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RESUMO

A histamina é um mediador quimico que exerce suas agdes atraves da ativagao
de 4 diferentes receptores acoplados a proteina G (H1, Hz2, Hs e H4). O receptor
Hs (HsR) é encontrado predominantemente no sistema nervoso central (SNC),
podendo ter fungdo como auto-receptor, modulando a liberagao de histamina nos
neurénios histaminérgicos e fungdo como hetero-receptor, modulando a
liberacdo de outros neurotransmissores. Atualmente, o uUnico farmaco com
atividade seletiva sobre HsR aprovado para uso terapéutico € o pitolisanto, e
devido a sua acao antagonista sobre este receptor, € utilizado para o tratamento
da narcolepsia. Entretanto, devido a sua fungao neuroldgica o HsR tem diversos
potenciais como alvo terapéutico para o tratamento de diversas desordens do
SNC, como as doencgas de Alzheimer e de Parkinson, esquizofrenia e outras. O
receptor H4 (H4R) é o mais recente a ser descoberto, e & encontrado
principalmente em células do sistema imunoldgico, e assim farmacos com acao
antagonista sobre este receptor podem ser potenciais tratamentos para doencgas
inflamatdrias, como a asma, doenca inflamatdria intestinal e outras doencas
inflamatdrias crénicas. Diante dos potenciais terapéuticos do H3R e do H4R como
alvos farmacologicos e do baixo numero de farmacos com acdo sobre estes
receptores, fica evidente o interesse na busca por novos ligantes. Nosso grupo
vem trabalhando no desenvolvimento de ligantes desses receptores, com
resultados promissores com a série LINS01, com alguns compostos que tiveram
afinidade em nanomolar e eficacia em modelos de memoria e asma. O objetivo
do presente trabalho foi avaliar a influéncia de modificagbes nas regides
aromatica e basica desses compostos na afinidade pelo H3R e H4R. Assim, foram
planejados compostos contendo os grupos 2,3-diidrobenzofurano, benzofurano,
benzofuranil-amida, benziluréia e anilina na regido aromatica, e piperazinas,
homopiperazinas e etilenodiaminas na regido basica, considerando
caracteristicas farmacoféricas para a interagcdo com os alvos. Os compostos
foram obtidos utilizando metodologias classicas, com rendimentos obtidos de 8-
91%, e caracterizados utilizando técnicas espectroscopicas adequadas. Alguns
compostos tiveram sua afinidade por H3sR e H4R determinada em ensaios de
binding competitivo com [*H]-histamina e atividade funcional avaliada por
ensaios de ativacido da proteina Gai. O composto M1A1 pode ser destacado,
demonstrando alta afinidade por H4R (pKi 7,1) com seletividade sobre H3R (pKi
< 5,0), e atividade agonista parcial. J& os compostos B1A1, D2A6 e R1A1 néo
tiveram afinidade apreciavel por nenhum dos receptores. Concluiu-se que, no
geral, as modificagdes realizadas prejudicaram a afinidade dos compostos pelos
receptores, embora muitos compostos ainda precisem ser avaliados
futuramente.

Palavras-chaves: histamina; H3R; H4R; modificagdes; novos ligantes



ABSTRACT

Histamine is a chemical mediator that acts through 4 different G-protein-coupled
receptors (H1, Hz, Hs e H4). The Hs receptor (H3R) is predominantly found in the
central nervous system (CNS), and it has function as auto-receptor, modulating
the liberation of histamine on histaminergic neurons and as hetero-receptor,
modulating the liberation of other neurotransmitters. Nowadays, the pitolisant is
the only drug with activity for HsR that was approve for therapeutic use, due its
antagonist activity, it is used to narcolepsy treatment. However, due its neurologic
function, the HsR has several potentials as therapeutic target for CNS disorders,
such as Alzheimer and Parkinson disease, schizophrenia and others. The Has
receptor was discover recently and it is mainly found on cells of immune system,
thus drugs with antagonistic action on this receptor can be potential treatments
for inflammatory diastases, such as asthma, inflammatory bowel diseases and
other chronic inflammatory diseases. In light of the therapeutic potentials of HaR
and H4R as pharmacological targets and the low number of available drugs with
action in these receptors, it is evident the interest on search of new ligands. Our
group is working on designing of these ligands, with promising result of the
LINSO1 series, some compounds of this series showed nanomolar affinity and
efficacy on asthma and memory animal models. The main aim of this work was
evaluate the influence of modifications on the aromatic and basic regions on the
affinity for HsR and H4R. Thus, it was designed compounds containing the groups
2,3-hydroxybenzofurans, benzofurans, benzofuranyl amide, benzylurea and
aniline in the lipophilic arbitrary region and piperazines, homopiperazines and
ethylenediame groups on basic region, considering the pharmacophoric
characteristics for interactions with the target. The compounds have been
obtained using classic methodologies with 8-91% yield, the characterization is
performed using adequate spectroscopic techniques. Some compounds had their
affinity determined by competitive binding with [*H]-histamine and functional
activity evaluated by activation of Gai protein assay. The compounds M1A1 can
be highlighted, demonstrating high affinity for H4R (pKi 7,1) with selective activity
on HsR, and as partial agonist. The compounds B1A1, D2A6 and R1A1 did not
have appreciable affinity by none of receptors. At this time, it is possible to
conclude that the modifications decreased the affinities of the compounds for the
receptors, although several compounds need to be evaluated in the future.

Keywords: histamine; H3R; H4R; modifications; novel ligands
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1. INTRODUGAO

A histamina é uma amina biogénica presente em todo organismo e €&
produzida a partir do aminoacido L-histidina. Este mediador quimico € sintetizado
e armazenado em granulos, principalmente nos mastocitos e basofilos (PANULA
et al.,, 2015). A histamina também pode ser encontrada no sistema nervoso
central (SNC), em uma regido do cérebro denominada nucleo tuberomamilar
(NTM), que se projeta para todo o cérebro (THAKKAR, 2011; KRYSTAL;
RICHELSON; ROTH, 2013; TABAREAN, 2016). Por estar presente em todo
corpo, foi muito explorada e descobriu-se diversos efeitos exercidos por ela,
dentre eles o processo de inflamacao, reagdes alérgicas, controle do sono, fome,
processos cognitivos e liberagdo de outros neurotransmissores (PASSANI;
BLANDINA, 2011).

Os efeitos da histamina sao exercidos através de 4 receptores, nomeados
receptor H1 a Hs (H1R, H2R, H3R e H4R). Todos os receptores histaminérgicos
pertencem a superfamilia dos receptores acoplados a proteina G (GPCR)
(KRYSTAL; RICHELSON; ROTH, 2013). Apesar de todos serem ativados pelo
mesmo neurotransmissor, cada um deles desencadeia sinalizacbes
intracelulares e processos fisioldgicos diferentes. O H1R é muito conhecido e
estudado como alvo, e sua ativagdo gera os sintomas da reacdo de
hipersensibilidade do tipo 1 (alergias) (SCHNEIDER; SEIFERT, 2016). A
ativagao de H2R pela histamina estimula a secre¢ao do acido gastrico, por isso
estudo deste receptor é voltado para o tratamento de ulceras gastricas oriundas
da liberacdo exacerbada de acido gastrico (BRUNTON et al.,, 2010;
SCHNEIDER; SEIFERT, 2016).

O HsR é encontrado primordialmente no SNC e através dele, a histamina
€ capaz de regular sua propria liberagdo assim como de outros
neurotransmissores. Este receptor € explorado como potencial alvo para o
tratamento de desordens do SNC, tal como as doencas de Alzheimer, Parkinson,
esquizofrenia, TDAH (transtorno do déficit de atengdo e hiperatividade),
desordens do sono e obesidade (regulagéo da fome)(JONCZYK; MALAWSKA;
BAJDA, 2017a; GHAMARI et al., 2019; JONCZYK et al., 2019).

O H4R é encontrado, principalmente, em células do sistema imunoldgico,

como eosindfilos e mastdcitos. Por ser encontrado em células hematopoiéticas,
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acredita-se que o H4R, quando estimulado pela histamina, pode modular os
processos inflamatérios. Aparentemente, este receptor esta relacionado com o
estimulo da liberagcdo de citocinas pro-inflamatorias, por isso pode ser
considerado um promissor alvo terapéutico de doencas como dermatite atopica,
asma, rinite alérgica e doencas inflamatdrias intestinais (JEMIMA; PREMA;
THANGAM, 2014; OHSAWA; HIRASAWA, 2014; DEITEREN et al.,, 2015;
LABEEUW et al., 2016).

Apesar de todos serem receptores de histamina, eles n&o séo idénticos
entre si. Os H3R e H4R apresentam a maior homologia total entre os receptores
histaminérgicos (35-48%), enquanto que com H1R ou H2R é baixa (~19%)
(CORREA; FERNANDES, 2018). Além disso, considerando apenas os dominios
transmembrana (TM), HsR e H4R apresentam homologia ainda maior (54%)
(DEESCH et al., 2005). Essa informagao sugere a possibilidade de ligantes
apresentarem boa afinidade por ambos os receptores, possibilitando uma
abordagem multialvo. Os farmacos multialvo tem a capacidade de ativar ou inibir
diferentes vias simultaneamente. Pensando nisso, compostos com a capacidade
de inibicdo em H3R e H4R podem ser moléculas promissoras para tratar doencas
neurodegenerativas como a doenca de Alzheimer (TSENG et al., 2020). Uma
vez que antagonistas de HsR podem melhorar a memédria em modelo de
deméncia induzida em ratos (JONCZYK et al., 2019) e sendo a neuroinflamac&o
parte da patogenia desta doenga (ZOTOVA et al., 2013), o antagonismo em H4R

pode auxiliar no tratamento.

Recentemente, o pitolisanto foi o primeiro antagonista de HsR a ser
aprovado para a terapia da narcolepsia (THORPY; BOGAN, 2020), entretanto,
ainda ha espago para a busca de novos compostos ligantes de H3R. Nosso grupo
vem desenvolvendo compostos 1-(2,3-diidrobenzo-2-furanil)metilpiperazinicos
(série LINS01) como antagonistas de H3sR com resultados interessantes. Com
base nos dados de atividade obtidos com esta série, foi possivel verificar a
influéncia de alguns substituintes sobre a afinidade por HsR (CORREA et al.,

2019) e assim dar continuidade para a pesquisa realizada por nosso grupo.

Ja para H4R, ainda nado existe nenhum farmaco disponivel no mercado,
aumentando o interesse cientifico na busca por compostos que antagonizem

este receptor. Entre as classes quimicas estudadas para antagonistas deste
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receptor estdo as indolcarboxamidas (por exemplo, o JNJ-7777120),
considerada a classe mais exploradas como ligantes de HsR (CORREA;
FERNANDES, 2015), e séao protétipos que inspiraram a série sintetizada neste
trabalho. Com base nos compostos descritos na literatura e nos potenciais
terapéuticos destes receptores, este trabalho teve como objetivo sintetizar e
avaliar a afinidade de novos analogos da série LINSO1, para investigar a
influéncia de algumas caracteristicas estruturais sobre a afinidade por HiR e
H4R. Utilizando estes conjuntos de informagdes, sera possivel compilar mais
informagdes sobre as relagdes estrutura-atividade (REA) de ligantes de HsR e
H4R, e futuramente planejar compostos mais seletivos e potentes, ou ainda com

atividade dual nos dois receptores para uma abordagem multialvo.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Fisiologia da transmissao histaminérgica

A 2-(4-imidazolil) etilamina, conhecida como histamina (I, Figura 1), € uma
das aminas biogénicas mais amplamente estudada. Esta molécula foi
descoberta por Windaus e Vogt em 1907, porém, seus efeitos bioldgicos foram
caracterizados somente em 1910 por Henry Dale e Patrick Laidlaw (MAHDY;
WEBSTER, 2017). Em 1932, foi observado que este mediador quimico estava
ligado as reacgbes anafilaticas e respiratérias, quando infundidas em animais e
assim iniciou-se o interesse em investigar tais reagcées e como de fato esta
molécula funcionava (CRIADO et al., 2010; CORREA, 2015) A histamina é
biossintetizada a partir do aminoacido L-histidina (ll, Figura 1), através da acao
da enzima L-histidina descarboxilase (L-HD) (Figura 1). Esta amina biogénica
pode ser encontrada em diferentes localizagbes do organismo, tal como nos
mastoécitos, basdfilos, na mucosa gastrica e no SNC (BROWN; STEVENS;
HAAS, 2001; MAHDY; WEBSTER, 2017).

NH2 NH2
XN L-HD
e dhd LIV i

\=N > \=N

0% > OH

L-histidina (Il histamina (1)

Figura 1: Sintese da histamina a partir da L-histidina. L-HD — /-histidina

descarboxilase.

Por ser vastamente distribuida pelo corpo, a histamina € capaz de agir em
diversos érgéos, como por exemplo intestino, coragao, utero, pulmdes e cérebro
(CORREA, 2015). No cérebro, este neurotransmissor é sintetizado no NTM,
localizado no hipotalamo posterior. Nesta regido os neurdnios histaminérgicos
se estende por diversas areas do cérebro, onde realizam a modulacéo de outros
neurotransmissores que estdo ligados a via de sinalizagdo histaminérgica
(BROWN; STEVENS; HAAS, 2001).

Nos humanos a metabolizagdo da histamina (Figura 2) ocorre

rapidamente e por diferentes enzimas. Através da acao da enzima histamina N-
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metiltransferase (HNMT) a histamina é biotransformada em tele-metil-histamina
(I, Figura 2), a partir da insergao do grupo metila no N'do anel imidazélico. Em
seguida a tele-metil-histamina é metabolizada pela MAO (monoamina
oxidadase) que resulta no metabdlito acido tele-metil-imidazolacético (IV, Figura
2). Porém, alternativamente, no intestino a enzima DAO (diamina oxidase)
biotransforma a histamina, oriunda da alimentagao, em acido imidazolacético (V,
Figura 2), evitando a absor¢cdo de histamina de fontes exégenas (MAHDY;
WEBSTER, 2017).

NH; NH,
NS HNMT
__HNMT - —N

\_NH \_NH
histamina (1) tele-metil-histamina (Ill)
DAO MAO
o) o)
/
N o ~N o
\_NH OH \_NH OH
acido imidazolacético (V) acido tele-metil-imidazolacético (IV)

Figura 2: Diferentes vias do metabolismo da histamina. HMNT — histamina N-

metil transferase, DAO — diamina oxidase, MAO — monoamina oxidase.

Estruturalmente a histamina € representada por um anel imidazolico
ligado a uma amina primaria por dois grupos metilenos. Apesar de sua férmula
estrutural simples, a histamina exerce diversas fungdes pelo organismo humano.
A histamina tem, em sua estrutura, dois nitrogénios basicos protonaveis, um dos
nitrogénios imidazolico e a amina primaria da cadeia alifatica. A histamina pode
ser encontrada na forma monovalente (mais predominante ~96%) e divalente
(~3%). Entretanto, a forma divalente ndo € considerada biologicamente
relevante, ja que apenas em condi¢gdes muito acidas o NH imidazdlico protonara
(LEMKE et al., 2013).

A histamina exerce sua funcgdo fisiolégica através da ativagado de 4

diferentes GPCRs, que tem localizagdo em diferentes células e tecidos e
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realizam a sinalizag&o intracelular através de diferentes tipos de proteina G
(PANULA et al.,, 2015). Apesar de serem estruturalmente semelhantes, a
afinidade da histamina é bastante diferente em cada um deles. A afinidade da
histamina pelos H1R e Hz2R é relativamente baixa (pKi 4,2 e 4,3, respectivamente)
e semelhante, mas mais alta pelos HsR e H4R, (pKi 7,8 e 8,1, respectivamente)
(DEITEREN et al., 2015).

O H1R foi o primeiro receptor descoberto e sua clonagem foi realizada em
1991. Este receptor é encontrado em todo organismo, desde o SNC até os
musculos, incluindo o cardiaco e o musculo liso vascular. Além disso, o H1R pode
ser encontrado na medula da adrenal, nas células epiteliais, endoteliais e células
do sistema imune, como os neutroéfilos, mondcitos, linfocitos T e linfécitos B
(CORREA, 2015; PANULA et al., 2015; MAHDY; WEBSTER, 2017). Este
receptor ja foi extremamente estudado, devido ao seu uso terapéutico como alvo
para atenuacdo das reacbes de hipersensibilidade do tipo | (alergias) e
inflamacdes. Os farmacos denominados como anti-histaminicos classicos, ou
antialérgicos, sdo agonistas inversos do H1R e auxiliam no controle dos sintomas
das alergias (SHIMAMURA et al., 2011).

As reacbes anafilaticas sdo um tipo de reacao alérgica que sdo mediadas
pela imunoglobulina E (IgE). Brevemente, quando o organismo humano entra em
um primeiro contato com um alérgeno (antigeno), ocorre a produgdo deste
anticorpo, que se liga a superficie dos mastocitos através do receptor Fce. Em
um segundo contato com o antigeno, os mastocitos ja sensibilizados pelo
anticorpo séo ativados, levando a sua degranulagao e consequente liberacéo de
histamina (DA SILVA; JAMUR; OLIVER, 2014). Apos sua liberagéo, a histamina
ira desencadear sintomas através da ativacido de seus receptores. Nessas
respostas, o efeito global é associado a ativacdo do H1R, causando prurido,

edema e eritema na pele e/ou mucosas (THANGAM et al., 2018).

