colaboradores.”

Outra serie de hibridos foi elaborada por nosso grupo de pesquisa ancorando o
farmaco tacrina a porcéo acida da tianeptina por meio de uma cadeia espagadora. Esse
trabalho foi realizado em 2016 sendo publicada uma importante série de hibridos que

apresentaram atividade anticolinesterases com 1Cso em escala nanomolar.*?

IC5, (nm) AChE: 6,39 - 39,14 (X =Cl,n < 7)
65,0 - 156,19 (X = H, n <10)
IC5, (nm) BuChE: 30,41 - 53,76 (X = Cl, n<8)
3,79 - 22,56 (X = H, n<10)

Figura 16: Hibridos tacrina-tianeptina e atividade inibitoria ICso frente as ChE*?

Com base nestes resultados dos hibridos tacrina-tianeptina, Jiang e Gao utilizaram
técnicas de desenho de farmacos assistidos por computador (computer aided drug design)
para obter novas estruturas mais potentes frente a enzima AChE.® Porém, a estrutura
obtida computacionalmente apresentou grande complexidade (Figura 17) e ndo foram
encontrados na literatura, até a presente revisao, trabalhos apresentando a sintese da

molécula ou outros compostos com estrutura similar.
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AChE-5-Evo

Figura 17: ModificacGes estruturais do hibrido tacrina-tianeptina sugeridas
computacionalmente.

O Unico éster derivado da tianeptina encontrado na literatura é o éster etilico.”* A
esterificacdo é muitas vezes utilizada como estratégia de obtencdo de pro-farmacos, isto
é, moléculas inativas que sdo metabolizadas & sua forma ativa dentro do organismo.8* A
estratégia de esterificacdo permite a modulacdo de outras propriedades farmacocinéticas,

como solubilidade, permeabilidade e biodisponibilidade.®

Devido a presenca da por¢do &cida, a tianeptina interage fortemente com as
proteinas plasmaticas, estando 95% ligada & proteina albumina sérica humana (HSA).8384
Sendo as albuminas séricas proteinas transportadoras, varios farmacos ja foram
detectados no plasma conjugados a essas proteinas.8>® Por este motivo, conhecer o modo
como farmacos e albuminas séricas interagem representa uma etapa importante no estudo

e desenvolvimento de novas moléculas bioativas.

2.4.2. Lofina

O nacleo lofina (2,4,5-trifenil-1H-imidazol) possui atividade antioxidante e
antibacteriana.®” Outra propriedade importante do nucleo lofina refere-se a sua
capacidade de emissio de fluorescéncia (A = 550 nm) quando excitado em A = 304 nm.®8
A lofina contém o nucleo imidazdlico e representa um importante bloco de construcéo
em quimica medicinal devido ndo s a sua presenca em diversas moléculas bioativas,
como também devido as suas caracteristicas quimicas, como anel heteroaromatico e

aceptor e doador de ligacio de hidrogénio.®°

O nucleo lofina foi obtido pela primeira vez por Radzizeswski em 1882 a partir
de uma reacdo multicomponente entre a benzila, benzaldeido e amonia.®® A sintese de

imidazdis 2,4,5-trissubstituidos é realizada através de reagdes multicomponente entre 1,2-
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dicetonas (ou a-hidroxicetonas), aldeidos e dois equivalentes de acetato de amonio
(Esquema 2). De modo anélogo, os derivados 1,2,4,5-tetrassubstituidos também podem
ser obtidos, porém um equivalente de acetato de aménio é substituido por um equivalente

de uma amina primaria.

2 NH,OAc
catalisador
benzila O EtOH, refluxo
48 h
H
benzaldeido lofina

Esquema 2: Sintese tetracomponente para obtencdo no ntcleo lofina.*

Nosso grupo de pesquisa vem estudando homodimeros e heterodimeros contendo
o nucleo lofina, sendo os Unicos trabalhos a utilizarem o nucleo na elaboracéo de hibridos
para a DA. Além dos homodimeros bis-lofina®®, foram estudados os heterodimeros

tacrina-lofina e, mais recentemente, lofina-carboidratos (Figura 18).%*

H. N
NN /\%\/N Y N/\Hg\/ _ \
g [
X >(O
@ ) &)
) N
Cl

Hibrido bis-lofina®? Hibrido tacrina-lofina® Hibrido lofina-carboidrato®’
1Csy (AChE) = 42,55 nM IC5o (AChE) = 5,87 nM ICsy (AChE) = 2,50 uM
IC5 (BuChE) = ndo ativo IC5o (BuChE) = 108,97 nM ICso (BuChE) = 0,5 uM

Figura 18: Homo e heterodimeros contendo o nucleo lofina sintetizados em nosso grupo
de pesquisa.

O homodimero bis(8)-lofina mostrou-se inibidor seletivo da enzima AChE em
escala nanomolar (ICso = 42,55 nM), enquanto para a enzima BuChE ndo foi observada
atividade inibitoria.®® Nesse mesmo estudo também foram avaliados os hibridos tacrina-
lofina que apresentaram inibicdo das ChE na escala de nanomolar. Além disso, foi

possivel observar que variagdes na cadeia espacadora metilénica resultaram em
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modificagdes na seletividade da molécula frente & enzima estudada.%® Cadeias
espacadoras de seis carbonos resultaram em hibridos inativos frente a AChE enquanto
para a BUChE foram observados valores de 1Cso na faixa de 12,44 - 58 nM.

Com base nos resultados obtidos a partir dos hibridos bis-lofina e tacrina-lofina,
foi elaborada uma outra série de moléculas contendo carboidratos (Figura 18). Apesar da
atividade inibitdria (ICso) frente as ChE ter se mostrado na escala de micromolar, é
importante ressaltar que se tratam de dois nucleos com baixa toxicidade associada. Além
disso, os estudos de modelagem molecular permitiram identificar que a porcéo
carboidrato interage com o CAS da enzima AChE, enquanto que o nucleo lofina interage
com o PAS (Figura 19). De modo interessante, na enzima BuChE o oposto é observado,

com a lofina interagindo na base do gargalo e a por¢éo carboidrato na entrada.

G e 81 \ 75
80 0 /\/\/\/\
Lo [TV .
/ r
/\ =~
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436 o
o -
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w m -
a2 v y
| / 334 m
a3 F ‘
m
\ / o
H £ 338
“w. 0 o
44) ~— Y " £
442 : 200
E 287 F /
0~ S N 288
- 200
o Charged (negative) Polar Distance -~ Salt bridge
W Charged (positive) W Unspecified residue * H-bond Solvent exposure
Glycine Water —— Metal coordination
Hydrophobic Hydration site o Pi-Pi stacking
o Metal X Hydration site (displaced) -+ Pi-cation

Figura 19: Resultados da analise de modelagem molecular para o hibrido lofina-
carboidrato com a enzima AChE.

A partir dos resultados de modelagem molecular, foi possivel identificar uma
interacdo especifica do tipo T-stacking do nucleo lofina com o residuo de Trp231 do
fundo da cavidade da BuChE (Figura 20). Nesse caso, foi avaliado o hibrido mais ativo
para a BUChE (ICso = 0,17 uM) contendo uma cadeia espacadora de seis atomos. Essa

interacdo, além de explicar a seletividade dos derivados lofina-carboidratos para a enzima
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BuChE, coloca o nucleo lofina como estrutura promissora para o desenvolvimento de

novos hibridos.

W Charged (negative) Polar Distance —— Sak bridge

« Charged (positive) @ Unspecified residue * H-bond Solvent exposure
Glydne Water Metal coordination
Hydrophobic Hydration site o—e Pi-Pi stacking
Metal X Hydration site (displaced) —e Pi-cation

Figura 20: Resultados da anélise de modelagem molecular para o hibrido lofina-
carboidrato com a enzima BuChE.

2.4.3. Cinamico

Os derivados do é&cido cinamico sdo acidos carboxilicos que aparecem
naturalmente em plantas, como o &cido ferdlico (AF), a curcumina e o acido sinapinico
(Figura 21). O nome cindmico é derivado da planta do qual se extrai a canela,
Cinnamomum zeilanicum, a qual era usada desde a antiguidade como estimulante, agente
carminativo (laxante), antisséptico e inseticida.”> Esses compostos sdo facilmente
extraidos de graos de café, cha, cacau, macés, batatas, tomates, cereais e outros alimentos,
além de estarem presentes em diversas plantas na medicina tradicional japonesa e

ayurveda. %
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Acido Cinamico

OH
(0] o O.__OH OH
MO N 0H HO NN
HO HO
Acido Fertlico (AF) Acido Rosmarinico
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HsCO " 0H H,CO
HO HO
OCHs
Acido Sinapinico (AS) Curcumina

Figura 21: Estrutura molecular do &cido cindmico e seus derivados naturais.

Devido a sua estrutura quimica fendlica, essas moléculas tém chamado a atencédo
da comunidade cientifica pela capacidade antioxidante frente a diversas doencas, como
cancer, doencas cardiovasculares, diabetes e também frente & DA®*% O AF e a
curcumina sdo conhecidos por inibirem a agregagdo de AP, diminuirem sua toxicidade
promovendo o desenovelamento dos emaranhados, além de consumirem espécies reativas
de oxigénio, promovendo reducdo dos processos inflamatorios tanto in vitro quanto in
vivo.% Estudos também indicam que estas moléculas tém atividade neuroprotetora, apesar
de suas baixas biodisponibilidades e da dificuldade em atravessar a barreira
hematoencefélica.’’ Ja o &cido sinapinico, extraido da raiz P. tenuifolia é um dos
componentes da medicina japonesa tradicional, e demonstrou promover o aumento da

atividade de acetilcolina em neurdnios do cortex frontal de ratos.%

O &cido rosmarinico € um derivado do &cido cindmico contendo duas hidroxilas
ligadas ao anel aromatico (Figura 21). Assim como os demais, € um produto natural
comumente obtido em plantas como a Melissa oficinalis.®® O &cido rosmarinico interage
diretamente com os agregados B-amiloide e com a proteina tau, impedindo a formacéo
das folhas B.*® Além disso, o acido rosmarinico apresentou inibicdo das enzimas

colinesterases, sendo mais seletivo para a BUChE com ICsp = 6,59 puM.1%
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Os resultados apresentados pelas moléculas apresentadas acima, levaram o0s
cientistas a desenharem novas estruturas contendo o ndcleo cindmico. Jung e
colaboradores propuseram a elabora¢do de um dimero do &cido ferdlico (KMS4001,
Figura 22) e observaram o decréscimo de agregados -amiloide no cértex pré-frontal de
ratos.?! De modo analogo, He e colaboradores também propuseram a elaborag&o de um
dimero do AF, porém com dois anéis benzénicos como espagadores.’? O dimero mostrou
inibi¢do da formagdo de agregados de B-amiloide, além de propriedades antioxidantes
diminuindo o stress oxidativo causado pelas espécies reativas oxidantes. Embora em
ambos 0s casos 0s resultados tenham se mostrado promissores impedindo a agregacéo da

proteina B-amiloide, os dimeros ndo tiveram sua atividade inibitéria avaliada frente as

ChE.
0 0
HOJV\Q:OWOWOH
OH HO

KMS4001
0] OCHj,
H;CO 0)

Dimero acido ferulico

Figura 22: Dimeros derivados do &cido cinamico.