O H1R esta acoplado a proteina Gagi11 € quando ativado este estimula a
atividade da fosfolipase C (PLC). Este estimulo leva a ativagao de outros fatores
de transcrigao como do inositol trifosfato (IP3) que resultara no aumento dos ions
Ca?* no interior da célula. Ao mesmo tempo, a producao do diacilglicerol também
€ aumentada, ativando a proteina quinase C (PKC), completando a cascata de
sinalizagao celular (BRANCO et al., 2018; THANGAM et al., 2018). Além disso,
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a ativacdo deste receptor leva a quimiotaxia pela secrecdo de citocinas e

aumento da permeacéo vascular (BRANCO et al., 2018).

Historicamente, o primeiro antagonista do H1R foi descoberto por Fourneau
e Bouvet em 1933 e foi denominado como piperoxano (VI, Figura 3). Esta
molécula foi descoberta a partir da sua agao antiespasmaodica nos brénquios de
ratos, que foram induzidos pela histamina (FERNANDES, 2012; LEMKE et al.,
2013; CORREA, 2015). Em 1939, Staub prosseguiu sua pesquisa baseado no
piperoxano e deu origem a fenbezamina (VII, Figura 3), o primeiro anti-
histaminico utilizado clinicamente (FERNANDES, 2012; CORREA, 2015). Em
seguida, a mepiramina (VIII, Figura 3) e a difenidramina (IX, Figura 3) surgiram
e os estudo em cima desse receptor cresceram, fazendo com que os anti-
histaminicos ocupem o segundo lugar entre os medicamentos mais utilizados
(MAHDY; WEBSTER, 2017).

LY (5“ oL .

iperoxano (VI
PP VD fenbezamina (VII) mepiramina (VIIl)

difenidramina (IX)

Figura 3: Estrutura do piperoxano, fenbezamina, mepiramina e difenidramina.

Clinicamente, este receptor esta associado com o tratamento de alergias,
como rinite alérgica e reagdes inflamatodrias. Atualmente existem uma grande
gama de antialérgicos na terapéutica. Dependendo do perfil de efeitos
indesejaveis que causam, estes farmacos sao classificados em duas geragdes
(LEMKE et al., 2013; MAHDY; WEBSTER, 2017).



Os anti-histaminicos de primeira geragao apresentam como principal efeito
indesejavel os efeitos no sistema nervoso central, levando a sedagao e orexia,
entre outros derivados do bloqueio do HiR e de outros receptores homodlogos
(KAWAUCHI et al., 2019). Entre os farmacos de primeira geracdo, diversas
classes estruturais sdo encontradas, sendo as principais as etilenodiaminas,
etanolaminas, alquil-aminas, piperazinas, fenotiazinas e dibenzocicloeptanos
(FERNANDES, 2012). As etilenodiaminas foram a primeira classe quimica a ser
desenvolvida, representada pelos farmacos fenbenzamina, tripelanamina e a
metapirileno, que apresentam marcados efeitos sedativos, comuns nesta classe.
Em seguida, as etanolaminas foram geradas com a descoberta da difenidramina,
que foi amplamente utilizada. Apesar de seu efeito anti-histaminico significativo,
apresenta consideraveis efeitos anticolinérgicos, oriundos da sua semelhanga
estrutural com antagonistas colinérgicos. Apesar dos esfor¢os em diminuir os
efeitos anticolinérgicos nas classes restantes citadas, todas continuaram
apresentando efeitos sedativos significativos (LEMKE et al., 2013). Além disso,
outros representantes de primeira geragdo apresentam efeitos colaterais
diversos. A prometazina, além de se ligar ao H1R também ¢é capaz de
antagonizar o receptor a-adrenérgico. No mesmo sentido, a ciproeptadina tem
atividade anti-serotoninérgica. (MAHDY; WEBSTER, 2017).

Os anti-histaminicos de primeira geragado compartilham, em sua maioria, o
esqueleto estrutural (Figura 4), constituido por um atomo X (oxigénio, nitrogénio
ou carbono), ligado a dois grupos aromaticos. Ligado também ao atomo X,
encontra-se uma amina terminal que, geralmente, encontra-se ligada a grupos
metila, porém pode também fazer parte de um ciclo (FERNANDES, 2012;
CORREA, 2015). E possivel observar essas caracteristicas nas estruturas da
difenidramina (IX), doxilamina (X), tripelamina (XI), carbinoxamina (XII) na Figura
4.
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Figura 4: Estruturas representativas dos anti-histaminicos de primeira geragéao.

Por outro lado, na tentativa de descobrir farmacos que ndo possuissem
os efeitos depressores do SNC, foram desenvolvidos os antialérgicos de
segunda geracao. Esses farmacos passam em menor quantidade pela barreira
hematoencefalica (BHE), diminuindo os efeitos de sedagéo e a capacidade de
se ligar aos receptores muscarinicos. Para que nao exergam efeitos relevantes
no SNC, esses farmacos possuem maior seletividade pelo H1R (evitando efeitos
muscarinicos e outros relacionados a promiscuidade), tendem a ser mais
hidrofilicos e, principalmente, sdo substratos de efluxo pela glicoproteina-P
(FERNANDES, 2012; LEMKE et al., 2013; CORREA, 2015). Exemplos de
representantes desta geracao estdo apresentados na Figura 5, a fexofenadina
(XIII), desloratadina (XIV) e a carbinoxamina (XV).
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Figura 5: Alguns farmacos da segunda geracao de anti-H1R.

Os farmacos descritos foram, por muito tempo, categorizados como
antagonistas do receptor H1R. Atualmente estes farmacos sao classificados
como agonistas inversos deste receptor. Isto ocorre pelo fato que o H1iR
apresenta atividade constitutiva, onde ha atividade basal sem a necessidade da
presenca de um agonista. Mediante a este fato, alguns farmacos ligantes de
GPCRs, antes chamados de antagonistas, foram reclassificados como agonistas
inversos, pois sdo capazes de diminuir a atividade do receptor inferior a sua
atividade basal (LEURS; CHURCH; TAGLIALATELA, 2002).

O H2R foi descoberto em 1972 devido a sua relagédo com o estimulo da
liberacdo da secregdo gastrica (PANULA et al., 2015). Este receptor €&
encontrado em células epiteliais, endoteliais, neutrdéfilos, basoéfilos e eosindfilos.
O H2R parece estar relacionado com efeitos de hipotensdo, devido sua acao
vasodilatadora, ja que é encontrado na musculatura dos vasos. E mais
importante, esta envolvido com a estimulacédo da producéo do acido cloridrico,
pela sua presenga, e estimulo pela histamina, na mucosa gastrica.
(FERNANDES, 2012; CORREA, 2015; PANULA et al., 2015; COOKE;
GIOVANNITTI, 2017). Este efeito iniciou diversos estudo para tratar variadas

doencas gastricas, como ulceras pépticas e dispepsia.
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Diferentemente do H1R, o H2R esta acoplado a proteina Gs, que possui
funcao estimulante da adenilil ciclase. Ao ser estimulado pela histamina, o H2R
realiza a sinalizacdo celular, através da ativacdo da adenilil ciclase e
consequentemente aumento de AMP.¢ (3°5 -adenosina-monofosfato-ciclico). A
partir dessa sinalizagdo, a histamina produz efeitos no tecido alvo (WERNER;
NEUMANN; SEIFERT, 2014; BRANCO et al., 2018; DiIAZ NEBREDA et al.,
2019).

Os agonistas de H2R n&o s&o utilizados terapeuticamente (PANULA et al.,
2015). Em contrapartida, ligantes que antagonizam os efeitos da histamina neste
receptor foram extremamente explorados. Os primeiros avangos na descoberta
desses ligantes se deram pelo desenvolvimento da burimamida (Figura 6).
Inicialmente, descobriu-se um analogo da histamina denominado N°-guanil-
histamina (XVI, Figura 6), um agonista parcial que em altas doses € capaz de
antagonizar a liberagao da secregao gastrica, via ligagdo com Hz2R. A partir das
investigacdes sobre este composto, estudos indicaram que a os grupos guanidila
e imidazol agiam juntos para agado antagonista. Em seguida, almejando
distanciar-se 0 maximo possivel do ligante agonista enddgeno, foi realizado
modificagdes a fim de aumentar o tamanho da cadeia alifatica. Em outras
palavras, o aumento desta cadeia possibilitou aumento da agdo antagonista,
apesar de manter o efeito agonista parcial. Logo foram descobertos a
burimamida (XVII, Figura 6), a metiamida que contribuiram para a posterior
descoberta da cimetidina (XVIII, Figura 6) (BRIMBLECOMBE et al., 1978).

H H H H H H H H
N N N \\\

N
Ne@-guanil-histamina (XVI) burimamida (XVII) cimetidina (XVIII)

Figura 6: Desenvolvimento da cimetidina.

Assim como no H1R, os ligantes de H2R sao erroneamente chamados de
antagonistas. Atualmente, estes compostos s&o considerados agonistas
inversos, ja que diminuem a atividade do receptor, além da atividade basal
(GRANJA-GALEANO et al., 2017). Apds a cimetidina, outros farmacos similares
foram desenvolvidos, como a ranitidina e a famotidina (XIX e XX,

respectivamente, Figura 7). Apesar de apresentarem farmacocinética
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semelhante, suas estruturam apresentam diferengas consideraveis.
Diferentemente da cimetidina, a ranitidina e a famotidina ndo apresentam anel
imidazdlico, assim evitam possiveis interacées que este faz com enzimas do
citocromo Paso (CYP4s0) (ZHENGYIN YAN; GARY W. CALDWELL, 2001).
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Figura 7: estrutura da famotidina e da ranitidina.

Claramente, observa-se que os H1R e H2R s&o os principais receptores
utilizados e explorados como alvos terapéuticos para alergia e alteragdes
relacionadas a secregao gastrica, respectivamente. Entretanto os HsR e H4R,
ainda nao possuem seu potencial terapéutico disponivel (exceto pelo pitolisanto,

discutido adiante), e por isso serdo mais explorados neste trabalho.

2.2. Receptor Hs

O HsR, diferentemente dos outros receptores histaminérgicos, €
encontrado predominantemente no SNC. Apesar disso, este receptor ja foi
observado em quantidades diminutas em outras regides do organismo,
aparentemente relacionado com a percepcao de dor (KHANFAR et al., 2016;
JONCZYK; MALAWSKA; BAJDA, 2017a). O receptor H3R é acoplado a proteina
Girn (inibitoria), diferentemente dos H1R e H2R. Ao ser estimulado pela histamina,
a subunidade Ga inibe a adenilil ciclase, reduzindo a produgdo de AMPc. Além
disso, o complexo das subunidades Gpy, desempenham papel importante,
estimulando a fosfolipase C, responsavel pela formagao do inositol trifosfato (1P3)
(GBAHOU; ROULEAU; ARRANG, 2012). O efeito final consiste no bloqueio dos
canais de Ca?*, reduzindo a liberagdo de histamina. Assim, fica claro seu papel
de auto-receptor no neurdnio pré-sinaptico histaminérgico (JONCZYK;
MALAWSKA; BAJDA, 2017a).
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Além de ser um auto-receptor o HzR também possui atividade como
hetero-receptor, quando expresso em outros neurdnios além do histaminérgico.
Desta forma, este receptor é capaz de regular a liberagdo de outros
neurotransmissores, como por exemplo, a acetilcolina, dopamina e serotonina
(SCHLICKER; KATHMANN, 2016). A partir disso, o HsR pode ser um alvo
terapéutico promissor em doengas que desregulem estes neurotransmissores no
SNC, como por exemplo, a doenga de Alzheimer (DA), esquizofrenia, doenga de
Parkinson (DP) e transtorno do déficit de atencéo e hiperatividade (TDAH), entre
outras (ZLOMUZICA et al., 2016). Segundo Ghamari et al. (2019), o sistema
histaminérgico, principalmente através da modulacdo do HsR, pode ser
considerado uma forma promissora para o tratamento paliativo de dessas
doencas. Além disso, ja existem relatos da presenga do H3sR em neurénios pés-

sinapticos, especialmente no corpo estriado (NIETO-ALAMILLA et al., 2016).

Apesar da estrutura do HsR ser semelhante a outros GPCRs, algumas
diferengas ja foram identificadas neste receptor. A maioria dos membros da
familia dos GPCRs de classe A possui uma sequéncia de aminoacidos
conservados localizado no TM3 (dominio transmembrana 3). Esta sequéncia &
denominada como DRY (aspartato-arginina-tirosina) e € comum em GPCRs de
mamiferos (ROMPLER et al., 2006). Além disso, esta sequéncia é responsavel
pela atividade constitutiva nessa classe de receptores. A conformacao inativa é
estabilizada através da interacédo da arginina do DRY e um aspartato/glutamato
localizado na TM6. Ja na conformacgao ativa espontanea, a interagcao anterior é
desfeita e a arginina (do DRY) sofre rotacao, realizando a interagdo com uma
tirosina localizada no TMS, estabilizando a forma ativa (VALENTIN-HANSEN et
al., 2012). Curiosamente, o H3R possui a sequéncia DRF (aspartato-arginina-
fenilalanina), diferentemente das outras GPCRs. Entretanto, ndo foi observada
relacao direta entre essa diferenga na sequéncia DRF e a atividade constitutiva
deste receptor (NIETO-ALAMILLA et al., 2016).
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2.3.Receptor Hs

O H4R foi o mais recente receptor histaminérgico descoberto. Sua
descrigdo se deu através da clonagem genética do H3sR no comego do século
XXI (PANULA et al., 2015). Inicialmente, o H4R foi classificado como um subtipo
do HsR, porém isso foi descartado apds a realizagdo de testes com ligantes
seletivos para HsR que demonstraram afinidade diferente por H4R (CORREA;
FERNANDES, 2015). Este receptor se encontra majoritariamente nas células do
sistema imune, como mondécitos, baséfilos, eosindfilos e linfocitos T. Além disso,
participa da resposta inflamatdria, principalmente na quimiotaxia de células como
os eosinodfilos e outras células do sistema imune. Atualmente, ja existem relatos
de sua presencga no SNC, em que sua estimulagédo pode estar envolvida com a
neuroinflamacéo em algumas doengas do SNC, como DP e DA, ja que possuem
uma componente neuroinflamatéria (ZAMPELI; TILIGADA, 2009; BASSANI;
VITAL; RAUH, 2015; CORREA; FERNANDES, 2015; PANULA et al., 2015;
UDDIN et al., 2020).

Assim como o Hs3R, o H4R esta acoplado a uma proteina do tipo Gio, €
portanto leva a mesma sinalizagao intracelular (DEESCH et al., 2005; SEIFERT
et al., 2011; CORREA; FERNANDES, 2015) e devido a sua expressdo nas
células do sistema imune esta relacionado a quimiotaxia a partir da sinalizagao
pelo calcio. Isto foi observado em experimentos utilizando o inibidor da
fosfolipase C U73122, levando a supressao do efeito quimiotatico da ativagao do
H4R quando os mastécitos sdo expostos ao inibidor (DEESCH et al., 2005). O
H4R € um potencial alvo para o tratamento de diversas doengas imunoldgicas ou
inflamatadrias. Entre elas estdo asma, doencgas inflamatdrias intestinais (doenga
de Crohn e colite ulcerativa), artrite, dermatite atdpica e outras doencas
inflamatadrias cronicas. Algumas destas condicbes podem gerar sintomas como
prurido e dor, além de em alguns casos, levarem ao cancer (CORREA;
FERNANDES, 2015).

O H4R apresenta um residuo altamente conservado em GPCR de aminas
biogénicas, o aspartato 3.32, com o qual o grupo amino protonado da histamina
pode interagir, além do residuo de glutamato 5.46 que aparentemente interage

como o anel imidazdlico. Estas interacdes parecem estar relacionadas com a
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atividade agonista sobre este receptor, e sdo conservados também no HsR
(PANULA et al., 2015). Além desses aminoacidos, a fenilalanina 169 presente
no EL2 parece estar relacionada como o sitio de ligagao, pois como sugerido por
estudos mutagénicos a troca desse aminodacido afeta a afinidade de ligantes de
H4R (LIM et al., 2008). Os HsR e H4R apresentam a maior homologia entre os
receptores histaminérgicos (31%) além disso, quando considerado apenas os
dominios transmembranicos a homologia pode chegar até 54%. Apesar da alta
homologia e mesma sinalizag&o celular dependente de proteina G entre HisR e
H4R, alguns antagonistas de HsR podem n&o apresentar afinidade significativa
por H4R, o que sugere a possibilidade de interagcdes seletivas. Por exemplo, uma
das diferengcas no H4R é a asparagina 4.57, representada por uma tirosina no
HsR. Ao substituir mutagenicamente a asparagina 4.57 por tirosina no H4R,
observa-se diminui¢do da ativacao do receptor. Entretanto, ainda € necessario
dados estruturais obtidos por cristalografia ou por outras técnicas para prover

maiores detalhes sobre este receptor (SHIN et al., 2002).

2.4.Ligantes de H3R

Atualmente, é reconhecido que o H3sR é expresso significativamente em
regides corticais € no hipocampo do SNC. Por isso, acredita-se que este receptor
tem participacdo em diversas fungdes controladas por estas areas, como
memoria, cognicdo, ansiedade, dor e fome. Diante disso, a busca por
antagonistas de HsR tem se tornado interessante para auxiliar no tratamento de
doengcas que acometem estas regides e os efeitos ocasionados por elas
(LAZEWSKA; KIEC-KONONOWICZ, 2018).

Os primeiros ligantes do HsR sintetizados tinham o anel imidazdlico em
sua estrutura. Entre eles destaca-se a tioperamida (XXI, Figura 8), um derivado
da R-a-metil-histamina (XXII, Figura 8), que possui agdo agonista inversa sobre
o HsR. Entretanto, os compostos imidazdlicos possuem desvantagens
significativas, como baixa penetragdo no SNC e especialmente sua capacidade
de inibir enzimas do CYP450 (BERLIN; BOYCE; DE LERA RUIZ, 2011;
t AZEWSKA; KIEC-KONONOWICZ, 2018). Outros compostos como ciproxifano

e o clobempropite (XXIII e XXIV, respectivamente, Figura 8) sdao também
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imidazdlicos e tem boa afinidade por HsR (pKi = 7,2 e 8,6, respectivamente)
(SANDER; KOTTKE; STARK, 2008). Por essas desvantagens, estas moléculas
se tornaram menos interessantes e s&o usadas apenas como protoétipos para

novas moléculas e padrdes farmacoldgicos.
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Figura 8: Estrutura da R-a-metil-histamina e outros ligantes imidazdlicos do HsR.

Roxo: regiao lipofilica arbitraria; Verde: espacante; Amarelo: grupo basico.

Em um dos primeiros relatos contendo moléculas antagonistas de HsR, foi
sintetizada uma série de 35 compostos inspirados na tioperamida. Na série
observou-se que a substituicdo do anel imidazodlico por pirrolidina n&o levou a
uma diminui¢ao substancial da afinidade pelo H3R, o que mostra que o imidazol
nao & essencial. Além disso, foi reportado o primeiro antagonista potente
denominado UCL1972 (XXV, Figura 9) (Ki = 39 nM), que fomentou a busca por
novos compostos ndo imidazolicos (GANELLIN et al., 1998). Em seguida foi
publicado um estudo da influéncia da substituicdo do anel imidazdlico em
compostos ja conhecidos. Os autores concluiram que em alguns compostos
como ciproxifano e a tioperamida, a substituigdo do imidazol por piperidina

levava a redugao da afinidade pelo receptor (MEIER et al., 2001).
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Figura 9: Ligantes de HsR ndo-imidazdlicos. Roxo: regido lipofilica arbitraria;

Verde: espagante; Amarelo: grupo basico.

Com o aparecimento de diversos outros ligantes do HsR, foi possivel
propor um farmacoéforo generalizado para ligantes deste receptor (Figura 10).
Esse modelo farmacoférico consiste em uma regido basica, ligados através de
um espagante com uma fungéo orgéanica polar a uma regido lipofilica, geralmente
aromatica. A regido basica é essencial para a afinidade pelo receptor, ja que a
retirada da amina protonavel desta regido acarreta em perda da afinidade.
Modificagdes na regido aromatica afetam a afinidade e as caracteristicas
farmacocinéticas das moléculas resultantes (WINGEN; STARK, 2013).
Aparentemente, os receptores HsR e H4R conservam aminoacidos aspartato
3.32 e glutamato 5.46 no sitio ortostérico de ligagao, sendo que a regiao basica,
possivelmente, interage com ao menos um deles. Entretanto, o aminoacido
glutamato ndo é conservado em HiR e H2R, e isto pode explicar a maior
afinidade da histamina por HsR e H4R em comparag¢do com H1R e H2R (UVEGES
et al., 2002). Atualmente, considera-se que o nitrogénio protonavel da regiao
basica de ligantes de HsR pode ligar tanto no aspartato 3.32 (SCHLEGEL et al.,
2007), quanto no glutamato 5.46 (JONCZYK; MALAWSKA; BAJDA, 2017a).
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Figura 10: Possivel modelo farmacoférico dos ligantes de HsR.

A regido lipofilica & bastante variavel, mas geralmente é constituida por
anéis benzénicos, poliaromaticos ou bioisosteros, sendo comumente substituido
com halogénios, alguns grupos polares como cetonas, grupos volumosos ou
ainda com um segundo grupamento de caracteristica basica. E proposto que
esses grupos interajam com um sitio hidrofébico nos dominios TM5, 6 e 7. Por
fim, espacantes flexiveis sdo importantes para possibilitar a interagao correta ou
acomodacdo ao sitio de ligagdo dessas duas regides farmacoféricas, e
geralmente apresentam um grupo éter ou outro aceptor de ligagao de hidrogénio
(WINGEN; STARK, 2013; JONCZYK; MALAWSKA; BAJDA, 2017b).

Diversos trabalhos tém sido publicados explorando a REA de ligantes do
receptor Hs3R. Em um desses trabalhos, novos compostos contendo o grupo
naftiloxi foram sintetizados e avaliados quanto a afinidade por HsR. Neste
trabalho, o composto XXVI (Figura 9) apresentou a melhor afinidade (Ki = 21,9
nM), sendo selecionado para ensaios in vivo em modelo de amnésia induzida
por escopolamina em camundongos, pelo qual apresentou efeito positivo sobre
a memoéria (LAZEWSKA et al., 2018).

Uma série de 2,5- e 2,6-tetraidronaftiridinas também foram avaliadas por
Letavic et al. (2007). Neste trabalho, os compostos XXVII e XXVIII (Figura 9)
tiveram as melhores afinidades por HsR (Ki = 2 nM e 13 nM, respectivamente).
O composto XXVIII foi selecionado para estudos in vivo, em ratos, demonstrando
que a série sintetizada tem capacidade de atravessar a BHE, levando a uma
concentragéo cerebral significativa apds 6 horas de administragdo (LETAVIC et
al., 2007).

Gao et al. (2015) publicaram um trabalho buscando novos ligantes de HsR
baseado na estratégia de scaffold hopping. Neste trabalho foram sintetizados 10
compostos bis-pirrolidinicos, que tiveram sua afinidade testada em HsR de
macaco (mHs3R), rato (fHsR) e camundongo (cH3R). Os compostos XXIX e XXX
(Figura 9) demonstraram as melhores afinidades, sendo Ki 3,0, 9,8 e 19,6 nM
para o composto XXIX e Ki 2,5, 8,3 e 10,8 nM para o composto XXX em mH3sR,
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MsR e cH3R, respectivamente. Além disso, esses compostos tiveram baixa
afinidade pelos canais de potassio do tipo hERG (human ether-a-go-go related

gene), sugerindo baixo potencial cardiotdxico desses compostos.

Labeeuw et al. (2011) também relataram novas cicloexilaminas avaliadas
como ligantes do HsR. Dentre as moléculas sintetizadas, o BP1.3432 (XXXI,
Figura 11) foi a mais promissora. Esse composto apresentou afinidade em escala
nanomolar por hHsR (Ki = 0,41 nM), e apesar de n&o ter a maior afinidade da
série, este composto ndo apresentou afinidade significativa pelos canais hERG.
Adicionalmente, o composto XXXI foi avaliado in vivo para avaliar sua
capacidade de aumentar a concentragao de histamina no SNC de camundongos.
Como resultado foi observado aumento significativo na liberagdo de histamina
neuronal, como sugerido pela quantificacdo de seu principal metabdlito, a N-
metil-histamina. O composto XXXI aparenta ser o mais potente da série em

aumentar a histamina no SNC, com resultados comparaveis aos obtidos com

ciproxifano.
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Figura 11: Outros ligantes de HsR. Roxo: regido lipofilica arbitraria; Verde:

espacgante; Amarelo: grupo basico.

A preparacdo de uma série de 4-hidroxipiperidinas e outra de 3-
(metilamino)propandis como ligantes de HsR foi reportada por Olszewska, et al.
(2018). Nestas séries, o composto mais promissor foi o ADS-003 (XXXII, Figura
11), uma 4-hidroxipiperidina que apresentou pKi 7,9 em rH3R e pKi 6,6 em hH3R,
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valores proximos aos obtidos com tioperamida e com a propria histamina. Outro
trabalho publicado pelo mesmo grupo foi explorado a afinidade por HsR de uma
série das 2-tiazol-4-n-propilpiperazinas 5-substituidas. O composto ADS-531
(XXXIII, Figura 11) mostrou afinidade superior em receptores humanos do que
no de ratos (pKi H3R 7,5 e pKi hH3R 8,5), superando a afinidade da tioperamida
(pKi hH3R 7,2) e a histamina (pKi hH3R 7,7). Apesar de ter afinidade relevante,
o ADS-531 néo foi capaz de alterar a concentragdo de histamina no SNC de
ratos, e por isso possivelmente ndo afetou o comportamento alimentar dos
animais (GURYN et al., 2018).

O composto JNJ-5207852 (XXXIV) também possui afinidade relevante por
HsR na literatura (pKi = 9,24), entretanto ja foi comprovado que sua
administracdo em camundongos causa fosfolipidose devido a sua caracteristica
anfifilica e a presenga de duas aminas basicas (bibasico) (BONAVENTURE et
al., 2007). Apesar disso, este composto tem sido usado como inspiragao para
outros trabalhos. Wingen et al. (2014) sintetizaram uma série de
benzilpiperidinas, inspirando-se no JNJ-5207852 como um de seus prototipos.
Em seu trabalho, os compostos ST-1703 (XXXV) e ST-1032 (XXXVI)
apresentaram pertinente afinidade por H3R (pKi = 8,60 e 9,32 respectivamente)
(Figura 11). Além disso, os novos derivados apresentam basicidade e
lipofilicidade menores que o protétipo, podendo levar a menores chances de

fosfolipidose.

Seguindo estrutura geral de ligantes do HsR, a série de compostos do
nosso trabalho tem como uma de suas inspiracbes o composto ABT-239
(XXXVII, Figura 12). Esta molécula foi reportada por Cowart et al. (2004) e sua
afinidade pelo HsR humano é muito relevante (Ki = 0,45 nM). O farmacoéforo
proposto para ligantes de H3R possuem é facilimente identificado no ABT-239. A
regido aromatica é constituida de um nucleo benzofurénico, separado por um
espacgante etileno do grupo basico representado por uma 2R-metilpirrolidina. O
ABT-239 tem boa biodisponibilidade quando administrado via oral além de boa
penetracédo no SNC (ESBENSHADE et al., 2005). Ademais, este composto foi
efetivo nos testes em modelos de AD e esquizofrenia (FOX et al., 2005).

Entretanto, o ABT-239 possui consideravel afinidade pelos canais relacionados
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ao hERG, e devido aos potenciais efeitos cardiotoxicos foi descontinuado de
seus ensaios clinicos (VOHORA, 2008).

ABT-239 (XXXVII) LINS01004 (XXXVIIl) R: OMe (XXXIX); t-Butil (XL); Ph (XLI)
LINS01022: LINS01023: LINS01024

- L “ L o
ﬁ@w ﬁ@v MO

Cl Cl |

cl (XL Cl (XL (XLIV) AN

Figura 12: Outros ligantes de HsR. Roxo: regido lipofilica arbitraria; Verde:

espacgante; Amarelo: grupo basico.

Corréa et al. (2017ab) publicaram uma série de 2-(2,3-
diidro)benzofuranos (Figura 12) que possuem consideravel afinidade por HsR.
Como destaque, o composto N-alilpiperazinico LINS01004 (XXXVIII) apresentou
pKi 6,40 sugerindo que esse grupo pode aumentar a afinidade por este receptor.
O analogo piperazinico nao substituido (LINS01001) demonstrou afinidade muito
baixa pelo receptor, que é incrementada significativamente pela introdug¢ao de
um grupo metila como no LINS01003. Esse dado sugere que a insergao de
grupos alquila na regiao basica podem aumentar a afinidade por HsR. Em estudo
publicado recentemente, foi reportado novos compostos N-alilpiperazinico. Em
destaque os compostos LINS01022 (XXXIX), LINS01023 (XL) e LINS01024
(XLI) apresentaram as melhores afinidades da série (pKi = 8,2; 7,8 e 8,4
respectivamente). Nesta série de compostos observou-se que a substituicdo do
grupo metila por alila aumentou a afinidade dos composto, levantando a questao
da influéncia da insaturacdo do grupo alil sobre a afinidade (CORREA et al.,
2021).

Ja analogos N-fenil-piperazinicos tem sua afinidade muito reduzida,

sugerindo que existe um limite para grupos hidrofébico na regido basica, além
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da importancia da protonagéo do nitrogénio em pH fisioldgico (CORREA et al.,
2017b). Além disso, no mesmo trabalho publicado por Corréa et al. (2017b)
também observaram que substituicbes no nucleo diidrobenzofuranico podem
alterar a afinidade e a seletividade para HsR, visto que compostos com metila,
cloro, t-butila e metoxila apresentaram afinidade nanomolar pelo receptor (pKi
6,07 — 6,15). A partir dessas informacgdes, conclui-se que ha espago para maior

volume a ser explorado na regidao aromatica.

Em uma reviséo recente, Szczepanska, Kuder e Kiec-Kononowicz (2018)
mostraram a comparacédo de compostos piperazinicos e homopiperazinicos em
relacdo a sua afinidade por HsR. Aparentemente a substituicdo da 1-
metilpiperazina pelo grupo 1-metil-hompiperazina parece aumentar a afinidade
por HsR. O composto piperazinico (XLII, Figura 12) apresentou Ki = 23 nM,
enquanto o composto homopiperazinico (XL, Figura 12) apresentou Ki = 1,8
nM. Este resultado mostra que também ha possibilidade de considerar o grupo

1-metil-hnomopiperazina em novos ligantes da série ja explorada em nosso grupo.

Ainda sobre variagdes na regido basica, o grupo de Kiec-Kononowicz
avaliaram ligantes substituidos com o grupo 1-(4-piridil)piperazina. Acredita-se
que o substituinte 4-piridila faz uma interagao -1 stacking com o triptofano 6.48
melhorando a afinidade dos ligantes em relacdo aos analogos fenilicos. Além
disso, foram avaliadas as diferentes posi¢des do nitrogénio piridina (2-piridila, 3-
piridila e 4-piridila) e verificou-se que o isébmero 4-piridila confere a maior
afinidade pelo HsR. O composto XLIV (Figura 12) merece destaque, ja que
apresentou a melhor afinidade por HsR, com Ki= 3,12 nM (SZCZEPANSKA et
al., 2018, 2019). Considerando isso, fica claro que os grupos 1-metil-
homopiperazina e 1-(4-piridil)piperazina devem ser considerados no
planejamento de novos compostos da nossa série para aprimorar a afinidade
pelo H3R. Além disso, esses grupos proporcionam maior hidrofobicidade, que
pode aprimorar as propriedades farmacocinéticas, especialmente a passagem
pela BHE.

Em outros trabalhos o substituinte na regido aromatica, parece influenciar
a afinidade de alguns compostos. Bajda, et al. (2012) publicou um trabalho
contendo uma série de diéteres comparando compostos com diferentes

substituintes aromaticos (metodxi, fluor, cloro, t-Butila) e diferentes aminas
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(piperidinas e homopiperidina). O composto XLV (Figura 13), apresentou a
melhor afinidade da série (hH3sR Ki = 3,48 nM), entretanto os compostos com
metoxila (composto XLVI) e t-butila (composto XLVII) também apresentaram
afinidade relevante (hHsR Ki = 7,20 e 7,74, respectivamente). Assim, pode-se
inferir que exista um sitio no receptor para interagdo com os substituintes nessa

regiao que aceita maior volume e justifica as variadas afinidades dos compostos.

/@/O\/\/o\/\/’\O\ O \( ]/ O\/\O/\/\I\O

(XLV) (XLVI)

O\/\/O\/\/Q O\/\/\/'O O O\/\/\,\@

ﬁ (XLvI) /}/@ (XLVII) O (XLIX)

Figura 13: Ligantes de H3R com diferentes substituintes nos anéis aromaticos.

Cl

Roxo: regido lipofilica arbitraria; Verde: espagante; Amarelo: grupo basico.

Kuder, et al. (2017) também publicou alguns compostos piperidinicos
contendo substituintes volumosos no anel aromatico, como a t-pentila presente
no composto XLIII (Figura 13). Apesar desse composto ter afinidade diminuida
em relagdo a outros compostos, deve-se destacar que o composto XLIII
apresentou afinidade nanomolar pelo HsR (Ki = 8,8 nM), corroborando com os
dados prévios com outros compostos. O substituinte fenila também foi avaliado
nesta série de ligantes, como o composto XLIX (Figura 13), que apresentou
afinidade alta (hHsR Ki = 18 nM), embora um pouco menor que de outros
compostos (LAZEWSKA et al., 2017). Esse substituinte volumoso também é
encontrado em diversos ligantes de HsR, como o ABT-239. Entretanto, a
introducdo de substituintes mais volumosos tende a reduzir a afinidade,

sugerindo que ha um limite de volume nesta regido do receptor.

Aparentemente, também ha espaco para diferentes regides lipofilicas
arbritarias, que podem influenciar na afinidade destes compostos por HsR. Nota-
se facilmente nos compostos demonstrados até aqui que diversas regides
lipofilicas arbitrarias diferentes sdo encontradas nos ligantes do HsR, o que
justifica a busca por ligantes com variagdes nessa regiao das moléculas. Essas
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variagbes na regido aromatica podem auxiliar a melhor definir o modelo
farmacofoérico, além de investigar regides moleculares essenciais para uma boa

afinidade sobre o H3R.