Além dos dimeros, uma série de hibridos contendo o nucleo cindmico pode ser
encontrada na literatura.’®® Segundo um trabalho de revisdo realizado por Zhang e
colaboradores, os hibridos contendo o ndcleo cindmico podem ser divididos em dois
grupos principais: hibridos derivado do farmaco donepezil e hibridos contendo o ndcleo
tacrina.’” Tanto a tacrina como o donepezil sdo inibidores das enzimas colinesterases.
Porém, dado o carater multifatorial da DA, cada vez mais tem-se voltado para a
elaboracdo de moléculas hibridas. Ha ainda um terceiro grupo de hibridos derivados de
outros nucleos que apresentam atividade bioldgica frente a DA. Na Tabela 1 sdo
apresentados os hibridos donepezil-a4cido cindmico encontrados na literatura e suas

respectivas atividades inibitérias das ChE.
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Tabela 1: Hibridos derivados dos nucleos donepezil e acido cindmico descritos na

literatura.

Entrada

(o3}

Molécula I1Cs0 AChE?

0

H,CO

H,CO

i /\Q/\Q
H
SCOD/\)J\N
H
HO

" 0,010 M

Donepezil*04

0,26 UM

Cinamico-N-benzilpiperidinal®

3,98 UM

Cinamico-N-N-dibenzil(N-

metil)aminal®

(@]
nenaaeve
HO N 0,46 UM

a0

Feruloil-donepezil®

H3COW O\/@
40

2,13 uM

Acido Ferulico-O-alquilaminal0®

300

5 g .

OCH;

ICs0 BUChE?

2,50 UM

0,69 M

>10 uM

24,97 uM

0,021 uyM

10,39 nM
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Entrada Molécula ICs0 AChE? | 1Cs0o BUChE?
Donepezil-acido ferulico'®’
a: cada trabalho utilizou ChE de espécies diferentes nos ensaios. n.r.: ndo reportado

Em geral os hibridos derivados do donepezil e do acido cindmico apresentam
inibicdo das ChE na concentracdo de uM. O hibrido mais ativo, foi o hibrido donepezil-
acido-ferulico (entrada 6), sintetizado por Benchekroun e colaboradores, com atividade
frente a enzima BUChE na escala de nanomolar.'%” Os compostos, em geral, se mostraram
mais ativos para as enzimas AChE, exceto o hibrido acido ferulico-O-alquilamina que

apresentou maior seletividade para a BuChE.%

Além dos hibridos contendo o nucleo donepezil, foram encontrados na literatura
um numero ainda maior de moléculas contendo o nlcleo tacrina. Apesar da
hepatotoxicidade apresentada pela molécula, a tacrina continua sendo uma das principais

plataformas para o desenvolvimento de novos compostos hibridos.%’

Tabela 2: Hibridos derivados do nucleo tacrina e acido cindmico descritos na literatura.

Entrada Molécula 1Cso AChE?2 | ICs0 BUChE?2
NH,
)
1 N 45,1 nM 5,1 nM
Tacrinall’
(0]
HN/HS\N Z
H
2 A OH 4.4 nM 6,7 nM
NZ OCHj,4

Tacrina-5-acido-ferulicol?’

o}
PN N OCHj3
H
N OH
—
N

Tacrina-6-acido-ferulicolo8

n.r. n.r.
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Entrada

Molécula

0]

AN

IS

TR

o hono,
OCH,

Tacrina-acido-ferulico-6xido-nitrico!8

(0]

HN

Tacrina-acido-cafeico®?

Cl OH
Ho Moy
N N
| AN \)\/ X OCH3
N~ (6]
6

Cloro-tacrina-acido-ferulicol1?

0]

=

N

H
HN/@NJK/\QOC 5
m oere

Tacrina-cinamato!!!

H4CO

S

Tacrina-piperazina-acido-ferulico®?

7
HN
8 X
—
N
cho
HO
9 H3CO

Qﬁf

A

HyCO

Tacrina-cinAmico-melatoninall3

ICs0 AChE?

3,7nM

0,3 uM

0,02 uM

0,09 M

52,7 nM

29,6 nM

ICs0 BUuChE®?

1,4 nM

29,5 uM

0,71 pM

n.r.

215,4nM

12,0 nM
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Entrada Molécula ICs0 AChE?2 | 1Cs0 BuChE?

10 3,8 nM 34,7 nM
Tacrina-cinAmico-substituido!!®
0
HN*?HJV\@\
11 m OH 2.2 M 43.5nM

N
Tacrina-acido-cinamicol!4

O
HN/Q\H =

12 @\)ﬁ/\@ On 10430M | 22,6nM
N/ OCHj3 Cl

Tacrina-acido-cinamico-beziloxil*

O

HN@”W\@OCW
60 Nhe
13 NG CH, 37,0 nM 101,4 nM

CHj;

Tacrina-acido-ferulico-O-xilenoilt1®

(@]
HN/Q\N = OCHj3
H
14 o OH 3,9 nM 24.3 nM
— OCHj3

N
Tacrina-acido-fendlicolt

0]
H
HN/Q\” = OCHj

N
15 Moj \f\ 2.6 M 28.6 M

Tacrina-acido-fendlico-ligustrazinal®

a: cada trabalho utilizou ChE de espécies diferentes nos ensaios. n.r.: ndo reportado.
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Em 2008, Fang e colaboradores desenvolveram uma série de hibridos tacrina-AF,
contendo cadeias metilénicas espacadoras de dois a oito carbonos (Tabela 2 — entrada 2).
Esse trabalho foi um dos pioneiros na elaboracdo dos hibridos tacrina-AF. Todos os
compostos sintetizados apresentaram atividade inibitéria para as ChE, ndo havendo
seletividade quanto ao tipo de enzima. Porém, os autores identificaram que o composto
contendo cadeia espacadora de cinco carbonos apresentou as melhores atividades dentre

0s compostos analisados.*’

Chen e colaboradores construiram uma serie de tri-hibridos, isto €, moléculas
contendo uma porgao tacrina, o nucleo AF e uma terminacdo contendo um substituinte
Oxido nitrico (Tabela 2 — entrada 3). Todos 0os compostos sintetizados apresentaram
atividades inibitérias da enzima AChE superiores a tacrina na faixa de baixo
nanomolar.**® J4 os hibridos das entradas 4 a 6 apresentaram atividades inibitdrias das

ChE na faixa de micromolar e com seletividade para a AChE 109111

Fu e colaboradores também elaboraram uma série de heterodimeros contendo o
nucleo tacrina como ancora para derivados do AF, utilizando um grupo piperazina no
espacador (Tabela 2 — entrada 8). Dentre os compostos sintetizados, foi possivel observar
uma maior seletividade para a enzima AChE com ICso na escala nanomolar para os
compostos contendo espagadores com quatro e cinco carbonos. Além disso, 0s compostos

sintetizados apresentaram boa capacidade de inibir o acimulo de placas Ap.1!?

Benchekroun e colaboradores exploraram a atividade antioxidante da melatonina
em um tri-hibrido contendo também os nicleos tacrina, AF e melatonina (Tabela 2 —
Entrada 9). Os autores identificaram que além da boa capacidade antioxidante, o
composto sintetizado apresentava boa permeabilidade, toxicidade menor do que a tacrina
e boa atividade frente as ChE. Apesar do tamanho espacial elevado, o hibrido apresentou

atividade na faixa de nanomolar, sendo seletivo para a enzima BuChE.!*?

Em 2017 uma nova série de compostos contendo modificacdes no nucleo
cinamico foi proposta por Chen e colaboradores.’'® Os autores mantiveram a cadeia
espacadora metilénica fixa contendo dois carbonos e propuseram uma série de
substituintes no ndcleo cindmico. As cinamamidas sintetizadas contendo grupos
retiradores de elétrons, como o NO2, apresentaram os menores valores de ICs para a
enzima AChE, ficando na faixa de 3,8-7,1 nM (Tabela 2 — entrada 10).
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Em 2018, em dois trabalhos publicados pelo mesmo grupo de pesquisa foram
introduzidas mais trés séries de hibridos contendo os nulcleos tacrina e &cido
cinamico.!**!1> No primeiro trabalho, os autores exploraram, além das variagGes nas
substituicdes do nucleo cindmico, diferentes cadeias espacadoras entre a tacrina e o acido
cinamico. O hibrido contendo cadeia espacadora de seis atomos e apenas uma hidroxila
substituida na porcéo cindmico apresentou os melhores valores de 1Cso da série (Tabela 2
— entrada 11), sendo seletivo para a AChE. Ja o hibrido contendo um substituinte mais
volumoso (entrada 12) apresentou maior seletividade para a enzima BuChE.** O segundo
trabalho publicado pelo grupo ampliou o escopo de moléculas contendo um anel
aromatico substituido ligado a porcéo cinamico (entrada 13).1*> De modo interessante,
apesar do hibrido apresentar volume semelhante ao publicado no trabalho anterior, a
modulacdo dos substituintes e do tamanho da cadeia espacadora inverteu a seletividade

entre as enzimas.

H& ainda um terceiro grupo de hibridos contendo o nucleo cindmico ligado a
outras moléculas bioativas, como rivastigmina, carbazois, chalconas, carbamatos, entre

outros. Os hibridos e suas respectivas atividades encontram-se na Tabela 3.

Tabela 3: Hibridos derivados do &cido cinamico contendo diferentes ndcleos reportados
na literatura.

Entrad 1Cso
Molécula ICs0 BUChE?
a AChE?
(6]
H,CO
H,CO
1 0,010 uM 2,50 uM

~O

Donepezil*04

AN

Tacrinall’

Q |

3 “ODMOwNi 3,98 UM n.r.
HO
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Entrad

Molécula

Cinamico-colinal?

(0]
H3;CO
3 A 0
H
HO 00—

Carbamato-ferulato!?!

Cl

. O

Ho A

OCH;

Acido Ferulico-carbazol!??
©
Br
@
HSCOWN x .
H

H,CO
Acido ferulico-benzilpiridinio®

O
H;CO

Cinamamida-dibenzilaminal?3

|
ST T
H5CO NN o
SRe
HO

Hidroxicinamico-rivastigminal®*

1Cso
AChE?

37,5 UM

2,1 uM

12,1 nM

1,0 uM

>5,0 uM

ICs0 BUChE®?

25,8 UM

5,1 uM

2,6 nM

2,4 UM

5,0 UM
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Entrad 1Cso

Molécula ICs0 BUChE?
a AChE?
(0]
HSCOD/\)J\N
N
(e}
9 [:Fgw 0,71 uM 12,9 uM

Cinamico-piperidinal?®

H3;CO A N/\/H X
H | N
10 oy 1,1 M
HsC

3

1,0 uM

Cinamico-quinolinal?®

a: cada trabalho utilizou ChE de espécies diferentes nos ensaios. n.r.: ndo reportado.