O pitolisanto (L, Figura 14) € um agonista inverso de HsR e atualmente, &
0 unico ligante de H3R que foi aprovado para comercializacdo (GHAMARI et al.,
2019). Este farmaco foi descoberto a partir da substituicdo do anel imidazdlico
do composto FUB181 (LI, Figura 14) pela piperidina. Neste estudo, ambos
compostos apresentaram afinidade consideraveis pelo receptor (pKi=7,8e 7,9
respectivamente) e quando testado in vivo, o pitolisanto apresentou boa
biodisponibilidade via oral e boa passagem através da BHE. Como o pitolisanto
nao apresenta o anel imidazolico, evita as desvantagens que este grupo pode
apresentar (MEIER et al., 2001; LIGNEAU et al., 2007). Com esta agao sobre o

HsR, o pitolisanto foi aprovado para o tratamento da narcolepsia (SYED, 2016).

O bavisanto (LI, Figura 14), € uma benzamida que segundo Ghamari et
al. (2019) encontra-se em estudos de fase clinica Il. Este composto foi reportado
por Letavic et al. (2015) como um novo composto candidato aos ensaios clinicos,
e apresenta Ki = 5,4 nM pelo receptor HiR e baixa afinidade pelos canais do
hERG. Além disso, apesar de ser um composto bibasico, ndo apresentou
evidéncia de fosfolipidose nos testes em modelo animal, sendo bem tolerado e
rapidamente absorvido por via oral. O bavisanto, foi estudado como potencial

tratamento do transtorno de déficit de atengéo e hiperatividade (TDAH).

) /O/\/\o/\/\r\O ) /@/\Ao/\/\f?

pitolisanto (L) FUB181 (LI)

o/\ N/\
L L
v/
bavisanto (LII)

Figura 14: Ligantes de HsR clinicamente avaliados. Roxo: regido lipofilica

arbitraria; Verde: espagante; Amarelo: grupo basico.
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2.5. Potenciais aplicagoes dos antagonistas de HsR

A narcolepsia € uma desordem do SNC e é caracterizada pelo sono
excessivo durante o dia com ou sem a presenga de cataplexia (perda do tdnus
muscular durante o sono). Acredita-se que o mecanismo por tras dessa doenca
esta na falta de hipocretina (orexina), um neuropeptideo envolvido no estado de
vigilia (KOLLB-SIELECKA et al., 2017). A hipocretina estimula neurénios
histaminérgicos do nucleo tuberomamilar, estimulando a liberagao de histamina.
Em pacientes normais, os neurénios histaminérgicos estdo ativados durante o
estado de vigilia, entretanto ao adormecer observa-se menor ativagado desses
neurdnios. Isso mostra a relagéo da histamina e o sono (SHAN; DAUVILLIERS;
SIEGEL, 2015). Apesar de ser uma doenga incuravel, algumas moléculas com
efeitos estimulantes do SNC podem ser usadas para auxiliar no tratamento
paliativo da narcolepsia, principalmente anfetaminicos. O tratamento da
narcolepsia € comumente feito com modafinila, um composto anfetaminico. O
principal problema € que o uso excessivo destes compostos pode causar
tolerancia e dependéncia. (ALOE et al., 2010; HUYTS; BRABANT; TIRELLI,
2019). Devido a problematica no uso das anfetaminas, a busca por outros tipos
de farmacos é importante. Aparentemente, agonistas inversos de HsR parecem
aumentar o estado de vigilia em modelo animal (LIN et al., 2008). Esta
informacéo baseia-se na hipotese de que a hipocretina necessita da ativagao da
neurotransmissao histaminérgica para exercer sua agao sobre estado de vigilia
no paciente narcoléptico (HUANG et al., 2001). Visto isso, 0 aumento da acao
da histamina no SNC através do bloqueio do H3R, parece ser uma alternativa

promissora.

O TDAH, também é uma desordem do SNC, que, potencialmente, pode
ser atenuada com o tratamento com antagonistas do HsR. (SADEK et al., 2016).
Os mecanismos envolvidos no desenvolvimento do TDAH ainda ndo foram
inteiramente esclarecidos. A literatura sugere que o TDAH esta relacionado com
a desregulacao da neurotransmissao noradrenérgica e dopaminérgica causando
sintomas como agitacao, hiperatividade e falta de atengdo (GHAMARI et al.,

2019). Acredita-se que o0 aumento da neurotransmissdo dopaminérgica,
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noradrenérgica e colinérgica induzida pelo bloqueio do HsR pode levar a melhora
dos sintomas do TDAH. Diante disso, ligantes com essa agao podem ser uma
alternativa como tratamento (VOHORA; BHOWMIK, 2012).

A obesidade é considerada uma patologia causada pelo desbalango entre
a quantidade de alimento (calorias) ingerida e o gasto de energia. Além disso, a
alimentagao, compulsiva ou nao, é regulada no SNC, pelo ambiente e pelo ritmo
circadiano do individuo (GAO et al., 2013). A histamina, em especial, esta
envolvida com a sensacao de saciedade. Isto € comprovado pois, os HiRs no
SNC, quando bloqueados por antialérgicos causam aumento do apetite. A partir
da fungao do HsR de regular a liberagao de histamina e seu envolvimento com a
saciedade, acredita-se que o bloqueio deste receptor pode auxiliar no tratamento
da obesidade. Como os farmacos anorexigenos possuem alto potencial de
eventos adversos como disturbios psicoticos e até dependéncia, a busca por
novas alternativas de tratamento da obesidade é sempre desejo de diversos
grupos de pesquisa, € nao diferentemente, antagonistas de H3R sao avaliados
para esta finalidade (KOTANSKA et al., 2019).

2.6. Ligantes de H4R

Os primeiro ligantes utilizados para a caracterizagdo do H4R foram
incialmente desenvolvidos para HiR a partir de compostos imidazdlicos. Entre
os exemplos mais importantes, estdo o clobempropite (Figura 8), imepipe e
imetite (LIl e LIV, respectivamente, Figura 15). Todos estes exemplos tem
atividade agonista sobre Hs4R, entretanto o clobempropite possui atividade
antagonista sobre HsR (LEURS et al., 2009; PANULA et al., 2015). A tioperamida
foi o primeiro antagonista/agonista inverso de H4R identificado, mas sua baixa
seletividade em relacdo ao HsR e estrutura imidazodlica limitaram o interesse

nesse composto.

A partir destes compostos, foram surgindo outras moléculas com
afinidade relevante por H4R. Entre os primeiros ligantes planejados, uma série
de tetraidrofuranil-imidazois substituidos foram avaliados. O composto mais
relevante foi o OUP-16 (LV, Figura 15), um agonista que obteve pKi = 6,90 *

0,17. Além disso, esse composto tem relevante seletividade, com afinidade 15
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vezes superior por H4R em comparacgao ao HsR. Aparentemente, a isomeria dos
compostos parece influenciar na afinidade dos compostos. O trabalho sugere
que a configuragdo R da isomeria parece favorecer a afinidade por H4R,
enquanto a configuracado S parece favorecer a afinidade por HsR (HASHIMOTO
et al., 2003).

Além do anel imidazélico, o grupo guanidina também foi explorado, pois
acreditava-se que este grupo poderia modular a seletividade e afinidade de
ligantes por H4R. Para avaliar esse papel, uma série de NC-acil
imidazolilpropilguanidinas foram preparadas, com variagbes nos nitrogénios
guanidinicos com diferentes substituintes acilicos. O composto UR-P1288 (LVI,
Figura 15) € um agonista e apresentou boa atividade por H4R (pECs0 = 8.31), e
variagdes no grupo acila no N-guanidinico proporciona alteracdo da atividade

dos ligantes pelo receptor (IGEL et al., 2009a).

O grupo acilguanidina, em alguns compostos, pode proporcionar pouca
seletividade entre os receptores histaminérgicos, levando a afinidade
significativa por H4R, H3sR e até H2R. Entretanto, foi observado que a substituigéo
do grupo acilguanidina por cianoguanidina, no composto UR-PI1376 (LVII, Figura
15), aumentou significativamente a seletividade para H4R. Este composto
apresentou maior eficacia em H4R (pECso 7,47) em comparagdo com 0s outros

receptores histaminérgicos (IGEL et al., 2009b).
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Figura 15: Ligantes imidazdlicos de H4R.

Até o momento, os agonistas do H4R n&o possuem claro potencial para
aplicagao terapéutica, e assim maior interesse reside no desenvolvimento de

antagonistas e agonistas inversos. Ja foi demonstrado que o bloqueio do H4R
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pode diminuir a quimiotaxia de mastdcitos, demonstrando seu potencial anti-
inflamatoério (CORREA; FERNANDES, 2018). Além disso, as desvantagens ja
discutidas relacionadas a presenga do anel imidazodlico limitam o potencial
desses compostos. Em suma, os dados obtidos com esses compostos sugerem

fortemente que a estrutura imidazdlica parece favorecer a atividade agonista.

Os primeiros antagonistas nao-imidazolicos do H4R foram as
indolpiperazino-carboxamidas, representadas pelo composto JNJ-7777120
(LVIIl, Figura 16). Estes compostos foram desenhados substituindo o anel
imidazdlico pelo grupo 1-metilpiperazina, mantendo o N protonavel essencial. O
JNJ-7777120 foi relatado por Jablonowski et al. (2003) e apresentou a melhor
afinidade da série sintetizada (Ki = 4 + 1 nM). Este trabalho sugere que
substituicdes na piperazina podem diminuir a afinidade pelo H4R, sendo a metila
0 unico possivel para obter alta afinidade. Devido a sua alta seletividade para
Hs4R, o JNJ-7777120 foi avaliado em ensaios in vivo, demonstando eficacia anti-
inflamatoéria na redugdo da quimiotaxia de mastécitos em modelo animal
(THURMOND et al., 2004).

Assim como no JNJ-7777120, diversas outras moléculas apresentam o
nucleo inddlico e seu bioisdstero, nucleo benzimidazélico, para obter afinidade e
seletividade pelo H4R. Compostos com ambos nucleos aromaticos ja foram
sintetizados, e o analogo benzimidazdlico do JNJ-7777120 (pKi = 7,7), o
composto LIX (Figura 16), obteve pKi= 7,1. Como o nucleo benzimidazolico
confere maior hidrofilicidade em comparagcdo com o indol, pode proporcionar
melhores caracteristicas farmacocinéticas (TERZIOGLU et al.,, 2004).
Aparentemente, o nucleo inddlico pode também ser modificado por outros
bioisdsteros, como os nucleos benzofurénicos e benzotiénicos, entretanto essa
modificagao parece diminuir a afinidade pelo H4R. Acredita-se que o NH indélico
(doador de ligagao de hidrogénio) seja essencial para atingir boa afinidade no
H4R (ENGELHARDT et al., 2012).

Em continuagao a investigagdo do nucleo benzimidazol, foram avaliados
diferentes analogos, onde apresentavam diferentes espagantes, assim como
diferentes regides basicas. Entre os compostos sintetizados, o composto LX
(Figura 16) teve a maior afinidade pelo H4R (Ki = 1 nM). Em sua estrutura a regiao

basica é constituida pela 1-metil-homopiperazina, e este resultado mostra a
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necessidade de explorar diferentes regides basicas e sua influéncia sobre a
afinidade pelo receptor (LEE-DUTRA et al., 2006).
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Figura 16: Ligantes ndo-imidazolicos de H4R. Roxo: regido lipofilica arbitraria;

Amarelo: grupo basico.

Outros compostos com diferentes nucleos aromaticos também foram
avaliados, entre eles os grupos imidazopirazina (LXI), imidazopiridina (LXII) e
azaindol (LXIIl), com exemplos apresentados na Figura 17. Entretanto,
aparentemente o nucleo indélico confere a maior afinidade pelo HsR (SAVALL et
al., 2015). Além disso, substituintes na regido aromatica podem apresentar
influéncia sobre a afinidade do composto. Engelhardt, et al. (2012),
demonstraram que a presenca do substituinte cloro no composto parece
contribuir para afinidade por HsR (pKi = 8,2 nM), uma vez que a falta do
substituinte diminui a afinidade (pKi= 7,6 nM). Além disso, em alguns compostos
(por exemplo composto LXIV, Figura 17) a substituicdo da 1-metilpiperazina por
grupos pirrolidinicos parece levar a pequena diminuicéo da afinidade (pKi = 6,2 -
7,4 nM).
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Figura 17: Outros ligantes de H4R. Roxo: regido lipofilica arbitraria; Amarelo:

grupo basico.

Nosso grupo, também avaliou a afinidade de uma série de moléculas, que
apresentam o nucleo diidrobenzofurano e diferentes regides basicas (piperazina,
1-metilpiperazina; 1-alilpiperazina e 1-fenilpiperazina). O composto LINS01007
(LXV, Figura 17) apresentou moderada afinidade por H4R (pKi = 6,06) e atividade
anti-inflamatéria em modelo animal de asma (CORREA et al., 2017b). Como
sugerido por outros trabalhos, a falta do NH inddlico no LINS01007, que foi
modificado por um diidrobenzofurano, parece diminuir a afinidade dos ligantes.
Ao que parece, o NH faz uma interacdo com o glutamato 5.46 como doador de
ligacdo de hidrogénio, e em estudos de mutagénese, essa interagdo parece
essencial para atividade antagonista por impedir a conformacéo ativa do receptor
(JONGEJAN et al., 2008; CORREA; FERNANDES, 2018).

Em outro trabalho, foram sintetizados analogos da quinazolina onde o
composto LXVI (Figura 18) apresentou pKi = 8,47 por H4R. Além disso, este
composto apresentou moderada afinidade por H3sR e pelo canal do hERG.
Apesar desses resultados, os autores relatam que a série de compostos foi
realizada sobre a tentativa de diminuir a afinidade pelo hERG sem prejudicar a

afinidade por H4R. Entretanto diversos analogos propostos obtiveram afinidade
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consideravel pelo hERG, o que pode levar a efeitos cardiotoxicos (ANDALOUSSI
et al., 2013).

O nucleo inddlico ligado a 1-metilpiperazina foi muito estudado devido a
sua contribuicdo na afinidade no receptor H4R. Acredita-se, que compostos com
essas caracteristicas costumam ser rapidamente metabolizados em ensaios in
vivo inviabilizando possiveis estudo clinicos (CORUZZI et al., 2007; CORREA,;
FERNANDES, 2018). Pensando nisso, a classe das 2-aminopirimidinas tem sido
a mais explorada, ja que parecem apresentar boa afinidade por H4R e melhores

caracteristicas farmacocinéticas, possibilitando mais estudos in vivo.

Em um desses estudos, Cowart et al. (2008) publicaram uma série de
diaminopirimidinas, onde destaca-se o composto A-943931 (LXVII, Figura 18),
que obteve a maior afinidade pelo hH4R (pKi = 8,33). Além disso, esse composto
apresentou atividade anti-inflamatéria em modelo de inflamagdo induzida em
camundongo e boa biodisponibilidade por via oral (90%). O composto A-940894
(LXVIII, Figura 18), um analogo do A-943931, apresentou afinidade consideravel
pelo receptor H4R (Ki = 71 nM) e na estrutura, a aminopirrolidina do composto
protétipo foi substituida pela piperazina. Com essa alteracdo, o analogo
apresentou diminui¢gado consideravel da biodisponilibidade oral em camundongo
(33%), reforcgando o problema farmacocinético relacionado a piperazina
(STRAKHOVA et al., 2009).

Outro composto, denominado CZC-13788 (LXIX, Figura 18) com estrutura
benzofuropirimidinica contendo o grupo 1-metilpiperazina, apresentou excelente
afinidade pelo receptor H4R (Ki = 0,17 nM) (KISS; KESERU, 2009; CORREA;
FERNANDES, 2018). Também é possivel notar a presenga de um grupo
hidrofébico na regido basica da molécula em varias moléculas. Por exemplo, os
compostos JNJ-40279486 (LXX, Figura 18) e INCB38579 (LXXI, Figura 18)
apresentaram afinidades relevantes pelo H«R (Ki = 9,4 nM e pKp = 7,8,
respectivamente). O composto JNJ-40279486 demonstrou potencial anti-
inflamatdério em modelo de asma, levando a redugao de eosindfilos, e o composto
INCB38579 também demonstrou ter atividade anti-inflamatéria, com diminuicao
de prurido em um modelo de dor inflamatéria. Apesar do INCB38579 ter
apresentado relevante afinidade e seletividade pelo H4R, este composto

31



apresentou baixa biodisponibilidade quando administrado via oral em animais.

(SAVALL et al., 2011; SHIN et al., 2012).
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Figura 18: Outros ligantes de H4R. Roxo: regiao lipofilica arbitraria;; Amarelo:

grupo basico.

Analogos diaminopiridinicos (LXXIII) e diaminopiridazinicos (LXXIV)

foram comparados com compostos diaminopirimidinicos (LXXIIl, Figura 19).

Aparentemente, o nucleo diaminopirimidina continuou apresentando os

melhores resultados de afinidade para o H4R variando de Ki 0,8 a 8 nM

dependendo do substituinte da regido basica. Entretanto, em todos os nucleos,

a regiao basica contendo o grupo aminopirrolidina levou as melhores afinidades.

Além disso, através da série sintetizada, os autores puderam concluir que nao é

necessario a presenga do NH2 exociclico comumente encontrado na classe das

aminopirimidinas. Entretanto, para manter a afinidade do composto é necessario

a presenga do NH no grupo lateral da molécula (SAVALL et al., 2015).
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diaminopiridazina. Roxo: regiao lipofilica arbitraria; Amarelo: grupo basico

As diaminopirimidinas s&o uma das classes mais estudadas dos
antagonistas de H4R. Dentro dessa classe quimica, alguns compostos se
destacam por estar em estudo clinico. O adriforanto (LXXV, Figura 20) é uma
diaminopirimidina, conhecido também como PF-3893787. Este composto foi
desenvolvido para o tratamento da dermatite atopica devido a sua atividade
antagonista de H4R, melhor explicado no topico a seguir. Além de sua relevante
afinidade por H4R (Ki = 2,4 nM), este composto apresenta biodisponibilidade de
62% e tempo de meia-vida de 7 horas em modelo de ratos. Em modelo de caes
apresentou biodisponibilidade 39% e tempo de meia-vida de 24 horas
(MOWBRAY et al., 2011). O adriforanto também foi avaliado em relagdo a sua
seguranga e eficacia em paciente com dermatite atopica. Aparentemente, o
composto é eficaz na reducao da coceira da pele dos pacientes, além de ser
bem tolerado e seguro depois de 8 semanas de tratamento com uma dose diaria
(30 mg) (WERFEL et al., 2019).

Além desse composto, o seliforanto (LXXVI, Figura 20), conhecido com a
sigla UR-63325, também esta nos estudos de fase clinica para o tratamento da
vertigem e perda vestibular unilateral. Este composto apresentou eficacia na
diminuicdo da duragao e da frequéncia de vertigem em modelo induzido, e foi
bem tolerado na dose 250 mg/dia em um tratamento de 7 dias (VENAIL et al.,
2018; PETREMANN et al., 2020)

Outro composto interessante € o toreforanto (LXXVII, Figura 20),
conhecido como JNJ-38518168. Este composto foi avaliado para duas doencas,

a asma e artrite reumatoide, devido a sua afinidade significativa por H4R (Ki = 2,4
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nM) e biodisponibilidade por via oral. Entretanto, o toreforanto ndo demonstrou
eficacia significativa no tratamento de ambas doengas no estudos clinicos de
fase Il, levando a descontinuagao dos estudos deste composto (THURMOND et
al., 2016; KOLLMEIER et al., 2018).
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Figura 20: Ligantes de H4R importantes em estudos de fase clinica. Roxo: regido

lipofilica arbitraria; Amarelo: grupo basico

2.7. Potenciais aplicagoes dos antagonistas de H4R

Algumas doencas inflamatoérias sdao potenciais alvos para a utilizagao de
antagonistas de H4R. A asma, por exemplo, € uma doenga crbnica caracterizada
principalmente pela inflamagao da via respiratéria. Nesta doenga os principais
sintomas sao diminuicdo da capacidade respiratoria, estreitamento da luz
brébnquica devido a intensa produ¢cdo de muco e consequente inflamagao
(BOONPIYATHAD et al.,, 2019). Aparentemente, a administragdo de
antagonistas de H4R em modelo de asma sugere que esses compostos podem
auxiliar na diminuigdo da infiltragdo inflamatdria, especialmente de eosindfilos, e
da expressdo da COX-2 relacionada com a resposta inflamatéria (CORREA et
al., 2017a).

Outro exemplo de doenca inflamatéria crénica que pode ser tratada com
antagonistas de H4R é a dermatite atopica, uma doencga alérgica e inflamatéria
caracterizada principalmente pelo prurido, formagao de placas eczematosas e
vermelhiddo na pele. Isso ocorre de forma crbnica, devido a repetidas
exposi¢cdes ao antigeno que causa a reagao alérgica. Além disso, a inflamacéao
da pele envolve a regulagao da liberagao de citocinas como as interleucinas IL-
4, IL-5 e IL-13, além da acado de células como os eosindfilos e mastdcitos
(OHSAWA; HIRASAWA, 2014). Como células expressam os H4R, antagonistas

34



deste receptor poderdo amenizar os sinais e sintomas inflamatérios (CORREA
et al., 2017b). Além disso, o H4R também é expresso nas fibras nervosas do tipo
C, responsaveis pela sensagao de prurido e aparentemente antagonizar este
receptor pode auxiliar também com uma agdo antipruritica (CORREA;
FERNANDES, 2018).

Assim como na dermatite atopica, antagonistas de H4R podem ser
potenciais tratamento para a artrite reumatoide (AR), devido a relacdo desse
receptor com a resposta inflamatéria do organismo sobre estas doengas. A AR
€ uma doencga autoimune caracterizada pela inflamacdo do tecido sinovial
seguido de erosao e assolacao da articulagdo. Em culturas de células oriundas
de articulagcbes inflamadas, foi observado aumento da concentracdo de
histamina. Além disso, ja foi demonstrado que a histamina é responsavel pelo
estimulo da liberagdo de IL-6 e IL-8 nas células articulares através da
estimulagédo do H4R (YAMAURA et al., 2013).

Recentemente, foi descoberto o potencial do H4R como alvo para o
tratamento de disfungdes do sistema vestibular, que levam a sintomas como a
vertigem, nausea, voémitos e desorientagdo, baseada na hipdtese da presenca
do H4R nos neurénios vestibulares. A partir disso, foram realizados estudos em
modelo de rato com desordens vestibulares induzidas. Um estudo recentemente
publicado mostra a melhoria no sintoma de vertigem dos animais com o
tratamento com antagonista H4R. Isso mostra o potencial do H4R como alvo
farmacoldégico para tais condigdes, e por isso o seliforanto esta em estudo clinico
para o tratamento das disfungdes vestibulares.(WERSINGER et al., 2013;
VENAIL et al., 2018).

O H4R também tem sido explorado como um potencial alvo para o
tratamento de conjuntivite alérgica, que tem como consequéncia inflamagao
ocular. Baseado nas condicbes alérgicas e inflamatérias, acredita-se que
compostos com capacidade de antagonizar os H1R e H4R, podem ser potenciais
tratamentos dessa doenca. Além disso, estes dois receptores parecem ter
expressao significativamente aumentada na superficie ocular em casos de
conjuntivite alérgica, sendo inclusives putativos biomarcadores da doenca
(INADA et al., 2017).
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2.8. Ligantes duais de HsR e H4R

Na farmacologia classica, o desenvolvimento de novos farmacos era
direcionado para um unico alvo. Entretanto, doengas neurodegenarativas e
desmielinizantes sdo multifatoriais, e interagir com apenas um alvo pode nao ser
uma solugao eficaz para o tratamento. Pensando nisso, a abordagem multialvo
busca farmacos capazes de modular multiplos alvos a fim de melhorar a eficacia
no tratamento de doengas multifatoriais. Sabe-se que a promiscuidade
farmacoldgica pode levar a efeitos adversos significativos, entretanto através do
desenvolvimento racional de farmacos é possivel selecionar ligantes que ajam
apenas em alvos de interesse (MORPHY; RANKOVIC, 2009; KUMAR; TIWARI;
SHARMA, 2018).

Pensando nisso, a abordagem multialvo pode ser promissora para o
tratamento de doengas com mais de um fator patolégico. A doenga de Alzheimer
(DA), por exemplo, € muito conhecida por acometer idosos e acredita-se que sua
fisiopatologia esta associada a mais de um fator (BENEK; KORABECNY;
SOUKUP, 2020). Esta doenga se caracteriza principalmente pelo prejuizo
cognitivo e de memoria, causado por morte neuronal e consequente desbalango
da atividade de alguns neurotransmissores como o acetilcolina, glutamato,
serotonina e adrenalina (ZLOMUZICA et al., 2016). Assim, a DA poderia ser
tratada eficientemente considerando dois fatores chave: a componente
inflamatdria, que leva a morte neuronal, e pode ser tratada por agentes anti-
inflamatorios; e a componente cognitiva, que pode ser melhorada através do
aumento da neurotransmissao farmacologicamente induzida. Ja foi demonstrado
que antagonistas de HsR podem ter efeitos pro-cognitivos, melhorando a
memoria em modelo animal para DA (FOX et al., 2005), mas o papel do H4R
permanece elusivo. Acredita-se que a microglia, composta por células de defesa
do SNC, é ativada e parece estar relacionada com a liberagao de citocinas pro-
inflamatdrias. Essa ativagdo aparenta ser uma das condigdes fisiopatologicas da
DA. Como o H4R parece ser expresso na microglia, seu bloqueio pode gerar
efeitos positivos para o tratamento da componente inflamatéria da DA
(VENNETI; WILEY; KOFLER, 2009; ALBERTINI; ETIENNE; ROUMIER, 2020;
UDDIN et al., 2020).
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Diante da baixa eficacia dos farmacos disponiveis para DA, ligantes duais
podem ter melhores resultados em estagios avangados da doenca (BENEK;
KORABECNY; SOUKUP, 2020). Supde-se que ao antagonizar os receptores
HsR e H4R simultaneamente, pode-se melhorar o prejuizo cognitivo e evitar a
progressao da neurodegeneracédo. O antagonismo do HsR tém se mostrado um
mecanismo a ser considerado para tratamento de varias deficiéncias cognitivas,
enquanto que a acao anti-inflamatoéria dada pelo antagonismo do H4R pode evitar
a neuroinflamacgéo oriunda da ativagao da microglia, presente na fisiopatologia
da DA (UDDIN et al., 2020).

A mesma abordagem pode ser aplicada para a doenga de Parkinson (DP).
Nesta doenca, a neuroinflamacao também tem papel preponderante na sua
fisiopatologia (ROUSSAKIS; PICCINI, 2018), que pode ser evitada com
antagonistas de H4R. Além disso, os receptores H3R parecem estar aumentados
nos neurdnios da substancia negra de pacientes com DP, e acredita-se que o
aumento da histamina na substancia negra pode levar a degeneracdo dos
neurénios dopaminérgicos (ARIAS-MONTANO, 2007). A partir dessas
informagdes, antagonistas duais, aparentemente podem apresentar potencial
terapéutico na DP, visto possivel acao anti-inflamatdria (antagonismo em H4R) e

aumento da neurotransmissao dopaminérgica (antagonismo em HsR).

A utilizagao de ligantes duais e sua agéo sobre o cancer de mama também
ja foi relatada na literatura. Sugere-se, que a histamina pode estar relacionada
com a proliferagcdo e distribuicdo de células cancerigenas. A expressao de
receptores HsR e H4R em linhagem de células cancerigenas ja foi detectada, e
a partir desse achado foi possivel observar a relagdo da histamina com o
desenvolvimento de certos canceres. Os dados mostram que antagonistas de
HsR podem diminuir o crescimento celular e a migragao de algumas linhagem de
células cancerigenas, e que agonistas de H4R levam a diminuicdo da
proliferagdo celular aumentando a cascata apoptética destas células (MEDINA
et al., 2008; MEDINA; RIVERA, 2010).

Os primeiros relatos de ligantes duais de HsR/H4R foram propostos a partir
dos testes com ligantes de HsR sobre o receptor H4R. Entre os compostos
testados estdo o imetite (Figura 13), que exerce agao agonista sobre ambos

receptores, o clobempropite (Figura 8) que exerce agao antagonista sobre HsR
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e agao agonista sobre H4R e a tioperamida (Figura 8), que exerce agéo agonista
inversa sobre ambos receptores (PANULA et al., 2015). A partir desses
compostos, outros trabalhos foram sendo desenvolvidos propondo novos

ligantes duais, por conta do seu potencial terapéutico em abordagem multialvo.

Analogos do clobempropite ja foram avaliados como potenciais agentes
duas em HsR e H4R. Na série proposta, a regido basica € constituida pelo anel
imidazolico, ligado através de um espagante a um grupo tiouréia ou guanidina.
Aparentemente, estes grupos podem conferir um modo de ligagdo similar ao
ligante enddgeno, podendo gerar afinidade por HsR e H4R, apesar disso, a
presenca do grupo guanidinico gerou as menores afinidades da série testada.
Substituintes no anel aromatico, como halogénios (CI, Br e 1) podem contribuir
para afinidade por ambos receptores, entretanto a posicdo 4 do anel parece ser
a mais promissora, assim como no clobempropite. A introdu¢do de mais de um
halogénio no anel aromatico parece aumentar a afinidade por H3R e diminuir a
afinidade por H4R. Como exemplo ilustrativo, podem ser destacados os
compostos LXXVIII (hH3R pKi = 8,2 / hH4R pKi = 8,8) e LXXIX (hH3R pKi= 8,6 /
hH4R pKi = 8,0, Figura 21). Além disso, a troca do substituinte cloro por bromo
ou iodo nao causou diferenga significativa na afinidade por ambos receptores,
enquanto o aumento da distancia entre o grupo aromatico e a regido basica

parece diminuir a afinidade por ambos receptores (LIM et al., 2009).
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Figura 21: Estrutura dos ligantes duais. Roxo: regiao lipofilica arbitraria; Verde:

espacgante; Amarelo: grupo basico

Uma série de N-alquilcarbamatos também foram preparados a fim de

avaliar sua afinidade por H3zR e H4R. Foram avaliadas a influéncia do tamanho
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da cadeia alquilica e da isomeria desses compostos na afinidade por esses
receptores. Os resultados sugeriram que o aumento da cadeia alquilica leva a
diminuicdo da afinidade por ambos receptores, e que os isbmeros R parecem
apresentar melhor afinidade em comparagao aos isdbmeros S. O composto LXXX
(Figura 21) apresentou as melhores afinidade da série (hHsR Ki = 4,7 nM / hH4R
Ki = 118 nM), entretanto o enantidmero R nao foi avaliado (LAZEWSKA et al.,
2009). Em outra série de N-alquilcarbamatos avaliados, o composto LXXXI
(Figura 21) apresentou a melhor afinidade da série (hH3R Ki = 14 nM / hH4R Ki =
421 nM), e os resultados mostraram que insaturagées na cadeia alquilica
aumentaram a seletividade por HsR, possivelmente pela menor flexibilidade
molecular associada (WIECEK et al., 2011).

Kottke et al. (2011) publicaram um estudo analisando a influéncia de
diferentes substituintes hidrofobicos e diferentes fun¢des orgénicas centrais nos
compostos. Os compostos com a fungdo carbamato central apresentaram
afinidades semelhantes por H3R e H4R. Além disso, os substituintes hidrofobicos
parecem ser bem tolerados em ambos receptores, o que indica que ha um bolso
hidrofobico possivel de ser explorado para a ligagcdo destes compostos.
Entretanto, substituintes ciclicos parecem ter afinidade maior por H4R, enquanto
o HsR é capaz de aceitar tanto substituintes ciclicos quanto alifaticos. Entre os
compostos sintetizados, o composto LXXXII (Figura 21), que apresenta em sua
estrutura a fungéo carbamato e o substituinte ciclico, foi melhor da série (hHsR
Ki =12 nM / hH4R Ki = 56 nM). A literatura sugere que os ligantes duais podem
apresentar uma estrutura geral diferente, constituida por um grupo funcional
polar central, ligado a um anel imidazélico de um lado e um substituinte apolar

de outro.

2.9. Planejamento dos compostos deste trabalho

Considerando os potenciais terapéuticos de ligantes de HsR e H4R, como
agentes seletivos ou duais, a investigagéo de novos ligantes destes receptores
se torna extremamente interessante. Como pode se notar em diversos
compostos apresentados durante a revisao da literatura, os ligantes de HsR e
H4R podem apresentar similaridades tanto na regiao do heterociclo (aromatica)

quanto na regido basica, que variam conforme suas naturezas quimicas e
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posi¢cdes no espaco. Novas estruturas que mantenham essas caracteristicas
podem ter potencial afinidade por esses alvos, mas constituindo-se novas
entidades quimicas ainda nao exploradas. A partir dessa abordagem, neste
trabalho s&o propostos compostos que apresentam esses grupos, para serem
sintetizados e avaliados quanto sua influéncia sobre a afinidade a estes

receptores.

Como pode ser notado nas figuras anteriores, os compostos que possuem
afinidade relevante por HsR e H4R apresentam caracteristicas semelhantes.
Destacam-se o nucleo aromatico, geralmente representado por um heterociclo,
um grupo intermediario (um espacgante em ligantes de H3sR ou com um doador
de ligagao de hidrogénio, como em diversos ligantes de H4R) e uma regiado
basica que contém uma amina protonavel em pH fisiolégico. Estas semelhancgas

estdo destacadas na Figura 22 e 23.
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Exemplos de compostos ligantes H;R relatados em literatura
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Figura 22: Planejamento dos compostos para o HsR.

Diante dos resultados prévios de nosso grupo com os compostos da série
LINSO1 (CORREA et al., 2017b, 2019), e levando em conta as caracteristicas
estruturais de outros antagonistas de HsR da literatura, pode-se verificar que
existem diversos grupos que podem representar a regiao basica. Entretanto, na
série LINSO1 (compostos DxAx) apenas compostos contendo a piperazina
substituida (1-metil, 1-fenil e 1-alilpiperazinas) como grupo basico foram
avaliadas. Como o grupo 1-alilpiperazina forneceu compostos com maior
afinidade e seletividade para H3R em outros trabalhos publicados pelo grupo, o
papel desse substituinte merece ser estudado. Assim, compostos com o grupo

1-butilpiperazina (A5) foram planejados, para entender o papel da dupla ligagéao
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do grupo alila na afinidade, e se um aumento discreto no volume pode ser

tolerado.