Como pode ser observado na Tabela 3 ha uma variedade de hibridos contendo o
ntcleo cindmico e outras moléculas bioativas. E importante destacar o trabalho realizado
por Sebestik e colaboradores utilizando derivados da colina (entrada 3). Apesar da boa
atividade antioxidante, os hibridos apresentaram baixa atividade frente a enzima
AChE.?? Os demais hibridos também apresentaram atividades inibitorias das ChE na
faixa de micromolar, com pouca seletividade entre as enzimas. Exceto o hibrido
cindmico-piperidina (entrada 9) que apresentou maior seletividade para a enzima
AChE 1%

Com base em estudos de modelagem molecular, Lan e colaboradores sintetizaram
uma série de moléculas derivadas do acido ferulico ligando-as ao ndcleo N-benzil-
piridinio. Os hibridos apresentaram atividades inibitérias na faixa de nanomolar, com
grande seletividade para a AChE com relagdo a BUChE. O derivado sintetizado com um
substituinte flior na posicdo para do nucleo piridinio (Tabela 3 — entrada 6) apresentou
valores de ICsp na faixa de 12 nM, cerca de 3,3 vezes mais eficiente do que o controle

donepezil %

Dessa forma, com base nos dados coletados da literatura, observa-se que o nicleo
cindmico tem sido frequentemente utilizado como farmacéforo para o desenvolvimento

racional de moléculas hibridas.®” 1% Além disso, o nlcleo tacrina ainda é a ancora mais

34



eficiente, uma vez que os hibridos contendo o nucleo tacrina apresentaram 0s menores
valores de inibi¢do das enzimas colinesterases (Tabela 2). Porém, na literatura ha pouca
informacdo acerca da rigidez dos substituintes na por¢do cinamico, bem como sobre sua
lipofilicidade. Sendo assim, o desenvolvimento de novos hibridos contendo o nucleo

tacrina e cinamico ainda constitui um campo a ser explorado.

2.5. Hibridos com ligacao tripla

As ligacOes triplas estdo presentes em diversas moléculas com atividade biologica,
como em inibidores de monoaminaoxidase (MAOSs)?, agentes antifingicos?®,
antimicrobianos®?®, sedativos®® e hormonios sexuais femininos sintéticos!®!, entre
outros.32 Alguns exemplos de moléculas bioativas contendo ligac&o tripla sdo mostrados
na Figura 23. A presenca da ligacdo tripla confere rigidez a estrutura, uma vez que impede
a livre rotacao da ligacao carbono-carbono. Do ponto de vista fisico-quimico, as ligacdes
triplas sdo apolares e realizam interagdes intermoleculares fracas do tipo Van der
Waals. 13

/
N_Z cl © Ho. _#
e
cl Cl

' .Selegilina Haloprogina Etclorvinol
Inibidor de MAO Antifingico Sedativo
OH_ o N
0
o /Y\O \\
Noretindrona OH Evo27
Hormonio

Figura 23: Exemplos de moléculas bioativas contendo ligacao tripla.

No tratamento de doencas neurodegenerativas, como a DA, também podem ser
encontrados alguns exemplos de moléculas contendo ligagBes triplas. Chen e
colaboradores ao pesquisarem hibridos para o tratamento da DA, utilizaram métodos

computacionais para analisar derivados estruturais do donepezil e avaliar a sua interagéo
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com a enzima AChE. Os autores identificaram que a presenca da ligacao tripla terminal
no composto Evo27 (Figura 23) induz interagfes hidrofobicas com o sitio ligante da
proteina AChE.!3* Além do trabalho realizado por Chen e colaboradores, séo encontrados
outros estudos na literatura reportando hibridos contendo ligacdes triplas terminais como
ChEIl e também inibidores de MAQOs.*?

As enzimas monoaminaoxidases também constituem um alvo de interesse para o
desenvolvimento de farmacos para a DA. As MAOs sdo responsaveis pela deaminacao
oxidativa de aminas com producéo de perdxido de hidrogénio, podendo gerar espécies
radicalares e consequentemente aumento do stress oxidativo.'?’ Na literatura sdo
encontrados exemplos de hibridos do ntcleo donepezil e do nicleo tacrina com moléculas
inibidoras das MAOs.!

Tabela 4: Hibridos para o tratamento da DA contendo ligac@es triplas.

Entrad ) 1Cso0
Molécula ICs0 BUChE®?
a AChE?2
0
H,CO
H,CO
1 N 0,010 uM 2,50 uM
Donepezil*04
NH,
Cr)
2 N 45,1 nM 5,1 nM
Tacrinall’
Bnl\O\M/ HsC,
o N
Ty~
3 N \ 0,35 UM 0,46
CH,
ASS23413%
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Entrad 1Cso

Molécula ICs0 BUChE?
a AChE®?
NC | N CN
N7 N7 N
4 Ban (';HSN 1,1 nM 0,6 UM
MTDL-113
NH,
NC N/\
5 @ N" N7 0,025 pM 27 UM

6 N 14,2 nM 66,0 nM

Cl N
Tacrina-selegininal®®

a: cada trabalho utilizou ChE de espécies diferentes nos ensaios.

Bolea e colaboradores desenvolveram o hibrido ASS234, desenhado
especificamente para combinar a atividade anticolinérgica do donepezil e atividade anti-
MAO do grupo propargil-amina (Tabela 4 — entrada 3). O hibrido apresentou atividade
anticolinesterase na faixa de micromolar, além de exibir propriedades neuroprotetoras.'*
Ja Bautista-Aguilera e colaboradores desenvolveram um hibrido derivado dos nucleos
donepezil e seleginina (entrada 4). O composto MTDL-1 mostrou-se 12 vezes mais
potente na inibi¢cdo da AChE quando comparado ao donepezil, além de apresentar maior
seletividade para a AChE.1%

De modo semelhante, foram preparados hibridos contendo o nucleo tacrina.
Samadi e colaboradores realizaram a sintese de hibridos fundidos tacrina-seleginina
(Tabela 4 — entrada 5).%%" Os hibridos mostraram-se potentes na inibicio tanto da MAO
como da AChE na faixa de nanomolar. Lu e colaboradores também desenvolveram um
conjunto de moléculas baseadas nos nucleos tacrina e seleginina separadas por uma

cadeia espacadora.’®® Em geral, os hibridos desenvolvidos mostraram-se mais seletivos
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para a enzima BuChE com ICso na faixa de nanomolar (entrada 6). Os estudos de
modelagem molecular indicaram que a tacrina interage com o CAS, enquanto que a
porcdo derivada da seleginina fica voltada para o PAS e realiza intera¢bes do tipo n-n
staking com a enzima. Porém, os autores ndo mencionam se ha interacdes da ligacéo tripla
com os aminodcidos do PAS.

Como pode ser observado, sdo encontrados na literatura hibridos contendo
ligagGes triplas terminais. Assim, pouco se sabe ainda sobre as interacdes moleculares de
farmacos contendo ligacdes triplas duplamente substituidas e as ChE, e 0 modo como
essa ligacdo tripla influencia na atividade dessas moléculas. Portanto, a sintese de novas
moléculas contendo a ligacéo tripla encontra-se em pleno desenvolvimento. Com esta
estratégia em vista, elaborou-se duas séries de hibridos contendo os nucleos tacrina e
lofina unidos por meio de um espacador a porcdo derivada do acido cindmico tendo como
substituinte uma ligacao tripla. Desta forma, aliam-se as propriedades farmacoldgicas dos
nacleos individuais com a presenca da ligacdo tripla com o objetivo de avaliar o
desempenho destes hibridos frente as enzimas de importancia no estudo da DA.

3. Fotofisica aplicada a farmacologia

A fotofisica é a area que estuda as interacBes da matéria com a luz, estando
presente nas mais diversas areas da ciéncia desde a quimica, bioguimica, medicina,
biofisica, ciéncias dos materiais, entre outros.’®® O estudo fotofisico aborda tanto a
absorcéo da luz por uma molécula por meio da espectroscopia de absorcao no ultravioleta-
visivel (UV-vis), como também os processos luminescentes, isto €, a emissdo de luz
proveniente de uma molécula no estado excitado.}*® A espectroscopia de emissdo de
fluorescéncia representa uma técnica altamente sensivel, tendo varias aplicagdes como o
desenvolvimento de sondas fluorescentes para proteinas'*!, elaboracdo de
biomarcadores'#>!*3 entre outras.#

A fluorescéncia tem sido uma das principais ferramentas para a elucidacdo das
interacGes entre moléculas pequenas como os farmacos e receptores a nivel celular.!*® Em
farmacologia, é essencial obter informagdes como afinidade pelo ligante, eficiéncia e

capacidade de ligagdo com o receptor. A sensibilidade e a precisdo das técnicas
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envolvendo a fluorescéncia tém se mostrado importantes para a obtencdo dessas
informacdes por meio de estudos de cinética, afinidade, saturagdo e competicdo, sem a
necessidade da preparacdo de moléculas contendo radioisdtopos. 46

As técnicas de bioimageamento utilizando a espectroscopia de fluorescéncia tém
se tornado populares ao longo dos ultimos anos devido a sua seguranga por ndo
necessitarem de radiacdes ionizantes, pela sua sensibilidade e baixo custo.}’ Zhang e
colaboradores utilizaram a fluorescéncia para 0 monitoramento via imagem de modelos
animais da DA para acompanhar o efeito terapéutico da molécula CRANAD-17, um
derivado da curcumina que inibe a formagao das placas p-amiloide.'4’

Yoo e Han desenvolveram um biomarcador para quantificar a atividade da BuChE
no plasma sanguineo por meio de fluorescéncia.’*! Os autores buscaram uma estratégia
para contornar a interferéncia das proteinas albuminas na quantificacdo da BuChE. Para
isso, desenvolveram uma molécula que apds ser hidrolisada pela BuChE, possui alta
afinidade pela proteina albumina sérica humana HSA (Human Serum Albumin) e intensa

emisséo de fluorescéncia, conforme mostrado na Figura 24.

&
{Behes

b Q:?:o
» _
- Solu¢ao de BuChE P on
DS
o=4=0 Pouco Fluorescente
/Nl X 2 :.‘,gz
. ’°k‘ {BChE} —
™~
Cisa CO
el
asma sanguineo
o

DS-HSA complex
Muito Fluorescente

. 2
DSC : Dansyl-L-sarcosine-choline # 3 BChE : Butyrylcholinesterase
-

DS : Dansyl-L-sarcosine of. HSA : Human serum albumin

Figura 24: Biomarcador fluorescente para a BUChE presente no plasma sanguineo
desenvolvido por Yoo e Han.
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As albuminas séricas s@o o principal grupo de proteinas constituintes do plasma
sanguineo, correspondendo a cerca de 60 % de sua composi¢do. O nome deriva do latim
albus devido aos precipitados esbranquicados produzidos por essas proteinas quando
isoladas. As albuminas sdo sintetizadas no figado, tendo um tempo de meia vida de cerca
de dezenove dias no organismo de um mamifero.!*® Sao proteinas com grande capacidade
de ligarem-se reversivelmente a uma variada classe de substancias, como &cidos graxos,
compostos aromaticos, hormdnios e farmacos, sendo, portanto, consideradas proteinas
carreadoras. 4

Como apontado por Yoo e Han, o fato da HSA ser uma proteina carreadora e
interagir com uma variedade de substancias, muitas vezes acaba se tornando um desafio
no desenvolvimento de biomarcadores ou sondas fluorescentes.’*! Além de afetar a
intensidade de fluorescéncia, a interacdo da sonda fluorescente pode levar a atribuicdes
acima ou abaixo do real para um biomarcador, resultando em diagndsticos imprecisos.
Desse modo, fica evidente a necessidade de conhecer as interagdes entre moléculas
candidatas a farmacos com as proteinas plasmaticas.

A BSA (do inglés, Bovine Serum Albumin) € frequentemente utilizada como uma
proteina modelo para o estudo das interacGes moleculares entre a proteina e pequenas
moléculas, devido a arquitetura precisa de seus sitios ligantes, elucidada através de
técnicas de ressdnancia magnética nuclear e cristalografia. Além disso, a BSA possui 76
% de sua estrutura homologa a HSA que possui um custo elevado.'*

Além de serem proteinas transportadoras, tanto a HSA quanto a BSA também séo
conhecidas por serem proteinas fluorescentes, isto é, possuem fluorescéncia intrinseca
com maximo de emissdo entre 332 - 350 nm, quando excitadas em Aex = 280 nm. A
fluorescéncia da BSA é atribuida aos residuos dos aminoacidos triptofano (Trp) Trp-134
e Trp-213 localizados no dominio | e subdominio 1A, respectivamente (Figura 25).1%
Essa caracteristica, além do baixo custo, permite que a BSA seja utilizada como modelo

para estudo de interagdo com farmacos. ™13
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{ ITA-IIB

Figura 25: Estrutura da proteina BSA (PDB ID 40R0).

N&o sé a emissdo de fluorescéncia de uma molécula pode fornecer informagdes
importantes do ponto de vista das aplicagdes bioldgicas!#?, como também a supressdo da
fluorescéncia.4®4! Estudos de supressdo de fluorescéncia podem fornecer informagcoes
sobre a interagbes entre farmacos e proteinas de relevancia biolégica como as
albuminas®®* 1%, actinas'®, proteinas do cristalino®’, heme-oxigenase®®, p-amiloide™® e
da AChE.160.161

A supressdo de fluorescéncia de uma proteina pode ocorrer por diversos
mecanismos. A supressdo de fluorescéncia por colisdes ocorre quando o fluoréforo no
estado excitado sofre uma desativacédo resultante de uma colisdo com uma outra molécula
presente em solucdo, chamada de supressor. Tanto a proteina quanto o supressor ndo sdo
quimicamente alterados no processo. Esse modo de desativacao é chamado de mecanismo
dinamico.

Outro mecanismo de supressao de fluorescéncia é o mecanismo estatico. No
mecanismo estatico um complexo € formado entre o fluoréforo e o supressor, e esse
complexo néo fluoresce. Ambos os mecanismos necessitam que ocorra 0 contato entre as
moléculas e podem ser explicados segundo a equacdo de Stern-Volmer:

FolF =1+ Ksv[Q] = 1 + kqt[Q] (1)

onde Fo e F sdo a intensidade de fluorescéncia na auséncia e na presenca do supressor,

Ksv € a constante de Stern-Volmer, [Q] é a concentracdo do supressor, kq € a taxa de
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supresséo de fluorescéncia e 10 € 0 tempo de meia vida de fluorescéncia da proteina na

auséncia do supressor.162

Além dos mecanismos de supressdao de fluorescéncia acima citados, outros
mecanismos podem estar presentes dependendo da natureza quimica do supressor. Um
desses mecanismos € a transferéncia de energia ressonante de Foster (FRET — Foster
Ressonat Energy Transfer) intermolecular. A supressao de fluorescéncia via FRET ocorre
quando o fluor6foro doador se encontra préximo ao fluoréforo receptor, de modo que
ocorra a transferéncia de energia por meio de um processo nédo radiativo e acoplamento
dipolo-dipolo (Figura 26). Nesse processo, 0 aceptor absorve a energia recebida do
doador e é excitado, emitindo fluorescéncia em um comprimento de onda maior que o do
doador.163

DOADOR

e ACEPTOR
S ;

S,

hv

hv EMISSAO

Figura 26: Representacdo esquematica do mecanismo de FRET. Adaptado de
Lakowicz. 40

Segundo a teoria de Foster, para que esse processo de FRET ocorra, 0 espectro de
emissdo de fluorescéncia do doador deve se sobrepor ao espectro de absor¢édo no UV-vis
do aceptor. Além disso, o processo de FRET ocorre por meio de uma interacdo espacial.
A distancia de Féster de 30 A é muito grande para interacio direta das nuvens eletronicas
das moléculas envolvidas, de modo que o mecanismo de FRET ndo necessariamente
precisa de contato entre as moléculas para ocorrer. Desse modo, o mecanismo de FRET

n&o é sensivel a fatores estéricos ou a interagdes eletrostaticas. 4

As técnicas envolvendo FRET sdo consideradas avangadas para a obtencdo de

informac0es acerca da proximidade entre doador e receptor. Na literatura sdo encontrados
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diversos trabalhos mostrando a importancia do mecanismo de FRET para compreender
interacGes entre proteinas e biomoléculas.'®31%* Como estudos envolvendo a supresséo de
fluorescéncia das proteinas albuminas HSA e BSA e a interagdo com agentes

155

anticancer®®, antibacterianos!®®

e produtos naturais.’®® 7 Jiang e colaboradores
utilizaram o mecanismo de FRET para propor um novo método de estudo de interacbes
com proteinas. Ja Loura e colaboradores utilizaram o mecanismo de FRET para estudar

a seletividade entre proteinas e lipideos.1®®

No caso da DA, é possivel encontrar na literatura diversos exemplos de
biomarcadores fluorescentes.’®® Trés trabalhos de revisio recentes apontam para a
necessidade de novos biomarcadores fluorescentes tanto para o diagnéstico como para o
acompanhamento da DA.1%1"1 Os principais alvos citados pelos autores sio as placas B-
amiloide, emaranhados neurofibrilares da proteina tau, as enzimas MAOs, o acido -
amino-butirico e alguns ions metalicos. Porém, pouco tem sido abordado na literatura
sobre as ChE como biomarcadores, embora elas estejam associadas ao acimulo de placas

de B-amiloide. 38172
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4. Objetivo
Com a busca crescente por moléculas farmacologicamente ativas e de carater
multialvo no tratamento da doenca de Alzheimer, este trabalho buscou o desenvolvimento
de novas moléculas tendo como alvos as enzimas colinesterases bem como o estudo da
interacdo com a proteina BSA. Dessa forma, o presente trabalho foi dividido em trés

partes.

4.1. Parte | — Esteres tianeptinicos
A primeira parte deste trabalho teve como objetivo a sintese de ésteres derivados
da Tianeptina (Esquema 3).

\Jy-0

OO e

HN\/\/\/YOH O\M/
1 o 2a-h o n
n=0-7

Esquema 3: Esteres tianeptinicos.

4.2. Parte Il — Hibridos multifuncionais

A segunda parte deste trabalho teve por objetivo a sintese de compostos hibridos
baseados nos nucleos tacrina (3a-h e 4a-h), lofina (5a-h) e o acido cindmico contendo

uma ligacéo tripla (6).
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R=H, 3a-h R=H, 7a-h
R= Cl, 4a-h R=Cl, 8a-h

5a-h 9a-h
n=29

Esquema 4: Hibridos envolvendo os nucleos tacrina, lofina e derivados do acido

cinamico.

4.3. Parte 111 — Estudo fotofisico

A terceira parte deste trabalho teve como objetivo a caracterizacao fotofisica das

moléculas sintetizadas, visando ndo s6 o estudo de interaces com o solvente, mas

também de interacbes com proteinas, tendo como modelo para interacdo a proteina BSA.

4.4. Objetivos especificos

Para alcancar os objetivos, o trabalho foi dividido nas seguintes etapas:

I Utilizagdo da metodologia de esterificacdo de Fischer para a obtengédo dos
ésteres tianeptinicos.

ii. Utilizacdo da reacdo de acoplamento de Sonogashira para a construcdo do
intermediario aldeido acrilico.

iii. Utilizac&o da reacéo de condensacgéo de Knoevenagel com modificacdo de
Doebner para a construcao do nucleo derivado do acido cinamico.

iv. Emprego da reacdo de Niementowski para construcao dos nucleos 9-cloro-
1,2,3,4-tetraidroacridina e 6,9-dicloro-1,2,3,4-tetraidroacridina.

V. Utilizacdo da metodologia tetracomponente para a sintese dos

intermediarios contendo o nudcleo lofina.
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Vi.
Vii.

viii.

Sintese e caracterizacao das cinamamidas.

Estudo fotofisico dos compostos hibridos com a proteina BSA.

Avaliagdo Dbiolégica com as enzimas acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase.

Aplicacdo da modelagem molecular para avaliar a interacdo dos novos
hibridos com as enzimas acetilcolinesterase e butirilcolinesterase e com a
proteina BSA.
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5. Resultados e discussoes
5.1. Parte | - Esteres tianeptinicos
Durante o periodo de mestrado iniciou-se a investigacdo da preparacdo de ésteres
tianeptinicos e sua interagdo com a proteina BSA. Durante esse periodo foram
sintetizados ésteres contendo cadeias laterais de 4, 6 e 8 carbonos (Esquema 5). Tendo
em vista os resultados de interacdo com a proteina BSA obtidos e os resultados de
interagdo com as enzimas colinesterases dos hibridos tacrina-tianeptina'?, optou-se por
ampliar o estudo, fazendo a sintese da série completa de ésteres com variagdes de 1 a 8
carbonos.

\
N

(@)
\
\S//O \N--\S//O
_—

H OH HN O
1 o ©
2a,n=0 2e,n=4
2b,n=1 2f,n=5
2c,n=2 29,n=6
2d,n=3 2h,n=7

Q
N

Esquema 5: Estrutura dos ésteres tianeptinicos obtidos por esterificacdo de Fischer da
Tianeptina.

Este trabalho deu origem a uma publicacdo no Journal of Brazilian Chemical
Society, envolvendo a sintese dos ésteres e estudos de interacdo com a proteina BSA via

espectroscopia de fluorescéncia e modelagem molecular.t”

5.1.1. Sintese dos ésteres tianeptinicos

A Tianeptina utilizada nesse trabalho foi extraida diretamente dos comprimidos
de Stablon®. A sintese dos esteres 2a-c seguiu o protocolo tradicional da esterificacdo de
Fischer'’, Porém, para alcoois superiores a 4 carbonos (ésteres 2d-h), a temperatura da
reacdo foi mantida fixa em 90°C para evitar a degradacdo da Tianeptina, conforme

mostrado na Tabela 5.
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Tabela 5: Condigdes reacionais e rendimento dos ésteres 2a-h.

\ O o
N—S7

C|

HN M\WOW

o)
Efrtlir Tep. do alcool (°C) = T dareagdo (°C) = Tempo de reagdo = Rendimento

2a (n=0) 65 65 1h 80%

2b (n=1) 78 78 1h 97%

2c (n=2) 97 97 1h 90%

2d (n=3) 118 90 3h 88%

2e (n=4) 138 90 3h 8204

2f (n=5) 157 90 3h 82%

29 (n=6) 176 90 3h 96%

2h (n=7) 195 90 3h 64%

Conforme pode ser observado na tabela acima, a diminuicdo da temperatura e o
aumento do tempo de reacdo ndo diminuiram os rendimentos. Apenas para 0 ester
derivado do é&lcool octilico observou-se um rendimento inferior a 80%. O baixo
rendimento para obtencdo do éster 2h pode estar relacionado a alta temperatura de
ebulicdo do alcool, o que dificultou sua remocdo em alto vacuo. Além disso, a presenca
do alcool pode ter aumentado o coeficiente de solubilidade do éster na dgua durante o
tratamento da reacao.