Além disso, diversos compostos recentemente relatados apresentam o
grupo homopiperazina (A2), com poténcia semelhante ou superior aos analogos
piperazinicos (SZCZEPANSKA; KUDER; KIEC-KONONOWICZ, 2018).
Recentemente, o grupo de Kiec-Kononowicz reportou que o fragmento 1-(4-
piridil)piperazina pode fazer interacbes especificas com o HsR, levando a
aumento de poténcia em relacdo aos analogos fenilpiperazinicos
(SZCZEPANSKA et al., 2019). Diante disso, compostos com esses grupos
basicos foram também planejados para avaliar a contribuicdo desses

substituintes na afinidade pelo HsR.

Resultados anteriores mostram que o aumento de volume no substituinte
da regido aromatica aumenta a seletividade e a afinidade pelo H3R na série
LINSO1 (CORREA et al., 2017b, 2019). Entretanto, o papel do 2,3-
diidrobenzofurano 2-substituido ainda precisa ser melhor entendido. Diversos
ligantes de HsR apresentam um atomo de oxigénio no espagante, que parece
contribuir com a afinidade. Assim, compostos benzofurénicos (BxAx e MxAXx) e

o retroisostero 5-substituidos (R1Ax) foram também propostos.

Os compostos planejados para H4R também foram baseados nos ligantes
da literatura. As indolcarboxamidas, tal como o JNJ-7777120, apresentam o
nucleo aromatico ligados a uma amina por um espagante, sendo muito
semelhante ao modelo farmacoférico dos ligantes de HsR. Entretanto, os ligantes
de H4R podem apresentar diferencas estruturais que podem levar a seletividade
por este receptor, tal como o NH inddlico. As semelhancas e caracteristicas dos

ligantes estao representados na Figura 23.
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Exemplos de compostos ligantes H,R relatados em literatura
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Figura 23: Planejamento dos compostos para o H4R

Considerando as caracteristicas de antagonistas do H4R da
literatura, pode-se notar que moléculas com alta afinidade apresentam
geralmente um doador de ligagao de hidrogénio (por exemplo, o NH indélico do
JNJ-7777120) e um grupo aceptor de ligagao de hidrogénio (a carbonila do JNJ-
7777120). E proposto que esses grupos sdo importantes para interacdes
especificas como com o residuo de glutamato 5.46 (SCHULTES et al., 2013).
Dessa forma, sdo propostos compostos contendo esses grupos (como U1AX,
N4Ax e A4Ax) dispostos fora da regido aromatica, para investigar se esses
compostos podem alcangar alta afinidade por H4R. Além disso, resultados
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prévios de nosso grupo mostram que o composto LINS01007 teve afinidade
moderada pelo HsR (CORREA et al., 2017b), mas carece desses grupos. Assim,
os analogos aromaticos benzofuranicos com (M1Ax) ou sem (B1AXx) a carbonila
também foram planejados para avaliar essas contribuicbes na série LINSO1.
Além disso, o substituinte cloro parece ter papel importante na afinidade de
diversos antagonistas de H4R, e assim esse substituinte foi considerado nos

compostos planejados.

Em relagédo a regido basica, nota-se que uma infinidade de diaminas ja
foram relatadas como potentes antagonistas de H4R. Desta forma, também séo
propostos esses mesmos compostos com variagdes na regido basica contendo
analogos expandidos (1-metil-homopiperazina, A2) ou abertos (N,N-dimetil-
etilenodiamina, A3) da 1-metilpiperazina (A1), além de outras piperazinas N-

substituidas (4-piridil, 4-butil e 4 fenil-piperazinas, respectivamente A4, A5 e A6).
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3. OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

Diante dos diversos potenciais terapéuticos que ligantes de HsR e H4R
podem apresentar, o objetivo deste projeto é sintetizar e avaliar uma série de
compostos analogos da série LINS01, contendo modificagdes no grupo basico e
na regiao aromatica, para avaliar o impacto dessas modificagdes na afinidade e

atividade funcional desses alvos.

Em relagdo a regido aromatica, os compostos apresentardo os nucleos
benzeno, 2-benzofurano ou 5-(2,3-diidro)benzofurano, bioisésteros do 2-(2,3-
diidro)benzofurano da série LINSO1. Esses nucleos visam avaliar a influéncia da
presenca ou nao de heteroatomos e da aromaticidade na afinidade desses
compostos por HsR e H4R. Além disso, compostos amidicos, cetbnicos e
ureidicos contém o grupo carbonila, que pode ter o mesmo papel do grupo
carboxamida do JNJ-7777120. Os compostos ureidicos e derivados da 4-
cloroanilina também apresentam um grupo NH em regido semelhante ao NH
inddlico do JNJ-7777120, e assim podem ter afinidade melhorada por H4R.
Finalmente, os compostos derivados da 4-cloroanilina apresentam o atomo de
Cl importante para a afinidade por H4R, em semelhanca ao protétipo (JNJ-
7777120).

Considerando a parte basica das moléculas, serdo preparados compostos
homopiperazinicos (b), etilenodiaminicos (c) e 1-(4-piridil)piperazinicos (d), além
dos piperazinicos (a). Conforme ja exposto, esses grupos merecem ser
avaliados na regiao basica dos ligantes, pois podem levar a diferentes perfis de

afinidade.
Especificamente, os objetivos desse projeto séo:

e Sintetizar os compostos em quantidade adequada para os ensaios
farmacoldgicos;

e Purificar e caracterizar a estrutura desses compostos pelas técnicas
espectroscopicas adequadas;

¢ Avaliar a afinidade desses compostos pelos receptores H3R/H4R;

o Estabelecer relagdes estrutura-atividade com os resultados obtidos.

45



4. METODOLOGIA

Os compostos apresentados neste trabalho, foram sintetizados no LINS
(Laboratério de Insumos Naturais e Sintéticos), utilizando vidrarias comuns de
laboratorio de quimica orgéanica, solventes e reagentes obtidos comercialmente.
Em alguns experimentos foram utilizados o reator de micro-ondas modelo
Discovery da empresa CEM com acessoérios de alta presséo, para sintese. A
caracterizagao dos compostos foi realizada por equipamento de ressonancia
magnética nuclear (RMN) modelo Bruker Advance 300 operando a 300 MHz para

hidrogénio 75 MHz para carbono 13.

4.1. Obtencgao dos 2-(2,3-diidro)benzofuranos

Os compostos 2-(2,3-diidro)benzofuranos finais (compostos D1A2, D1A3,
D2A2, D2A4, D2A5 e D4A2) foram preparados a partir de 4 reacgdes
subsequentes. A alilagao foi feita utilizando os fendis p-substituidos formando o
2-alilfenol correspondente. Em seguida foi realizado o rearranjo de Claisen para
a formacéao dos alil-fenil éteres, que foram iodociclizados e substituidos com a
piperazinas adequadas [1-metilpiperazina (A1); 1-metil-homopiperazina (A2);
N,N-dimetil-etilenodiamina (A3); 1-(4-piridil)piperazina (A4); 1-butilpiperazina
(A5)]. As reagdes de obtencao destes compostos sao apresentadas no Esquema

1, seguindo metodologia de Corréa et al. (2017b, 2017a).

OH 0 ) OH
- ) - /C@ = 0,
R R Z R

D2-4A1-5

R = +Butil (2); Ph (3); CI (4)

ANﬁ N/\ ﬁ _ ANﬁ _ A
K//N‘ ’ K/N\C ' &NVW
AM A3 A4 X N A5
Esquema 1: Reagentes e condigdes: (i) Brometo de alila (2 eq.), K2COs3 (2 eq.),
acetona, 60 °C, 8-12 h; (ii) 180 °C, DMF, micro-ondas 300 W, 1-2h; (iii) 12 (1,1
eq.), agua ou EtOH:agua, 4-6 h; (iv) THF, K2COs (1-2 eq.), amina Ax (2-4 eq.)
60-80 °C, 24-48 h.
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4.2. Obtengao das amidas

As amidas (compostos M1A1, M1A2, M1A3 e M1A4) foram obtidas
através da aminolise do cloreto de benzofurano-2-carbonila (1e) pelas
piperazinas adequadas (A1 — A4) (ZHANG et al., 2009; VARELA et al., 2017,
2018) (Esquema 2).

4 — Q<
@l/)—/(m / R

1e M1A1-4

”&N/\ f'J\N/\ KN/\ »’K\N/\
R= k/N\; K//N\; H/N\; K/N Z

A1 A2 A3 A4 N

Esquema 2: Reagentes e condi¢des: 1e (1 mmol), amina Ax (2-3 eq.), DCM, 25
°C, 2-3 h.

4.3.0btencao dos compostos benzofuranicos

Os compostos benzofuranicos foram obtidos através da reacdao de
aminacao redutiva (compostos B1A1, B1A2, B1A3, R1A1 e R1A6 ) utilizando
duas metodologias diferentes descritas na sessao 6.7. A metodologia 1 foi
estabelecida e descrita por nosso grupo (VARELA et al.,, 2017, 2018) e a
metodologia 2 foi adaptada da mesma referéncia. Para os compostos B1A1,
B1A2, R1A1 e R1A6 foi utilizado triacetoxi-boroidreto de sédio (STAB) como
agente redutor (Esquema 3). Para o composto B1A3 foi realizada primeiro a

formacgao da imina, seguida pela redugdo com NaBH4 (Esquema 4).
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Esquema 3: Reagentes e condig¢des: 1g (1 mmol), amina Ax (2-3 eq.), STAB (3
eq.), MeCN, 0-25 °C, 1-4 h.
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Esquema 4: Reagentes e condi¢des: (i) 1g (1 mmol), N,N-dimetil-etilenodiamina
(1 eq.), THF,))), 2 h; (ii) NaBH4 (2-3 eq.), 2 h.

4.4.0btencgao das ureias

As uréias foram obtidas a partir da adicdo das aminas A1 — A4 ao

isocianato de benzila (1h). Esta reagéo foi adaptada de Anglin et al. (2018).
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Esquema 5: Reagentes e condigdes: 1h (1 mmol), amina Ax (2-3 eq.), DCM,
ta., 1-4 h.

4.5.0btencao dos compostos derivados da anilina

Os compostos derivados da anilina foram obtidos a partir da reacdo com
acido cloroacético (41) com 4-cloroanilina (4i) e as aminas propostas (Ax). Para
as anilidas N4Ax, a formacdo do grupo amida foi feita utilizando agente
condensante cloridrato de 1-etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodi-imida
(EDC.HCI) e hidrato de hidroxibenzotriazol (HOBt.xH20) como catalisador, em
DCM. O produto gerado (N4Cl) foi entdo substituido com a amina Ax
correspondente (A1 — A3), para gerar os compostos finais N4Ax. Ja para as
anilinas A4Ax, o acido cloroacético foi transformado no cloreto de acila
correspondente com cloreto de tionila, seguido pela reagao de adigao-eliminagao
com a 1-metilpiperazina (A1) para formagao do intermediario CIAcMP. A seguir,
o intermediario foi submetido a substituicio com a anilina para formacado do

produto final. Esta metodologia foi adaptada de Braga et al. (2017).
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Esquema 6: Reagentes e condigdes: (i) 4i (1 mmol), acido cloroacético (1.1 eq.),
EDC.HCI (1 eq.), HOBt.xH20 (1 eq.), DCM, t.a., overnight; (ii) N4Cl (1 mmol),
amina Ax (2-3 mmol), K2COs (1 eq.), Kl (1 eq.), acetona, 60 °C, 24 h; (iii) 41 (1
mmol), Cloreto de tionila (3-4 eq.), amina Ax (3 eq.), acetonitrila, 80 °C, 24 h; (iv)
CIAcMP (1 mmol), 4i (3 eq.), K2CO3 (1 eq.), acetona, 60 °C, 24 h.

4.6. Avaliagao da afinidade por HiR e H4R

Os ensaios de afinidade foram realizados em colaboragdo ja pré-
estabelecida com o grupo do Prof. Dr. Claudio Costa-Neto, da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto (FMRP-USP), conforme metodologia ja descrita por
nosso grupo (CORREA et al., 2017a) e a quem agradecemos pro gentilmente

ceder os dados para apresentacao neste trabalho.

Os ensaios de afinidade foram efetuados nos receptores HsR e H4R
expressos em membranas de células humanas HEK293T usando a técnica de
deslocamento da [3H]-histamina (binding competitivo). As contagens de
radioatividade foram utilizadas para estimar as concentragdes inibitorias 50%
(IC50), que foram usadas para calcular as constantes de afinidade (Ki) através
da equacao de Cheng-Prusoff, com nivel de significancia estabelecido em 95%
(SANTOS et al., 2015).
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A avaliagdo da atividade funcional dos compostos em HsR e H4R foi
realizada utilizando os receptores em questdo com constru¢des de transferéncia
de energia de ressonancia por bioluminescéncia (bioluminescence ressonance
energy transfer, BRET) com as proteinas Gaio € GBy. A redugédo do sinal de
BRET é interpretada como separacéo do trimero Gapy, e portanto ativagado do
receptor (atividade agonista). Os dados foram comparados por testes
paramétricos (teste t ou analise de varidancias — ANOVA). Quando aplicavel, o
poOs-teste de Bonferroni foi aplicado. O nivel de significancia estabelecido foi de
95%.

51



5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1.Preparagcao dos compostos 2-(2,3-diidro)benzofuranos

A obtenc¢ao dos compostos diidrobenzofuranicos decorre da realizagao de
4 etapas sintéticas. A primeira reacdo € a alilacado de fendis p-substituidos,
seguida pelo rearranjo de Claisen dos intermediarios O-alilados, apds isso
realiza-se a iodociclizagado e em seguida a substituigdo com uma das piperazinas

propostas.

A reacao de alilagao trata-se de uma reacao de substituicdo nucledfilica,
que podem ocorrer por dois mecanismos (Sny1 ou Sy2) (SMITH; MARCH, 2007).
O mecanismo Sn1, conhecido como unimolecular, ocorre em duas etapas. Na
primeira, denominada como etapa lenta, ocorre a liberagdo do grupo labil e
formacgao do carbocation. Na segunda o nucledfilo ataca o carbocation e assim
€ formada a molécula. Ja o mecanismo Sa2, ocorre em uma unica etapa. Neste
mecanismo, o ataque nucleofilico se da de forma concertada (ao mesmo tempo)
a saida do grupo de partida (SMITH; MARCH, 2007; KLEIN, 2012).

Alguns fatores podem influenciar na condugdo da reagédo, ou seja,
favorecer um dos mecanismos. Solvente apréticos e substratos sem
impedimentos estérico (carbono primario), favorecem o mecanismo Sp2. Ja
solventes proticos e substratos estericamente impedidos (carbonos secundarios
e terciarios), favorecem Sy1. Como os solventes préticos apresentam hidrogénio
(6+), eles sao capazes de solvatar o grupo de saida(VOLLHARDT; SCHORE,
2004; CAREY; SUNDBERG, 2007).

Xiao et al. (2015) reportaram reacdes de alilagdo para obtengao de alilfenil
éters, utilizando etanol como solvente em refluxo por 5 h apresentando
rendimentos 63 a 84%. Entretanto, em um estudo publicado pelo grupo, a
utilizagcdo de etanol como solvente dessas reagdes demonstrou, que este
solvente ndo € um bom para a realizagao da alilagao, visto que a alilagao ocorre
provavelmente por Spa2, ndo sendo favorecida por solventes préticos
(FERNANDES et al., 2011).

Nas alilagdes realizadas foram utilizados o brometo de alila e o carbonato

de potassio (base da reacéo). Os haletos de alquila, como o brometo de alila,
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sao frequentemente utilizados nestas reag¢des pois apresentam bons grupos de
saida. Considera-se um bom grupo de saida o substituinte capaz de, apés se
desligar da estrutura inicial, se manter como um ion ou uma molécula estavel
(SMITH; MARCH, 2007). O carbonato utilizado nesta reacdo possui duas
funcdes. A primeira € aumentar a nucleofilicidade do nucledfilo (hidroxila
fendlica) para que a reagao seja favorecida. A segunda é neutralizar o acido

bromidrico formado na reacao.

As reacbes foram realizadas pelo método convencional utilizando
agitacdo constante e refluxo. Apesar disso, outros métodos podem ser
empregados para a realizagao da alilagao, tal como a utilizagdo de ultrassom
para conduzir a reacdo. Embora seja uma metodologia mais verde, a
metodologia convencional atinge melhores rendimentos (FERNANDES, 2018).
Outro fator importante € a temperatura. Barbosa (2017) realizou as mesmas
reacoes de alilacdo de fendis sob agitacdo convencional em temperatura
ambiente, obtendo rendimentos de 44 a 71% com 5 a 8 horas de reacdo. A
reacdo conduzida utilizando refluxo neste trabalho forneceu rendimentos
excelentes (74-85%), e assim é possivel inferir que o aquecimento proporciona

maiores rendimentos.

O rearranjo de Claisen, foi inicialmente descrita por Ludwig Claisen em
1912 como rearranjo sigmatropico [3,3] de alil-vinil éteres. Ao mesmo tempo a
versao aromatica desta reacado foi desenvolvida, e ficou conhecida como
rearranjo orto-Claisen (MARTIN CASTRO, 2004). A reacdo ocorre através do
rearranjo de um grupo alilico da molécula para a posi¢ao 3 adjacente. No caso
da reagao realizada neste trabalho, o grupo alila ligado ao oxigénio do fenol,
muda sua posi¢ao ligando-se no carbono 3 em relagdo ao oxigénio do anel
aromatico (MUSTAFIN et al., 1998; OKADA; IMANARI, 2012).