Apds o término da reacdo o produto bruto foi purificado por cromatografia em
coluna, utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila como eluentes. Os produtos
foram caracterizados por espectroscopia de RMN de !H, 23C, infravermelho e
espectrometria de massas, conforme consta no artigo.'’® A seguir a analise dos espectros
de RMN de tH, 3C e infravermelho do éster 2e, com 5 carbonos na cadeia alquilica lateral

que foi sintetizado durante o periodo do doutorado.
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Figura 27: Espectro de RMN de tH (CDClIs, 400 MHz) do éster tianeptinico 2e.

No espectro de RMN de 'H do éster tianeptinico 2e (Figura 27) podem ser
observados em 0,95 ppm um tripleto (J = 7,4 Hz) referente aos trés hidrogénios H24, em
1,37 — 1,20 ppm um multipleto referente a sobreposicao dos sinais de H15, H16, H23 e
possivelmente o hidrogénio ligado ao &tomo de nitrogénio H12. Em 1,56 — 1,41 ppm ha
um multipleto referente aos hidrogénios H14 e em 1,74 — 1,56 ppm ha o multipleto
referente a sobreposicdo dos sinais de H17, H21 e H22. Em 2,29 ppm hé o tripleto (J =
7,5 Hz) referente aos hidrogénios H18 e em 2,48 ppm hé o tripleto (J = 7,1 Hz) referente
aos hidrogénios H13. Em 3,39 aparece um singleto bastante intenso referente a metila
ligada ao atomo de nitrogénio do sistema triciclico. Em 4,03 ppm ha o tripleto (J = 6,7
Hz) referente aos hidrogénios H20 e em 5,02 ppm ha o singleto do hidrogénio do carbono
quiral H11’. Na regido dos aromaticos, em 7,54 — 7,30 ha a sobreposi¢éo dos sinais dos
hidrogénios do sistema tricilico e em 7,98 ppm ha um dubleto (J = 2,1 Hz) referente ao

acoplamento em meta entre hidrogénio H4’ e H2’.

Ja no espectro de RMN de 8C-APT (Figura 28) na regido alifatica, podem ser
observados com fase oposta aos demais carbonos, os sinais dos carbonos C24, a metila

do sistema triciclico e C11° em 10,38, 38,89 e 66,49 ppm, respectivamente. Os demais
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carbonos metilénicos tanto da tianeptina quanto da cadeia lateral encontram-se atribuidos
conforme mostrado na figura. Na regido aromatica, podem ser observados mais blindados
0s sinais dos carbonos ligados a um atomo de hidrogénio (em ppm, 132,15 - C2’, 131,16
-C17,130,02-C10’,129,32-C8’,128,39-C9’, 128,10 — C4’ ¢ 128,00 — C7’) enquanto
0s carbonos quaternarios aparecem mais desblindados (em ppm, 140,41 — C4’a, 138,76 —
C6’a, 138,55 — C10’a, 136,94 — C11’a, 134,22 — C3’). Por fim, em 174,12 ppm aparece
o sinal referente ao carbono carbonilico C19.

c4'a €102 c3 C10" o

;
. ﬁl-| ‘ \_ i S €16, c21
'y \ 1 \

\ \
| \
\ lc17
€13 c18\
€20 \

cr
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Figura 28: Espectro de RMN de 3C-APT (CDCl3, 101 MHz) do éster tianeptinico 2e.

No espectro de infravermelho do éster 2e (Figura 29) podem ser observadas as
bandas de estiramento da ligacdo N-H em 3341 cm™, em 3061 cm™ a banda de
estiramento da ligagdo C-H de hidrogénios ligados a carbonos sp2, em 2933 2857 cm'™*
as bandas de estiramento da ligacdo C-H de hidrogénios ligados a carbonos sp?, em 1730
cmt a banda de estiramento da carbonila de éster, em 1577 cm™ a banda de deformagdo
angular da ligagdo N-H, em 1350 cm™ a banda de estiramento da ligacdo S-O e em 1153
cm* a banda de estiramento da ligagdo C-O.
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Figura 29: Espectro na regido do infravermelho do éster tianeptinico 2e.

5.1.2. Avaliacéo biolégica

Dada a excelente atividade inibitdria das ChE apresentada pelos hibridos tacrina-
tianeptina'2, buscou-se avaliar se os ésteres tianeptinicos também apresentavam alguma
atividade frente as enzimas. Foram avaliados os ésteres com cadeia lateral de quatro e de
seis carbonos, uma vez que para estes tamanhos de cadeia espacadora foi observado dupla
interacdo enzimatica em trabalhos anteriores do grupo.'>** Contudo, nenhuma das

moléculas avaliadas apresentou atividade inibitoria frente as ChE.

5.1.3. Interacdes intermoleculares dos ésteres com a proteina BSA

A tianeptina interage fortemente com a proteina plasmatica albumina sérica
devido a presencga da funcdo acido carboxilico, o que reflete em um baixo volume de
distribuicéo, isto €, o farmaco encontra-se pouco livre no sangue. Em outras palavras,
quanto maior a por¢do de farmaco ligado as proteinas plasméticas, menos farmaco

livre.8384 Sendo as proteinas albuminas as mais abundantes do plasma, a interagio com
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essas proteinas pode resultar desde mudancas na absorcéo, metabolismo e excrecéo, até
na atenuacdo da poténcia do farmaco. Dessa forma, utilizou-se a BSA como modelo para

estudo da interag&o dos ésteres com a proteina albumina.

Os espectros de fluorescéncia da BSA foram obtidos na presenca de quantidades
maiores (aumento da concentracdo) dos ésteres e também da tianeptina, na faixa de 290-
450 nm, nas temperaturas de 20, 30 e 40°C (293, 303 e 313K, respectivamente) em
tampéo fosfato PBS. O maximo de emisséo de fluorescéncia da BSA em tampdo PBS
ocorre em 346 nm quando excitado em 280 nm (valor obtido do espectro de absor¢éo no
UV). Tanto a tianeptina como os ésteres ndo apresentam fluorescéncia no comprimento
de excitagcdo de 280 nm, de forma que ndo ocorre a excitagdo direta nesse comprimento

de onda.

Conforme mostrado na Figura 30 a fluorescéncia intrinseca da BSA foi utilizada
para monitorar a interacdo da tianeptina e dos ésteres 2a-h. A fluorescéncia da BSA
diminui gradativamente com o aumento da concentracdo da tianeptina e dos ésteres 2a-
h, enquanto o méximo de emissdo e o formato dos picos permanecem inalterados. As
concentracdes variaram entre 0 e 25 yM. Para concentracdes acima de 25 uM, era
observada a precipitacdo dos ésteres, o que se mostrou um desafio, pois a presenca de
solidos em solucdo pode causar espelhamentos na luz e, por consequéncia, erros nas
medidas. A tianeptina, por outro lado, mostrou-se sollvel mesmo em concentraces
superiores a 500 pM. Para poder comparar os modos de interacdo da tianeptina e 0s

ésteres 2a-h com a proteina BSA, fixou-se a concentracdo entre 0 e 25 uM.
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Figura 30: Efeitos da Tianeptina 1 e dos ésteres 2a-h no espectro de fluorescéncia da

BSA a 20°C, Aex=280 nm; [BSA] =5 uM; [1, 2a-h] (uM) =0 (a), 5 (b), 10 (c), 15 (d),
20 (e) e 25 (f), respectivamente. (pH = 7,4 tampé&o PBS).

A fluorescéncia da BSA é atribuida principalmente aos residuos de triptofano,
sendo facilmente suprimida uma vez que o triptofano pode doar facilmente um elétron.”
176 A supresséo de fluorescéncia pode seguir 0 mecanismo estatico, por meio de formagéo
de complexo no estado fundamental, ou 0 mecanismo dinamico, que ocorre por meio de
colisbes com transferéncia de energia.'’"'’® Ambos dependem da temperatura e podem
ser descritos pela equacgdo de Stern-Volmer (vide equacgdo (1) — pagina 42). O aumento
da temperatura resulta em uma maior velocidade de difusdo das moléculas e, portanto,
maiores taxas de colisbes. Por outro lado, 0 aumento da temperatura desestabiliza a
formagéo de complexos, resultando em menores taxas de supressdo via mecanismo

estatico.140

As constantes de Stern-Volmer para trés diferentes temperaturas podem ser
observadas na Tabela 6. Na Figura 31 podem ser observados os graficos de Fo/F X [Q]

para a tianeptina e os ésteres 2a-h. Como pode ser observado, todos apresentaram uma
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relacdo linear a cada temperatura, indicando que apenas um tipo de mecanismo
predomina, seja ele dindmico ou estatico. Para a tianeptina observa-se uma interacéo
consideravel com a BSA o que pode ser constatado a partir dos altos valores de Ksv que
aumentam com a temperatura (7,1x10% L.mol™ a 20°C e 13,1x103 L.mol a 40°C), o que

sugere um mecanismo dindmico de supressao da fluorescéncia da BSA.

Para os ésteres tianeptinicos, a taxa de supressdo de fluorescéncia da BSA a 20°C
aumenta na seguinte ordem: 2a ~ 2h < 2e < 2d ~ 2f < 2g < 2b < 2c. De forma inesperada,
0s ésteres 2a e 2h com o menor e maior tamanho de cadeia lateral, respectivamente,
apresentaram praticamente o mesmo valor de Ksy a 20°C. Por outro lado, a temperaturas
maiores, a intensidade de fluorescéncia da BSA permaneceu quase inalterada na presenca
de quantidades crescentes dos ésteres, principalmente para os ésteres com cadeias laterais
com mais de quatro carbonos. Dessa forma, o calculo das constantes Ksy a 30 e 40°C foi
critico devido as limitagbes experimentais, como variacdes da temperatura da sala do
equipamento, bem como variagOes datemperatura da cubeta de leitura das medidas.
Apesar disso, é possivel observar que para os ésteres a constante Ksy diminui com a
temperatura em oposicdo ao observado para a tianeptina, o que pode indicar um
mecanismo de supressdo estatico da fluorescéncia da BSA para os ésteres 2a-h (Figura
31).
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Figura 31: Graficos de Stern-Volmer da supressdo de fluorescéncia da BSA pela
Tianeptina e pelos ésteres 2a-h. [BSA] =5 uM; [1, 2a-h] (uM) = 0 (a), 5 (b), 10 (c), 15
(d), 20 (e) e 25 (f), respectivamente. (pH = 7,4 tampé&o PBS).

As taxas de supressdo da fluorescéncia da BSA kq nas temperaturas estudadas

foram obtidas a partir da Equacéo (1), utilizando 1o = 10%s.1° Como pode ser observado

na Tabela 6, para a tianeptina a taxa de supressao da fluorescéncia aumenta com a

temperatura, 0 que indica que o mecanismo de supressao da BSA pela tianeptina se dé

por meio de mecanismo dindmico. Por outro lado, os valores de kq para todas as

temperaturas estudadas foram maiores que taxa de difusdo limite para uma biomolécula

(2,0x10%° L.mol*.s1)*0 indicando que 0 mecanismo estatico também contribui para a

supressao de fluorescéncia. Para os ésteres, os valores de kq também foram superiores as

taxas limite de difusdo para uma biomolécula, sugerindo um mecanismo de supresséo de

fluorescéncia da BSA estéatico, o que esta de acordo com os valores de Ksy obtidos.
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Tabela 6: Constantes de Stern-Volmer (Ksv kq), constante de ligacdo (Kb) e nimero de
sitios ligantes (n) para a interagdo entre BSA-tianeptina 1 e para BSA-ésteres 2a-h?

. Ksvx 10% | kgx10M Kpx10*
Molécula | T (°C) R n R
(M%) (Mtst) (M1
20 7.1 7.1 0,997 = 0,79 | 1,01 | 0,992
1 30 12,3 123 0998 229 | 1,05 0,995
40 13,0 130 0981 2187 | 148 0,998
20 7.1 7.1 0,995 588 | 1,19 0,998
2a 30 7.2 7.2 0,997 = 0,74 | 1,00 0,998
40 1,5 1,5 0997 | 036 | 1,08 0,995
20 12,1 121 0995 281 | 1,08 0,998
2b 30 5,2 5,2 0,999 052 | 099 0,999
40 4.4 4.4 0,99 | 014 | 089 0,999
20 13,8 138 0995 537 | 113 0,999
2c 30 3,3 33 0,997 = 025 | 098 0,995
40 4,0 4,0 0982 = 008 | 085 0,993
20 10,0 100 0,998 = 2,63 | 1,09 0,993
2d 30 38 38 0,993 019 | 094 0,992
40 3.4 34 0992 724 | 128 0,989
20 9,1 9,1 0,995 = 398 | 1,13 0,993
2e 30 37 37 0977 = 028 | 076 0,933
40 33 33 0977 = 036 | 1,00 0,995
20 10,0 100 0,992 @ 1318 | 1,24 0,998
2f 30 2.4 2.4 0979 | 012 | 093 0973
40 3,5 35 0,991 = 040 | 1,01 0,989
20 11,8 11,8 0994 158 | 1,03 0,995
29 30 27 27 0,994 034 | 1,01 0,990
40 27 27 0985 002 | 077 0,995
20 7.0 7.0 0994 177 | 1,09 0,997
2h 30 27 27 0,964 = 008 | 089 0981
40 2.8 2.8 0,967 | 204 | 1,17 0,943

a: R é o coeficiente de correlacéo.

Também foram obtidos os espectros de UV dos ésteres, da BSA e do sistema BSA-
éster (Figura 32). Tanto a tianeptina quanto os ésteres absorvem em regides semelhantes

a BSA. O espectro da tianeptina apresenta duas bandas em 276 e 284 nm, sendo que para
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o0s ésteres ndo houveram modificagdes no comprimento de onda nem no formato das
bandas de absorg¢do. O espectro de absorcéo do sistema BSA-éster foi medido com o éster
de dois carbonos 2b, e néo apresentou mudangas no formato ou na posi¢do do pico de
absorcéo quando comparado a BSA sozinha. Isso indica que a interacdo do éster com a

proteina ndo provoca mudancgas no microambiente da BSA.1"®
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Figura 32: Espectro de absor¢do no UV-vis da [BSA] =5 uM em PBS (curva a);
[Tianeptina] =20 uM em PBS/DMSO (curva b); [2b] =20 uM em PBS/DMSO (curva
c); [2h] =20 uM em PBS/DMSO (curva d); e [complexo BSA:2b] = 5:20 uM em
PBS/DMSO (curvae). T =20°C, pH =7,4.

A partir da analise do espectro de absor¢dao no UV-vis, fica claro que a supressdo
da fluorescéncia da BSA pela tianeptina e seus ésteres ndo envolve um mecanismo de
transferéncia de energia. De acordo a teoria de Fdster para a transferéncia de energia
ocorrer entre uma molécula (doador) para outra molécula (aceptor) os espectros de
absorcdo no UV-vis e de emissdo de fluorescéncia de ambas as moléculas precisam
sobrepor-se.'® Conforme pode ser observado na Figura 33 tanto o espectro de absorgéo
da tianeptina como do éster 2b ndo sobrepdem com o espectro de emissdo de
fluorescéncia da BSA, de modo que a transferéncia de energia entre proteina e molécula

nao ocorre.
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Figura 33: Sobreposicao do espectro de emisséo de fluorescéncia (exc = 280 nm) com
0s espectros de absor¢do no UV-vis da [tianeptina] = 20 uM e do éster [2b] =5 puM, em
PBS, pH = 7,4, 25°C .

Também foi possivel obter a constante de ligacdo (K») € 0 nimero de sitios

ligantes (n) a partir dos dados dos espectros de fluorescéncia, utilizando a equacéo (2).24
log ((FOF—_F)) = logK, + nlog[Q] )

Na Figura 34 podem ser observados os graficos do duplo logaritmo e na Tabela 6
0s respectivos valores calculados. O numero de sitio ligantes (n) é igual a 1 em todas as
temperaturas estudadas, indicando apenas um sitio de ligacdo entre a BSA e 0s ésteres
2a-h. Para a tianeptina observou-se que n = 1,48 na temperatura de 40°C, indicando que
um segundo sitio passou a ser ocupado pela molécula na proteina. Quanto a constante de
ligagdo (Kb) pode-se observar que esta foi praticamente independente da temperatura.
Para tianeptina percebe-se a alta afinidade a 40°C, quanto para os ésteres, na mesma
temperatura, observou-se que a ligacdo com a proteina era muito menor. Considerando
as constantes de ligacéo da tianeptina com a HSA na faixa de 8,9x10* — 3,6x10° L.mol ",
percebe-se que tanto a tianeptina quanto os ésteres possuem grande afinidade pela BSA
e as constantes de ligacdo a 20°C aumentam na seguinte ordem: 1 <2g<2h<2d<2b<
2e < 2¢ < 2a < 2f. O éster 2f com seis carbonos na cadeia lateral apresentou a maior

afinidade pela proteina, enquanto a tianeptina tem a menor. Isso indica que o tamanho de
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seis carbonos seja o0 tamanho limite para interacdo com a BSA. Para os ésteres com
cadeias de 7 e 8 carbonos 2g e 2h, respectivamente, percebe-se que a interacdo com a

proteina volta a ser semelhante a da tianeptina.
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Figura 34: Graficos de log((Fo-F)/F) vs log(Q) para tianeptina 1 e para os ésteres 2a-h, a
trés diferentes temperaturas. [BSA] =5 uM; [1, 2a-h] (uM) =0 (a), 5 (b), 10 (c), 15 (d),
20 (e) e 25 (f), respectivamente. (pH = 7,4 tampédo PBS).

5.1.4. Modelagem molecular — BSA

Segundo dados da literatura, a tianeptina interage com a HSA nos sitios ligantes
do subdominio 11A.*8 De acordo com a classificacdo de Sudlow*®?18 compostos que se
ligam a este subdominio contém tipicamente uma carga periférica negativa. A tianeptina
é zwitterion, com dois valores de pKa, 4,4 (4cido) e 6,8 (basico).'® Desse modo, em
tampédo PBS a tianeptina encontra-se na sua forma anibnica. Ja os ésteres apresentam
apenas uma constante de dissocia¢do, uma vez que o grupo acido carboxilico ndo existe
mais. Essa diferenca pode indicar que os ésteres estejam acomodados em um sitio
diferente da tianeptina. Essa investigacdo foi realizada com auxilio de estudos de
modelagem molecular, realizados em parceria com o Prof. Dr. Paulo Augusto Netz.
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Os calculos de modelagem molecular foram realizados utilizando o software
AutoDockVina, conforme descrito na parte experimental. A partir dos céalculos foi
possivel identificar a localizagdo dos ligantes e mapear o padrdo de interagdes. Na Figura
35 podem ser observadas a sobreposicdo das posicdes com maior afinidade (poses com
o0s valores mais negativos) para cada éster e também para a Tianeptina, na vizinhanca de

cada residuo de triptofano.

A vizinhanga do Trp134 corresponde a regido IB e a vizinhanga do Trp213 a
regido 1A, seguindo a classificacdo de Sudlow.'® De acordo com os resultados de
modelagem molecular, os valores obtidos para a regido IIA foram mais negativos,
indicando maior afinidade na proximidade do Trp213 do que em Trp134. Esses resultados
foram semelhantes aos encontrados na literatura para a interacdo com a BSA da molécula
de estazolam®®3 e ramipril*®?, que s&o outros farmacos que também interagem fortemente
com a BSA. Esses resultados, além de apontarem para a interacdo mais favoravel com a
regido 1A, ajudam a explicar o nimero de sitios ligantes igual a 1 e também suportam a
hipGtese do mecanismo estatico de supressdo da fluorescéncia da BSA, dada a

estabilidade do complexo formado.

Ligante Score

(k)/mol)

1 -6,9

2a -6,9

2b -79

2c -8,0

2d -7,2 Seare

2e -7,9 (kJ/mol)

2f 71 -8,6

2g -8,0 -9,0

2h -7,8 -8,5
-8,3
-8,4
-8,5
-8,4
-8,4
-8,7

Figura 35: Melhores posi¢Oes obtidas a partir da modelagem molecular para a tianeptina
1 e para os ésteres 2a-h. Sitio IB na esquerda e 1A na direita.

Na Figura 36 podem ser observados detalhadamente a interagao do éster 2f (cadeia
lateral de seis carbonos) com a BSA. O éster interage com o Trp213 por meio de
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interacdes de van der Waals e realiza ligacdo de hidrogénio com o residuo de His241. O
padréo de interacBes encontrado é consistente com a alta afinidade de ligagéo obtido com
os célculos de modelagem molecular, além de corroborar para a hipétese do mecanismo

estatico de supressdo de fluorescéncia da proteina.

Ligacaode H
com His241

Figura 36: Residuos de amino &cidos ao redor do éster 2f no sitio 1A da BSA.

5.1.5. Conclusdes parciais

A sintese de ésteres do farmaco tianeptina utilizando a metodologia de Fisher
mostrou-se eficiente e com bons rendimentos (64-96 %). Por se tratar de uma molécula
com alto valor agregado, as modificagOes estruturais realizadas na tianeptina com altos
rendimentos podem ser Uteis no desenvolvimento de pro-farmacos ou até mesmo no caso
de novos hibridos envolvendo o nucleo. Além disso, a expansdo da série de moléculas
contendo variagfes de um atomo de carbono, permitiu melhores avaliacGes da relacédo
estrutura e atividade frente a BSA. Os resultados experimentais mostraram que a
tianeptina suprime a intensidade de fluorescéncia da BSA mais eficientemente que 0s
ésteres. O aumento da Ksv com o aumento da temperatura indica um mecanismo de
supressdo dinamico para a tianeptina, enquanto para os ésteres o mecanismo estatico foi
observado. Os resultados de modelagem molecular corroboram para a hipdtese do

mecanismo estatico.
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6. Consideracoes Finais

A quimica medicinal ainda é pautada na ld6gica “uma molécula, um alvo”.
Milhares de moléculas sdo sintetizadas todos os anos, porém a grande maioria acaba
sendo descartada nos estagios iniciais de pesquisa por ndo serem consideradas eficientes
frente aos alvos para os quais foram construidas ou pela toxicidade. No caso da DA nao
tem sido diferente. Centenas de trabalhos podem ser encontrados na literatura propondo
novas moléculas como potenciais candidatos para o tratamento da DA, porém sem chegar
aos estagios clinicos. Mesmo no caso dos hibridos multialvo, nenhuma molécula hibrida
chegou aos estéagios clinicos com humanos até o0 momento.