Como o rearranjo de Claisen requer altas temperaturas, a utilizagao de
irradiagcdo de micro-ondas deve ser considerada como fonte de aquecimento
para reagdes quimicas, facilitando essas reacdes termais. O uso de reator de
micro-ondas também torna esta reagdao mais verde, uma vez que se pode obter
rendimentos melhores aos obtidos com aquecimento convencional em menor
tempo reacional (HORIKOSHI et al., 2015; BARBOSA, 2017). A metodologia de

rearranjo classicamente € conduzida sem auxilio de micro-ondas. Por exemplo,
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utilizando DMF como solvente e aquecendo a mistura reacional a 190 °C por 12
horas é possivel obter rendimentos de até 94% (VAN et al., 2003). Entretanto, a
reacao consome muito mais solvente, tempo e recursos naturais, como agua

para o resfriamento durante o tempo reacional.

O procedimento para rearranjo de Claisen realizado neste trabalho ja foi
bem estabelecido e vem sendo utilizado por nosso grupo com sucesso
(CORREA et al., 2017a, 2021; BALBINO et al., 2020; GINOZA et al., 2020). O
solvente de escolha para esta reagcdo € o DMF, pois forneceu os melhores
rendimentos, que foram de 75 a 82% neste trabalho. Durante o periodo de
iniciacao cientifica (IC) outros solventes foram testados, como tolueno, agua,
dietilenoglicol (DEG) e diglima. Entretanto, os solventes testados nao forneceram
bons rendimentos como os obtidos com DMF (FERNANDES, 2018).

Kong et al. (2009) e Chen et al. (2011) reportaram a reac&o assistida por
reator de micro-ondas, sem o uso de solvente e obtiveram rendimentos
excelentes (71-98%, em alguns casos rendimentos quantitativos). Condigbes
sem uso de solvente nesta reacdo foram testadas anteriormente pelo grupo,
utilizando temperaturas superiores a 200 °C, e verificou-se aumento da taxa de
formacao de subprodutos e produtos de degradacao. Isso dificulta a purificagao
e pode afetar o rendimento obtido para o produto puro. Em suma, o DMF parece
ser o solvente mais adequado para estes rearranjos de Claisen por conduzir a
rendimentos excelentes para a obtencdo dos compostos. Além disso, a alta
solubilidade do DMF em agua possibilita um método simples de remogao por
extracao liquido-liquido deste solvente, utilizando apenas a lavagem da mistura

reacional com agua antes da purificagdo cromatografica.

A iodocilcizacido € uma reacgao de ciclizacdo mediada por iodo e € muito
utilizada por nosso grupo. Corréa et al. (2016, 2017a, 2017b) e Barbosa (2017),
realizaram as mesmas reacdes de iodociclizagao aqui descritas e obtiveram
rendimentos muito adequados (60-86%). Além disso, foi evidenciado por estes
autores que o melhor solvente para a realizagdo dessa reagédo € a agua, ou
eventualmente agua adicionada de um co-solvente, quando o material de partida
é solido.

Neste trabalho, a reagéo foi conduzida utilizando 1,1 equivalentes de iodo,
apesar de na literatura ja ter sido reportada a utilizagdo de até 4 equivalentes de
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iodo com rendimentos excelentes (FOUSTERIS et al., 2006). Com esse
procedimento, os rendimentos obtidos neste trabalho utilizando uma proporcéo
menor de iodo tiveram rendimentos muito bons (70%-quantitativo), tornando a

reacao mais verde.

Outros autores reportaram a reagao de iodociclizagao utilizando diferentes
solventes. Por exemplo, Zhou, He e Chen, (2008) realizaram a iodociclizagdo do
2-alilfenol variando o solvente (DCM, acetona, etanol e acetonitrila), temperatura
(refluxo ou ambiente) e o substrato a ser ciclizado. O DCM foi o0 melhor solvente
para a reacao, fornecendo rendimento de 46%. Em relagcdo a temperatura, a
utilizacao de refluxo leva a maiores rendimentos, mas nossos resultados
mostram que em temperatura ambiente também foram obtidos rendimentos
excelentes. Esses procedimentos com diferentes 2-alilfendis, como o 4-cloro-2-
alilfenol e o 4-metil-2-alilfenol, forneceram rendimentos moderados (48-50%).
Com esses substratos, neste trabalho foram obtidos rendimentos superiores
(~75%) usando agua como meio reacional em temperatura ambiente. Além
disso, a ciclizagdo mediada por outros halogénios como o bromo, levou a
rendimentos superiores, entretanto o bromo € instavel em agua, o que demanda

0 uso de solventes com tratamento anidro.

A reagdo da iodociclizagdo também pode ser realizada utilizando
catalisadores, como o ZnClz2. Mahajan et al. (2002), realizou a iodociclizagao do
2-alilfenol utilizando catalisador e agitagdo com refluxo levando a rendimento
proximos de 80%. Entretanto, os rendimentos aqui obtidos sdo comparaveis sem

a utilizagao de catalisador, e assim, essa abordagem nao parece ser vantajosa.

O mecanismo proposto para esta reacao (Figura 24) inicia pelo ataque de
um de um eletrdfilo (l2) a dupla ligagdo do grupo alilico, localizada em orfo em
relacado a hidroxila fendlica. Em seguida, sofre um ataque intramolecular do par
de elétrons livres da hidroxila, levando a formagao de um pentaciclo contendo
uma ramificacdo com iodo (CORREA et al., 2016). Este 4tomo de iodo sera

substituido posteriormente pelas piperazinas propostas no projeto.
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Figura 24: Mecanismo proposto para reagdes de ciclizagao mediada por iodo.

Para a obtencdo dos compostos finais diidrobenzofuranicos foi realizado
a reagao de substituicdo nucelofilica entre o intermediario iodociclizado e as
aminas propostas neste trabalho. Aparentemente, a reagdo por mecanismo de
Sn2, pois o substrato da reagédo é um carbono primario e, além disso, o solvente
que parece favorecer melhor a reagao € o THF (aprético). A sintese do nucleo
diidrobenzofurano é muito explorada por nosso grupo. Em trabalhos anteriores,
foram realizadas reagbes semelhantes, onde foi possivel obter rendimentos de
66 a 85% (CORREA et al., 2016, 2017b, 2017a; BARBOSA, 2017). Por se tratar
de uma metodologia ja conhecida, utilizamos para realizar a sintese dos novos

compostos, entretanto os rendimentos obtidos foram baixos (8-26%).

Durante o periodo de iniciacdo cientifica, foi possivel desenvolver uma
nova metodologia, considerada mais verde para a obtencdo dos compostos
diidrobenzofuranicos substituidos com 1-fenilpiperazina. Esta nova metodologia
utiliza o reator de micro-ondas, que em menor tempo reacional (1,5 horas)
forneceu compostos semelhantes aos propostos neste trabalho. Além disso, o
solvente THF e a utilizagdo da base K2COs foram mantidos, entretanto em
quantidades inferiores a utilizadas na metodologia classica (refluxo) (GINOZA et
al., 2020). Futuramente, esta abordagem sera estudada para a obtencédo de

alguns dos compostos finais faltantes.

5.2. Preparagao das amidas

A preparagéo das amidas foi realizada através da reacdo de adigao-
eliminacdo em cloretos de acila, conhecida também como reagao de amindlise.
Nesta reacao, utiliza-se um nucledfilo (amina), que € adicionada a carbonila de
um derivado de acido carboxilico, seguida da eliminagao do cloreto. Acredita-se,
que o mecanismo envolvido na reagao ocorre através do ataque nucleofilico do
nitrogénio da amina ao eletrdfilo, o carbono carbonilico do cloreto de acila (Figura

25). Apés a saida do hidrogénio, a carga negativa formal é transferida para o
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cloro com restituicdo do par de elétrons formando a carbonila da amida e
eliminagcdo do cloreto. A utilizagdo do cloreto de acila é a abordagem mais
conveniente para a obtengao das amidas, ja que o cloreto € um excelente grupo
de saida (CAREY; SUNDBERG, 2007; ZHANG et al., 2009).
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Figura 25: Mecanismo proposto para a obtengao das amidas.

As amidas foram obtidas utilizando metodologia adaptada de Varela et al.
(2017; 2018) e Zhang, et al. (2009). Os autores reportaram reagdes parecidas
as apresentadas neste trabalho, porém diferengas nas condigdes reacionais. Por
exemplo, € comum nas reagdes de amindlise a utilizacdo de bases como
condicao reacional. Em um dos trabalhos da literatura, a trietilamina (TEA) foi
utilizada como base para a reagdo de amindlise, fornecendo rendimentos de
aproximadamente 71% (VARELA et al., 2017, 2018). Entretanto, no presente
trabalho ndo houve necessidade da utilizagdo de base, pois a prépria piperazina
em excesso ou mesmo o produto gerado podem atuar como base, conduzindo

a rendimentos excelentes (75-91%).

Em outro trabalho, Zhang et al. (2009), reportou a sintese de amidas,
utilizando diferentes bases. Aparentemente, a utilizagdo K2POs levou aos
melhores rendimentos (85%). Além deste resultado, a sintese de amidas
utilizando diferentes tipos de solventes foi avaliada. Aparentemente, o THF levou
ao melhor rendimento (87%). Neste trabalho, o DCM foi o solvente de escolha,
pois torna a purificagcdo mais simples, ja que a extragdo dos subprodutos pode
ser feita sem necessidade de evaporagdo do solvente e além disso, atinge

rendimentos semelhante ou superiores ao relatado na literatura.

5.3. Preparacao dos compostos benzofuranicos

A obtencdo dos compostos benzofuranicos inicialmente foi idéntica a
descrita por Varela et al. (2017; 2018), utilizando NaBH4 para a aminagao

redutiva. Este tipo de reacdo € uma técnica muito utilizada para obtencao de
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aminas. A aminacéao redutiva pode ser dividida em dois tipos: direta e indireta. A
direta ocorre quando o reagente carbonilico e a amina (secundaria) séo
misturados junto a um agente redutor, que formara diretamente o produto. Ja a
indireta ocorre quando o reagente carbonilico e amina (primaria) sé&o,
primeiramente, combinados para formar o intermediario imina. Apos esta reacéo,
0 segundo passo é adicionar o agente redutor, que ira reduzir a imina a amina
(ABDEL-MAGID; MEHRMAN, 2006).

Todas as reagdes de aminacdo redutiva, com aminas primarias ou
secundarias, passam por um intermediario hemiaminal (Figura 26), que
posteriormente pode seguir dois caminhos diferentes. Quando a amina é
primaria, ao formar o hemiaminal, o produto obtido sera sua imina
correspondente. Por outro lado, se a amina for secundaria, forma-se um cation
iminio como intermediario. De qualquer forma, o produto formado sob a acdo de
um agente redutor, resultara em aminas como produtos finais (AFANASYEYV et
al., 2019; PODYACHEVA et al., 2019).

+ NH; +H,0 Ri PH R -H,0 ! A ! A
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amina secundaria cation iminio

Figura 26: Formacao do hemiaminal e redugcdo do reagente carbonilico com

amina primaria e secundaria.

Como exposto, a aminacido redutiva direta foi utilizada para aminas
secundarias como a 1-metil-homopiperazina e 1-metilpiperazina. Ja para amina
primaria como a N,N-dimetil-etilenodiamina, utilizou-se a aminagéo redutiva
indireta com objetivo de atingir rendimentos quantitativos de maneira mais facil
(ABDEL-MAGID; MEHRMAN, 2006). Entretanto, o rendimento obtido foi baixo
(17%), e isso ocorreu pela necessidade de purificagdo devido contaminagéo do
aldeido correspondente. Tratando-se de uma amina primaria, foi utilizado o
NaBHaja que o aldeido utilizado na primeira etapa foi completamente consumido

nao havendo interferéncia na reducéo.
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A escolha do agente redutor para a realizagdo desta reagdo é
extremamente importante. Alguns agentes redutores como o triacetoxi-
boroidreto de sédio (STAB) sao seletivos para reduzir iminas, mas podem reduzir
aldeidos também, porém em menor quantidade. Por outro lado, o STAB néo é
capaz de reduzir cetonas. Dessa forma, o STAB proporciona um modo de
redugdao mais brando. Isso € possivel, pois os trés grupos acetoxila que estao
ligados ao atomo de boro sao retiradores de elétrons, estabilizando o complexo
€ assim a saida do hidreto n&o ocorre com tanta facilidade. Como consequéncia,
as reagcdes com STAB consomem maior tempo reacional, e assim foi necessario
manté-las em agitacdo por 24 h. Além disso, a literatura mostra que solventes
polares aproticos como o THF e acetonitrila, auxiliam a reagao para rendimentos
melhores (ABDEL-MAGID; MEHRMAN, 2006).

5.4. Preparagao das ureias

A preparagao da ureias foi realizada a partir da adicdo de aminas ao
isocianato de benzila. Os isocianatos costumam ser bem reativos, devido ao a
polarizagdo entre as duplas do grupo isocianato (-N=C =0), dada pela
eletronegatividade dos atomos de N e O. Além disso, este grupo apresenta
ressonancia entre os atomos, onde em um momento torna o C carregado
positivamente (Figura 27), auxiliando no ataque nucleofilico da amina
(DELEBECQ et al., 2013).
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Figura 27: Ressonancia do grupo isocianato.

A adicao de nucledfilos ao isocianato € comumente usada para obtengao
de diferentes moléculas, tais como uretanos, ureias e tiouretanos. Como
mencionado, a adi¢ao de aminas gera ureias correspondentes, e 0 mecanismo
envolvido parece ser o ataque nucleofilico da amina ao carbono do isocianato.
Apos isso, o H do nucledfilo é transferido para o oxigénio, estabilizando a
formacao da ureia (DELEBECQ et al., 2013). Este mecanismo esta representado

na Figura 28.
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Figura 28: Possivel mecanismo envolvido na adicdo da amina ao isocianato.

Dominguez-Alvarez et al. (2019) realizou a sintese de ureias para
avaliacdo da afinidade por H4R. Os rendimentos obtidos para diferentes ureias
formadas foram variaveis entre 9 e 95%. Especificamente para a ureia derivada
do isocianato de benzila, o rendimento obtido foi baixo (12%). Segundo estes
autores, a reacao decorreu do refluxo com acetonitrila por 5-30 horas. Ja em
outro trabalho, a mesma reacéo foi realizada em DCM a temperatura ambiente,
em apenas 15 minutos de reagao, com rendimentos entre 20 e 80% (ANGLIN et
al., 2018).

Neste trabalho, as reag¢des para obtencao de uréias foram realizadas em
DCM a temperatura ambiente. Por conta da alta reatividade do isocianato de
benzila, foi possivel obter o produto em apenas 1 hora de reagao, com conversao
total ao produto. Além disso, uma simples lavagem com agua para retirada do
excesso da amina gera um produto com pureza adequada, sem o aparecimento
de sinais de impureza nos respectivos RMNs, conduzindo a bons rendimentos
(66-76%).

5.5. Preparagao dos compostos derivados da anilina

Existem diversas reacdes possiveis para a obtencdo de amidas. Entre as
que envolvem reagentes derivados de acidos carboxilicos, estdo a reacao de
aminas com anidridos, cloretos de acila, ésteres e agentes de acoplamento
(MASSOLO; PIROLA; BENAGLIA, 2020). Em especifico, a utilizagao de agentes
de acoplamento como o EDC.HCI e HOBt.xH20 tem sido muito aplicado para a
obtencdo de compostos bioativos, pela facilidade e utilizacdo de condi¢des
brandas que ajudam no controle da reagdo (VALEUR; BRADLEY, 2009;
GHOSH; SHAHABI, 2021). A utilizagao de N,N'-diciclohexil-carbodiimida (DCC)
e 4-dimetilamino-piridina (DMAP) ainda € uma das estratégias mais utilizadas
para a sintese de diversos compostos, entretanto sabe-se que o DCC forma

subprodutos de dificil remogéao e por isso prefere-se a utilizagédo do EDC, ja que
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seus subprodutos s&o facilmente removidos por lavagem com agua
(ALBERICIO; EL-FAHAM, 2018).