Porém, a DA ¢é uma doenca multifatorial, de modo que as demais hipoteses nao
podem ser descartadas. A hipotese colinérgica ainda é uma das mais estudadas e busca a
atenuacdo dos sintomas da doenca pela inibicdo das enzimas colinesterases. Neste
trabalho foram estudados uma série de nucleos com importancia bioldgica como a
Tianeptina, tacrina, lofina e cindmico para a construgdo de moléculas hibridas. Todas as
38 moléculas sintetizadas nesse trabalho tiveram como alvo as enzimas colinesterases,
porém apenas 17 apresentaram inibicao das enzimas AChE e BUChE.

Os resultados mais promissores obtidos nesse trabalho envolvem a série de
hibridos tacrina-cinamamida (7a-h e 8a-h) e tacrina-alcdxi-cinamamida (44), que
apresentaram inibicdo das enzimas colinesterases na escala de nanomolar. A alta
atividade dos hibridos pode estar relacionada ao fato de que a tacrina se ancora no fundo
do CAS da enzima AChE, engquanto a porg¢éo cinamico interage com o PAS, segundo 0s
estudos de modelagem molecular. Além disso, os hibridos 6-cloro-tacrina-cinamamida
8e e 8f com cadeias espacadoras de seis e sete carbonos, respectivamente, apresentaram
baixa toxicidade frente a trés tipos celulares distintos, o que torna 0os compostos
promissores como lideres. Isto é, compostos que ainda podem ser funcionalizados tanto
na porcao cindmico, quanto no nucleo tacrina, a fim de promover aumento da atividade e
melhora de propriedades farmacodinamicas e farmacocinéticas. Quanto ao carater
multifatorial dos hibridos, mais ensaios precisam ser realizados, como capacidade
antioxidante, anti f-amiloide, anti MAO, entre outros.

Conhecer as propriedades fotofisicas de uma molécula permite que diversas outras
aplicacdes possam ser buscadas. Os estudos de interacdo com a proteina BSA via
espectroscopia de fluorescéncia ainda sdo uma maneira rapida e barata de obter

informacdes sobre a interacdo entre pequenas moléculas e proteinas e constituem uma

62



etapa importante no conhecimento de novos compostos com potencial aplicagdo
biologica. Mesmo nédo tendo sido ativos frente as enzimas colinesterases, os ésteres
tianeptinicos e os hibridos lofina-cinamamida representam moléculas com possiveis
propriedades farmacoldgicas relevantes. A espectroscopia de fluorescéncia evidenciou a
ocorréncia da interacdo, enquanto os estudos de modelagem molecular permitiram
identificar qual o sitio preferencial de ligagdo com a proteina BSA. Esses compostos,
além de compor a biblioteca de estruturas do grupo, podem posteriormente apresentar
atividade frente a outros alvos.

Os hibridos tacrina-alcoxi-cinamamida e lofina-alcoxi-cinamamida também
tiveram suas propriedades fotofisicas estudadas neste trabalho. O hibrido 44 apresentou
inibicdo das enzimas AChE e BUChE, de modo que se estima que os demais hibridos da
série também apresentem interacdo com as enzimas. A interacdo enzimatica aliada as
propriedades de emissdo de fluorescéncia dos compostos, pode indicar para o
desenvolvimento de um biomarcador para as enzimas ChE. Desse modo, fica uma
perspectiva para seguimento do trabalho.

Por fim, é preciso ressaltar que a elaboracdo dessa Tese foi fruto de um trabalho
multidisciplinar, contendo tanto aspectos quimicos, como bioquimicos e computacionais.
Essa integracdo de conhecimentos de diferentes areas é que tem permitido o
desenvolvimento de trabalhos mais amplos e que, portanto, demandam uma formagéo
mais completa e abrangente do pesquisador. Além disso, estimula a troca entre diferentes
grupos de pesquisa. Ainda, este trabalho foi realizado inteiramente com financiamento
publico, sendo imprescindivel que os resultados aqui apresentados sirvam em beneficio
da melhora da salde de todos e que contribuam para o avanco da Ciéncia daqui para

frente.
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7. Parte experimental
7.1. Parte experimental — |
A tianeptina utilizada nesse trabalho foi extraida diretamente dos comprimidos de
Stablon®. Os comprimidos foram triturados e dissolvidos em tetrahidrofurano (THF) e
mantidos sob agitacéo e aquecimento (50°C) durante 30 minutos. A solucéo foi filtrada
em funil de Buchner e concentrada no rotaevaporador. O produto bruto resultante foi
purificado por cromatografia em coluna, utilizando silica gel 60A (70 — 230 mesh) como
fase estacionaria e uma mistura de CHCIl3:MeOH:NH4OH (97:2,5:0,5 — pH = 11) como
eluente. Apo6s a purificagdo a tianeptina foi caracterizada por infravermelho e RMN de

1H e 13C, e a atribuicdo dos sinais foi feita de acordo com a literatura.

A BSA (livre de acidos graxos) foi comprada da INLAB Brazil e seu peso
molecular foi considerado como 66 200 Da, para fim de célculo das concentracBes
molares. As solucdes de farmaco-proteina foram preparadas pela mistura da Tianeptina e
seus ésteres e a BSA em tampdo PBS. A fim de evitar a precipitacdo dos compostos
organicos, as moléculas estudadas foram previamente dissolvidas em DMSO. A
concentracdo de BSA foi mantida fixa em 5 uM, enquanto a concentracdo da tianeptina
e seus ésteres foram variados de 0 a 25 pM. Os espectros de supressdo de fluorescéncia
foram obtidos nas temperaturas de 20, 30 e 40°C. Todas as medidas foram realizadas em

triplicata, com solucdes recém preparadas.

Os espectros de infravermelho foram obtidos no equipamento Varian 640-IR em
discos de KBr. Os espectros de RMN de *H e 13C foram feitos em solugéo de CDClz em
um espectrébmetro Varian VNMRS 300 MHz. Os deslocamentos quimicos () sdo dados
em partes por milhdo (ppm) a partir do sinal do tetrametilsilano (6 = 0,00 ppm) como
padr&o interno para o RMN de *H ou a partir do sinal do solvente, CDCls (6 = 77,23 ppm)
para o RMN de 3C. As multiplicidades sdo dadas como s (singleto), d (dubleto), dd (duplo
dubleto), t (tripleto), m (multipleto) ou sl (singleto largo); as constantes de acoplamento
(J) sdo dadas em Hz. Os dados de Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo com
lonizagéo Eletrospray (High Resolution Mass Spectrometry with Eletrospray lonization
- HRMS-ESI), em modo positivo, foram obtidos em um equipamento UHPLC-QTOF/MS
Bruker Impact Il. Os espectros de absorc¢do na regido do UV-visivel foram obtidos em
um Espectrofotobmetro Shimadzu UV-2450PC. Os espectros de supressdo de

fluorescéncia foram obtidos em Espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301PC.
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7.2. Parte experimental - |1

Os espectros no infravermelho (IV) foram obtidos em um espectrometro (FTIR)
Shimadzu Prestige-21 utilizando a técnica de DRIFTS sob pastilha de ZnSe. As analises
de ponto de fusdo foram realizadas em microscopio optico modelo Olympus BX 41
acoplado a uma placa de aquecimento Mettler Toledo FP-90 F 982 T, utilizando-se uma
taxa de aquecimento de 10 °C.mint. Os espectros de RMN de H e 13C foram obtidos em
uma solucdo em solvente deuterado apropriado em um espectrometro Bruker Avance 400
MHz. Os deslocamentos quimicos () sao dados em partes por milhdo (ppm) a partir do
sinal do tetrametilsilano (6 = 0,00 ppm) como padréo interno para o RMN de 'H ou a
partir do sinal do solvente, CDClI3 (0 = 77,23 ppm) para 0 RMN de 3C, DMSO-ds (39,51
ppm) para o RMN de *C; as multiplicidades sdo dadas como s (singleto), d (dubleto), dd
(duplo dubleto), ddd (dubleto de dubleto de dubleto), t (tripleto), m (multipleto) ou sl
(singleto largo); as constantes de acoplamento (J) sdo dadas em Hz. Os dados de
Espectrometria de Massas de Alta Resolugdo com lonizagdo Eletrospray (High
Resolution Mass Spectrometry with Eletrospray lonization - HRMS-ESI), em modo
positivo, foram obtidos em um equipamento UHPLC-QTOF/MS Bruker Impact Il. As
purificacbes por cromatografia em coluna foram realizadas empregando como fase
estacionaria silica gel 60A (70 — 230 mesh). As analises de cromatografia em camada
delgada foram realizadas em placas de aluminio com camada de 0,2 mm de silica gel 60F-
254 (Macherey-Nagel). Os reagentes foram obtidos da Sigma Aldrich, Acros Organics e
TCI. A nomenclatura dos compostos foi escrita baseando-se no programa ChemDraw
Ultra 14.0 (ChemBioOffice 2014), considerada a traducédo do inglés.

7.3. Procedimentos sintéticos
7.3.1. Sintese dos ésteres tianeptinicos (2a-c)

Em um baldo foi adicionado a tianeptina (100 mg, 0,22 mmol) e uma barra
magnética. Entdo foram adicionados 2 mL do alcool e 0,05 mL de acido sulfirico
concentrado. A mistura foi deixada sob refluxo durante 1 hora, e ap0s resfriada a
temperatura ambiente e o alcool foi removido sob vacuo. O éleo obtido foi diluido em
acetato de etila (5 mL), lavado com Na.COs 10 % (5 mL), extraido com agua (3 x 5 mL)
e seco com NaxSOs. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna
utilizando uma mistura de hexano e acetato de etila como eluentes para resultar em um

6leo amarelado.
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7.3.2. Ester metilico da Tianeptina (2a)

Metil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzol[c,f][1,2] tiazepin-
11il)amino)heptanoato

Rendimento: 80 % (6leo amarelado). A (MeOH): 210 nm. 1V (KBr) vmad/cm™: 3340,
3064, 2932, 2856, 1736, 1587, 1471, 1335, 1150, 581. RMN H (400 MHz, CDCls) ¢:
1,23-1,35 (m, 4H); 1,41-1,52 (m, 2H); 1,55-1,64 (m, 2H); 1,75 (sl, NH); 2,28 (t, J = 7,4
Hz, 2H); 2,45 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 3,37 (s, 3H); 3,65 (s, 3H); 5,00 (s, 1H); 7,28-7,32 (m,
1H); 7,33-7,41 (m, 3H); 7,41-7,49 (m, 2H); 7,96 (d, J = 1,7 Hz, 1H). RMN 13C (100 MHz,
CDCls) o: 174,1; 140,2; 138,5; 138,4; 136,8; 134,2; 132,2; 131,2; 130,0; 129,3; 128,4;
128,1; 127,9; 66,1; 51,4; 48,0; 38,6; 33,9; 29,8; 28,9; 26,9; 24,8. HRMS (ESI) m/z,
calculado: C22H27CIN204S [M]*: 451,1458, encontrado: 451,1459.

7.3.3. Ester etilico da Tianeptina (2b)

0
\-8=0

<:|

HN\/\/\/\”/O\/
o)
Etil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-11-
ilJamino)heptanoato
Rendimento: 97 % (6leo amarelado). A (MeOH): 210 nm. IV (KBr) vmax/cm™: 3343, 3066,
2930, 2854, 1731, 1583, 1475, 1335, 1150, 589. RMN *H (400 MHz, CDClIs) o: 1,24 (t,
J=7,2Hz,3H); 1,27 - 1,34 (m, 4H); 1,43 — 1,53 (m, 2H); 1,55 — 1,63 (m, 2H); 2,03 (sl,
NH); 2,26 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 2,45 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 3,36 (s, 3H), 4,11 (g, J = 7,2 Hz,
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2H); 5,00 (s, 1H); 7,28 — 7,32 (m, 1H); 7,33 - 7,40 (m, 3H); 7,42 — 7,49 (m, 2H); 7,95 (d,
J=2,0Hz, 1H). RMN 13C (100 MHz, CDCls) ¢: 173,4; 140,3; 138,7; 138,4; 136,8; 134,1;
132,1; 131,1; 130,0; 129,3; 128,3; 128,1; 127,9; 66,1, 60,1; 48,0; 38,6; 34,2; 29,8; 28,9;
26,8; 24,7; 14,2. HRMS (ESI) m/z, calculado Cz3H29CIN204S [M]": 465,1614,
encontrado: 465,1604.

7.3.4. Ester propilico da Tianeptina (2c)

\ Q

N-5=0

CI

HN\/A\/f\V/\er\/»\\
0
Propil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-11-

il)amino)heptanoato

Rendimento: 90 % (6leo amarelado). A (MeOH): 210 nm. IV (KBr) vmax/cm™: 3347, 3066,
2930, 2854, 1731, 1583, 1467, 1335, 1154, 584. RMN *H (400 MHz, CDCls) 4: 0,93 (t,
J=7,4Hz, 3H); 1,25 (sl, NH); 1,27 — 1,35 (m, 4H); 1,43 — 1,53 (m, 2H); 1,55 — 1,69 (m,
4H); 2,27 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 2,45 (t, J = 7,2 Hz, 2H); 3,37 (s, 3H); 4,01 (t, J = 6,8 Hz,
2H); 5,00 (s, 1H); 7,27 — 7,32 (m, 1H); 7,33 - 7,41 (m, 3H); 7,42 — 7,49 (m, 2H); 7,96 (d,
J=2,0Hz, 1H). RMN 23C (100 MHz, CDCls) 6: 173,7; 140,3; 138,7; 138,5; 136,9; 134,2;
132,1; 131,1; 130,0; 129,2; 128,3; 128,0; 127,9; 66,1, 65,8; 48,0; 38,6; 34,2; 29,8; 28,9;
26,8; 24,8; 21,9; 10,3. HRMS (ESI) m/z, calculado C24H31CIN20S [M]*: 479,1771,
encontrado: 479,176.

7.3.5. Sintese dos ésteres tianeptinicos (2d-h)

Em um baldo foi adicionado a tianeptina (100 mg, 0,22 mmol) e uma barra
magnética. Entdo foram adicionados 2 mL do alcool e 0,05 mL de acido sulfirico
concentrado. A mistura foi aquecida a 90°C durante 3 horas, ap0s resfriada a temperatura
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ambiente e o alcool foi removido sob vacuo. O dleo obtido foi diluido em acetato de etila
(5 mL), lavado com Na;CO3 10 % (5 mL), extraido com agua (3 x 5 mL) e seco com
Na>S0s. O produto bruto foi purificado por cromatografia em coluna utilizando uma

mistura de hexano e acetato de etila como eluentes para resultar em um 6leo amarelado.

7.3.6. Ester butilico da tianeptina (2d)

(0]
\N_“S¢O

CI

HN\/\/\/\H/O\/\/
o)
Butil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzol[c,f][1,2]tiazepin-11-
il)Jamino)heptanoato

Rendimento: 88 % (6leo amarelado). 2 (MeOH): 210 nm. IV (KBr) vmax/cm™: 3343, 3067,
2930, 2854, 1727, 1583, 1467, 1334, 1154, 585. RMN *H (400 MHz, CDClIs) ¢: 0,93 (t,
J=73Hz, 3H); 1,24 — 1,32 (m, 4H); 1,32 — 1,42 (m, 2H); 1,43 — 1,52 (m, 2H); 1,55 —
1,64 (m, 4H); 1,97 (sl, NH); 2,26 (t, J = 7,3 Hz, 2H); 2,46 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 3,37 (s,
3H); 4,06 (t, J = 6,6 Hz, 2H); 5,00 (s, 1H); 7,27 — 7,32 (m, 1H); 7,33 - 7,41 (m, 3H); 7,42
— 7,48 (m, 2H); 7,96 (d, J = 2,0 Hz, 1H). RMN 3C (100 MHz, CDCls) ¢: 173,8; 140,3;
138,7; 138,5; 136,9; 134,2; 132,1; 131,1; 130,0; 129,3; 128,4; 128,1; 127,9; 66,1; 64,1;
48,0; 38,6; 34,2; 30,6; 29,8; 28,9; 26,9; 24,8; 19,1; 13,4. HRMS (ESI) m/z, calculado
C25H33CIN204S [M]*: 493,1928, encontrado: 463,1929.

7.3.7. Ester pentilico da tianeptina (2€)
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Pentil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzo[c,f][1,2]tiiazepin-11-

il)amino)heptanoato

Rendimento: 82 % (6leo amarelado). & (MeOH): 210 nm. IV (KBr) vmax/cm™: 3343, 3066,
2934, 2858, 1731, 1579, 1467, 1334, 1154, 585. RMN *H (400 MHz, CDCIs) ¢: 0,90 (t,
J=7,1Hz, 3H); 1,24 — 1,38 (m, 8H); 1,42 — 1,52 (m, 2H); 1,55 — 1,65 (m, 4H); 1,82 (s,
NH); 2,27 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 2,46 (t, J = 7,2 Hz, 2H); 3,37 (s, 3H); 4,05 (t, J = 6,8 Hz,
2H); 5,00 (s, 1H); 7,27 — 7,32 (m, 1H); 7,33 — 7,41 (m, 3H); 7,42 — 7,48 (m, 2H); 7,9 (d,
J=2,0Hz, 1H). RMN 13C (100 MHz, CDCl3) ¢: 173,8; 140,2; 138,7; 138,4; 136,8; 134,2;
132,1; 131,1; 130,0; 129,3; 128,3; 128,1; 127,9; 66,1; 64,4; 48,0; 38,6; 34,2; 29,8; 28,9;
28,3; 28,0; 26,9; 24,8; 22,3; 13,4. HRMS (ESI) calculado C2H3sCIN204S [M]™:
507,2084, encontrado: 507,2084.

7.3.8. Ester hexilico da tianeptina (2f)

0
N-§=0

CI

HN\/\/\/\H/O\/\/\/
0
Hexil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-11-

il)Jamino)heptanoato

Rendimento: 82 % (6leo amarelado). A (MeOH): 210nm. IV (KBr) vmax/cm™: 3339, 3067,
2930, 2858, 1731, 1583, 1467, 1331, 1158, 585. RMN *H (400 MHz, CDCIs) ¢: 0,88 (t,
J=6,9 Hz, 3H); 1,23 — 1,38 (m, 10H); 1,43 — 1,52 (m, 2H); 1,55 — 1,65 (m, 4H); 2,00 (sl,
NH); 2,27 (t, J = 7,4 Hz, 2H); 2,46 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 3,37 (s, 3H); 4,05 (t, J = 6,7 Hz,
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2H); 5,00 (s, 1H); 7,27 — 7,32 (m, 1H); 7,33 — 7,41 (m, 3H); 7,42 — 7,49 (m, 2H); 7,9 (d,
J=2,0Hz, 1H). RMN 13C (100 MHz, CDCls) ¢: 173,7; 140,3; 138,6; 138,5; 136,8; 134,1;
132,1; 131,1; 130,0; 129,2; 128,3; 128,0; 127,9; 66,0; 64,3; 48,0; 38,6; 34,2; 31,3; 29,8;
28,9; 28,5; 26,8; 25,5; 24,8; 22,4; 13,9. HRMS (ESI) m/z, calculado C27H37CIN204S [M]™:
521,2241, encontrado: 521,2238.

7.3.9. Ester heptilico da tianeptina (2g)

Heptil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzolc,f][1,2]tiazepin-11-

il)amino)heptanoato

Rendimento: 96 % (6leo amarelado). A (MeOH): 210 nm. IV (KBr) vmax/cm™: 3335, 3066,
2930, 2854, 1731, 1579, 1467, 1331, 1154, 589. RMN *H (400 MHz, CDCIs) ¢: 0,88 (t,
J=6,9 Hz, 3H); 1,22 — 1,37 (m, 12H); 1,43 — 1,52 (m, 2H); 1,54 — 1,65 (m, 4H); 1,88 (sl,
NH); 2,27 (t, J = 7,6 Hz, 2H); 2,46 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 3,37 (s, 3H); 4,04 (t, J = 6,8 Hz,
2H); 5,00 (s, 1H); 7,27 — 7,32 (m, 1H); 7,33 - 7,41 (m, 3H); 7,42 — 7,49 (m, 2H); 7,96 (d,
J=2,0 Hz, 1H). RMN 13C (100 MHz, CDCls) ¢: 173,7; 140,3; 138,7; 138,5; 136,9; 134,1;
132,1; 131,1; 129,9; 129,2; 128,3; 128,0; 127,9; 66,0; 64,3; 48,0; 38,6; 34,2; 31,6; 29,8;
28,9; 28,8; 28,6; 26,8; 258; 24,8; 22,5; 14,0. HRMS (ESI), m/z, calculado
C28H39CIN204S [M]*: 535,2397, encontrado: 535,2386.

7.3.10. Ester octilico da tianeptina (2h)

70



Octil 7-((3-cloro-6-metil-5,5-dioxido-6,11-di-idrodibenzo[c,f][1,2]tiazepin-11-
il)Jamino)heptanoato (2h)

Rendimento: 64 % (6leo amarelado). . (MeOH): 210 nm. IV (KBr) vmax/cm™: 3339, 3062,
2926, 2854, 1731, 1583, 1463, 1334, 1155, 585. RMN *H (400 MHz, CDCIs) ¢: 0,88 (t,
J=6,9Hz, 3H); 1,21 - 1,37 (m, 16H); 1,42 — 1,52 (m, 2H); 1,54 — 1,64 (m, 4H); 2,24 (sl,
NH); 2,27 (t, J = 7,5 Hz, 2H); 2,46 (t, J = 7,1 Hz, 2H); 3,37 (s, 3H); 4,04 (q, J = 6,7 Hz,
2H); 5,00 (s, 1H); 7,27 — 7,32 (m, 1H); 7,33 — 7,41 (m, 3H); 7,42 — 7,48 (m, 2H); 7,96 (d,
J=2,0Hz, 1H). RMN 23C (100 MHz, CDClzs) 6: 173,8; 140,3; 138,6; 138,5; 136,8; 134,2;
132,1; 131,1; 130,0; 129,3; 128,3; 128,0; 127,9; 66,1; 64,4; 48,0; 38,6; 34,2; 31,7; 29,8;
29,1; 29,1; 28,9; 28,6; 26,9; 25,6; 24,8; 22,6; 14,0. HRMS (ESI), m/z, calculado
C28H39CIN204S [H]*: 549,2554, encontrado: 549,2539.
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8. Apéndices
APENDICE A — Espectros de RMN dos Compostos Sintetizados
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