Ferreira et al, (2019) realizaram reag¢des semelhantes para obtengao de
amidas utilizando o anidrido cloroacético e atingiram rendimentos muito bons
(54-96%). Entretanto a utilizacdo de regentes como anidrido cloroacético
impossibilita a formagdo de um intermediario com o grupo acido carboxilico
disponivel para a proxima etapa. Por isso, para a preparagao dos derivados da
anilina foi utilizado o acido cloroacético. A vantagem do uso deste reagente é
que permite versatilidade na escolha do caminho sintético a ser utilizado. Em
condi¢des de substituicao nucleofilica aminas podem ser geradas e na presenca

de agentes de acoplamento amidas sao formadas.
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Figura 29: Estratégia reacional para obtengdo de aminas e amidas a partir do

acido cloroacético.
5.5.1 Preparagao das anilidas

As reagdes para a obtengao do intermediario N4ClI foram feitas através do
mecanismo de adicdo-eliminacdo entre a anilina e o acido cloroacético para
formacao do grupo quimico anilida (CAREY; SUNDBERG, 2007). Apos a
formacao do intermediario N4ClI, esta molécula sera submetida a outra etapa
reacional de substituicado nucleofilica que formara os compostos finais (BRAGA
et al., 2017). Para obtencdo do intermediario N4Cl, utiliza-se o EDC.HCI e
HOBt.xH20 como agentes de acoplamento que facilitam a troca da hidroxila do
acido cloroacético pela anilina (EL-FAHAM; ALBERICIO, 2011), assim como
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representado na Figura 30. Apesar do baixo rendimento (31%), foi possivel obter
o intermediario N4Cl em quantidade suficiente para a proxima etapa e
caracterizagdo. Na sequéncia, o N4ClI foi submetido a substituicdo nucleofilica
com a 1-metilpiperazina e 1-metil-homopiperazina, obtendo rendimentos de 41

e 34%, respectivamente.
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Figura 30: Esquema da reacdo de formacdo de amidas com EDC.HCI e

HOBt.xH20.
5.5.2 Preparagao das anilinas

O acido cloroacético também foi empregado na obtengdo das anilinas,
pois assim como exposto, utilizando os agentes de acoplamento € possivel obter
o produto invertido, onde ha o grupo anilina e o grupo amida na piperazina.
Entretanto, utilizando o EDC.HCI e HOBt.xH20, foi obtido um produto que

aparentemente ndo era o intermediario desejado. Analises de RMN sugeriram
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que o cloro do acido cloroacético foi substituido pelo HOBt. Além disso, este
produto formado nao sofria reagcéo de substituicdo faciimente, logo este caminho
sintético foi considerado inviavel. Diante disso, foram testadas novas

abordagens para a obtengéo do produto desejado.

A metodologia testada mais promissora foi a transformag¢do do acido
cloroacético no cloreto de acila correspondente, que em seguida reagiria com a
1-metilpiperazina para formacédo do intermediario. Entretanto, ao invés de
ocorrer a formagao da amida foi obtido o cloridrato da piperazina pela formagao
de HCI na reagao, o que comprometeu o rendimento. Apesar de ser uma reacao
possivel e da analise de RMN sugerir que houve formagao do produto, ndo houve

tempo habil até o fim do mestrado para investir nesta possibilidade.

5.6. Avaliagcao farmacolégica dos compostos sintetizados

Alguns compostos foram avaliados quanto a afinidade pelos HsR e H4R
(Tabela 1). E possivel verificar que o composto M1A1 demonstrou ter afinidade
significativa pelo H4R. Esse resultado pode ser racionalizado através da
comparagao com a estrutura do JNJ-7777120, uma vez que ambos compostos
tém como parte basica o fragmento metilpiperazina, além do grupo carbonila.
Segundo dados da literatura (ENGELHARDT et al., 2012), essas caracteristicas
parecem conduzir a melhor afinidade pelo H4R. Além disso, Corréa et al. (2017b)
reportaram dois compostos que possuem a unidade 1-metilpiperazina em sua
estrutura, o LINS01007 e o LINS01008, que demonstraram afinidade por H4R
com valores pKi 6,06 e 5,00, respectivamente, para o H4R (Figura 31). Os
compostos B1A1, D2A6 e R1A1 apresentados neste trabalho nao tiveram
afinidade apreciavel por nenhum dos receptores, e assim nao foi possivel avaliar

a contribuicao das diferencas estruturais.
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Tabela 1: Resultados de afinidade dos compostos testados

pKi *SEM
Caédigo Estrutura
HsR H4R
:: :O 0
M1A1 a 00 1 +0,3
<5, 7,1 +0,
-
\
(0]
o,
B1A1 &j <5,00 <5,00
N\

R1A1 T <5,00 <5,00

o
LA
D2A6 &j <5,00 <5,00

Histamina 8,23 8,20
ey oy €0 Qo
Y
Y N N
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INJ-7777120 LINS01007 LINS01008 M1A1

Figura 31: Compostos que possuem metilpiperazina e apresentaram afinidade

razoavel pelo receptor H4R e composto M1A1.

Por apresentar afinidade relevante pelo H4R, o composto M1A1 também
teve sua atividade funcional testada neste mesmo receptor (Figura 32). Apesar
de sua semelhanga com o protétipo JNJ-7777120, o composto M1A1 apresentou
atividade como agonista parcial e em resultados ainda nao publicados foi
possivel evidenciar que apesar de sua boa afinidade por H4R, este composto
nao apresenta capacidade anti-inflamatoria em modelo animal de asma utilizado
em Balbino et al. (2020), corroborando com o resultado de sua atividade

funcional.
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Os resultados obtidos dos experimentos de BRET (Transferéncia de
energia da ressonancia da bioluminescéncia) sao apresentados na Figura 32
(CORREA et al., 2021). Como pode ser verificado, o composto M1A1 foi capaz
de ativar o H4R de forma semelhante a histamina, porém com menor eficacia,
demonstrando que o composto possivelmente é um agonista (painel A). Em outro
experimento, a capacidade dos ligantes de ativar o H4R, quando aplicados apds
incubagcdo com 100 nM de histamina foi avaliada. Os resultados sugeriram que
tanto o composto M1A1 quanto o padréo farmacoldgico JNJ-7777120 reduziram
a ativagao do receptor induzida pela histamina, o que sugere a competi¢cao pelo
sitio de ligagao ortostérico. Logo, acredita-se que o composto M1A1 seja um
agonista parcial, pois na presenca do ligante enddgeno ha diminuigdo da
ativacado do receptor, mas na auséncia deste a ativagao foi observada, e isso
corrobora com os resultados observados nos experimentos com modelo in vivo.

Estudos mais especificos sao necessarios para confirmar essa observagao.
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Figura 32: Atividade funcional dos compostos M1A1. Os sinais negativos de
BRET se relacionam com a ativagao do receptor pela histamina. (adaptado de
CORREA et al., 2021).

Embora a série apresentada neste trabalho ainda tenha poucos
resultados, é possivel obter informacdes importantes destes compostos. A
presenca de substituintes volumosos na regido aromatica parece diminuir a
afinidade por H4R, corroborando com resultados prévios. Além disso, a presenca
da carbonila aumenta consideravelmente a afinidade por este receptor. Ademais,

acredita-se que a presenca da carbonila pode ter papel importante na ativagao
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do receptor, enquanto a auséncia do NH indolico do JNJ-7777120 contribuiu para
a perda a atividade antagonista (CORREA et al., 2021).

Dados obtidos com a série de indolcarboxamidas, da qual o JNJ-7777120
faz parte, mostram claramente que a metila € o melhor substituinte no nitrogénio
da piperazina para atingir boa afinidade por H4R (VENABLE et al., 2005). O
mesmo papel parece ser verdadeiro na série LINSO1, uma vez que somente
compostos metilpiperazinicos tiveram afinidade consideravel por este receptor
(CORREA et al., 2017b).

A afinidade desses compostos por outros receptores de histamina ainda
nao foi avaliada, mas acredita-se que seja menor do que pelos H3sR e H4R.
Corréa et al. (2019) reportaram resultados do perfil farmacolégico dos analogos
da série LINSO01, sintetizados pelo grupo, nos receptores de histamina H1 e Ha,
além de Hs. Este trabalho demonstrou que os compostos apresentaram afinidade
baixa a moderada por HsR (pKp 5.0-7.2), mas com afinidade irrelevante pelo
H1R, sendo a maior verificada com valor pKp 5,3 para o composto sem
substituinte na piperazina. Nenhum dos compostos mostrou afinidade pelo HzR.
Com base nos dados de atividade, foi possivel confirmar que a substituicdo na
piperazina e a presencga dos substituintes no nucleo diidrobenzofurano podem
aumentar a afinidade pelo HsR, pois sem substituinte nessas posigdes, como no
LINS01001 (Figura 33), a afinidade neste receptor é baixa (pKp <5,0). O
composto metoxilado no nucleo aromatico, LINS01009 (Figura 33) foi o mais
potente antagonista nesse estudo (pKo 7,2), reforcando o papel que os

substituintes desta regidao exercem na afinidade.

LINS01001 LINS01009
Figura 33: Estruturas dos compostos LINS01001 e LINS01009.

Em relagéo a regido basica dos compostos, a presenga da fenilpiperazina
conduziu as menores afinidades da série para o HsR (CORREA et al., 2017b,

2019). Esta informagao corrobora com os resultados obtidos neste trabalho, ja
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que o composto, fenilpiperazinico D2A6 apresentou afinidade muito baixa por
HsR e H4R. Em suma, a substituigdo na regido basica parece ter um limite de
volume. Entretanto, o grupo fenila diminui a basicidade do nitrogénio
piperazinico, comprometendo sua ionizagéo em pH fisioldgico. E sabido que uma
interagdo iGnica entre um nitrogénio da regido basica com o residuo acido do
aspartato 3.32 ou glutamato 5.46 é necessaria para o correto reconhecimento
pelo receptor (SCHLEGEL et al., 2007; JONCZYK; MALAWSKA; BAJDA,
2017b). Com essa modificacdo dada pelo grupo fenila, essa interagao € perdida
e a afinidade parece ser comprometida. Apesar desta informacédo ser muito
relevante para compostos da série LINSO1, é possivel visualizar em alguns
outros compostos que substituintes volumosos na piperazina (regido basica)
aumentam significativamente a afinidade por HsR (Figura 34). Isto
provavelmente acontece pelo maior distanciamento entre a regido aromatica e a
regido basica, que possibilita que o nitrogénio mais basico da molécula possa
interagir corretamente com o receptor (WINGEN; STARK, 2013).

H,RpK=7.6 H,R pK.= 6,7

Figura 34: Compostos piperazinicos com substituintes volumosos na regiao

basica.

Substituintes lipofilicos de pequeno volume na piperazina (1-
metilpiperazina e 1-metil-homopiperazina) parecem ter papel importante na
afinidade por HsR. Diversos ligantes desse receptor apresentam pequenos
substituintes apolares na regido basica, como o grupo metila em ABT-239 que
levam a alta afinidade (COWART et al., 2004). Entretanto, resultados anteriores
da série LINS01 obtidos pelo grupo (CORREA et al., 2017b, 2017a) mostraram
que o grupo alila produziu compostos com maior afinidade pelo H3R (Figura 34).
Em publicacado recente de nosso grupo, os compostos LINS01022, LINS01023
e LINS01024, foram reportados com afinidades pKi de 8,2, 7,8 e 84,

respectivamente. Este dado corrobora com os resultados anteriores do grupo,
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levando a necessidade de investigacdo sobre o grupo alila (CORREA et al.,
2021). No presente trabalho, foram propostos compostos com a 1-butilpiperazina
para avaliar a influéncia da dupla ligagdo no grupo alila, porém até o final do
periodo do mestrado nao foi possivel obter estes compostos em quantidade

suficiente para caracterizagao ou teste de afinidade.

@h@ St I Q
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\ \
LINS01004 A\ LINS01009 LINS01010
H;R pK;=6,9 H;RpK;=7,2 H;RpK,=7,0
H,RpK,<5,0 H,RpK;<5,0 H,RpK,<5,0
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LINS01022 \_\\ LINS01023 \_\\ LINS01024 \_\\

H;R pK;=8,2 H,RpK, =78 H,R pK, = 8,4
H,RpK; <50 H,RpK;<5,0 H,RpK;<5,0
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Figura 35: Compostos que possuem grupos lipofilicos de pequeno volume na

porcao basica.

Apesar dos dados de REA sugerirem que o aumento de volume na regiao
basica dos ligantes levam a reducgao da afinidade, alguns resultados recentes
indicam que algumas interagbes especificas podem levar a compostos
promissores. Szczepanska et al. (2018) avaliaram compostos 1-piridil-
piperazinicos como ligantes de HsR, e os resultados mostraram que o nitrogénio
da piridina para-posicionado em relagao a piperazina geraram compostos com
afinidade nanomolar, como o KSK19 e KSK30 (Figura 35). Curiosamente,
quando esse nitrogénio é colocado em orto ou meta a afinidade é bastante

reduzida. Assim, esses dados sugerem que este atomo provavelmente esta
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envolvido em uma interagao especifica no sitio de interagdo do HsR. Estudos de
docagem realizados pelo mesmo grupo citado indicam que a piridila pode
interagir especificamente com o Aspartato 114, indicando uma nova interagao
especifica com o receptor (SZCZEPANSKA et al., 2019).

K/N l AN K/N AN
KSK19 KSK30
H;R Ki=16,0 nM H,R Ki=16,0 nM

Figura 36: Compostos com 1-piridil-piperazina e sua afinidade por HsR
reportados (SZCZEPANSKA et al., 2018).

Além disso, podem ser verificadas diferentes nucleos (hetero)aromaticos
em ligantes de H3sR e H4R. Nos compostos B1A1 e R1A1, ndo foi possivel
observar afinidade relevante por ambos os receptores. Em relagdao ao HsR, isto
provavelmente ocorreu pela presenga da aromaticidade do anel furano (B1A1)
0 que possivelmente influenciou negativamente sobre afinidade por HsR. Ja no
composto R1A1 a inversdo do nucleo diidrobenzofurano também demonstrou
influéncia negativa na afinidade, o que sugere um papel especifico deste grupo

em interagdes com o receptor, provavelmente envolvendo o atomo de oxigénio.

Em relacdo ao H4R, os compostos LINSO1 possivelmente apresentaram
baixa afinidade pela auséncia do grupo NH do anel inddlico do JNJ7777120, que
aparentemente esta envolvido em uma interacao especifica com o glutamato
5.46 (SCHULTES et al., 2013). Por isso foram propostos as ureias € 0s novos
analogos da anilina, para mimetizar o NH inddlico. Além disso, a auséncia do
grupo carbonila nos compostos LINSO1 pode ter contribuido para a baixa
afinidade no H4R, ja que é possivel uma interagao de hidrogénio entre este grupo
e o receptor (JOJART et al., 2008).

Em um estudo publicado recentemente, foram avaliados derivados
ureidicos e tioureidicos, semelhantes a alguns compostos propostos no projeto.
Em destaque, por semelhancga estrutural, os compostos representados na Figura
36, apresentaram afinidade irrelevante por H4R (inativos). Nestas moléculas é
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possivel observar que a regido basica é representada pela 1-metilpiperazina e o
anel imidazdlico, ambas conectadas pela regido da ureia ao anel aromatico
(DOMINGUEZ-ALVAREZ et al., 2019). Apesar de serem inativos, ainda é
possivel avaliar a influéncia das diferentes regides aromaticas que foram
propostas neste trabalho, pois estes compostos tratam-se de moléculas simples
com as regides que auxiliam na afinidade pelo H4R. Possivelmente a presenca
da carbolina vizinha ao nitrogénio que mimetiza o NH inddlico do JNJ-7777120

pode influénciar negativamente na interagdo que este nitrogénio faria com o

receptor.
0 0
(fﬁk““ (fﬂ*w
K/N\ \QN
K;>100 pM K;>100 pM

Figura 37: Compostos ureidicos.
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6. CONCLUSOES

Neste trabalho, foram sintetizados 17 compostos finais, dos quais 12
foram reportados pela primeira vez na literatura. Destes, 4 foram avaliados em
ensaios farmacolégicos, e mostraram, em geral, baixa afinidade por ambos
receptores (pKi < 5,0), exceto o composto M1A1 que apresentou afinidade
nanomolar pelo H4R (pKi 7,1), sendo considerado um ligante promissor para
futuras modificagdes. Além disso, este composto mostrou atividade agonista
parcial neste receptor, como sugerido pelos resultados obtidos nos ensaios de
BRET.

Os resultados obtidos mostram que as modificacbes moleculares
observadas nos compostos B1A1, D2A6 e R1A1 prejudicaram a afinidade dos
compostos pelos receptores quando comparados com os prototipos da série.
Entretanto, outros compostos sintetizados s&o promissores e ainda seréo
avaliados quanto sua afinidade. Estes resultados contribuirdo para elucidar mais

caracteristicas da REA destes ligantes pelos H3R e H4R.

Em suma, o trabalho mostrou que substituicbes com grupos de maior
volume devem ser evitadas nesta série de compostos, e esses dados sdo muito

valiosos para o planejamento de futuros compostos com afinidade aprimorada.
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7. EXPERIMENTAL

Os experimentos foram realizados no LINS (laboratério de Insumos
Naturais e Sintéticos), utilizando reagentes comercialmente obtidos e vidrarias

comuns de laboratorio de quimica organica.

7.1. Sintese dos compostos 2-(2,3-diidro)benzofuranos

7.1.1. Obtencgao dos 2-alilfenois

Em um bal&o, foram adicionados 10 mmol do fenol 4-substituido 2a-4a,
20 mmol (2,42 g) do brometo de alila e 20 mmol (2,76 g) carbonato de potassio
em 20 mL de acetona em um baldo de 50 mL. A mistura reacional foi mantida
em agitacdo e refluxo por 24 horas. A seguir, o solvente foi evaporado, e o
residuo foi ressuspendido em agua e extraida com 2x15 mL da mistura de
Hex:AcOEt (9:1). A fase orgéanica foi separada, secada com sulfato de sédio
anidro e evaporada. Apos a purificagao foram obtidos os alil-fenil éteres com

diferentes substituintes em para.

OH o)
r— 121
R R Z
2-4a 2-4b

R = t-Butil (2); Ph (3); CI (4)

Esquema 7: Esquema geral da reagao de alilagdo. Reagentes e condicoes:
Brometo de alila (2 eq.), K2CO3 (2 eq.), acetona, 60 °C, 8-12 h.

X@D

1-Aliloxi-4-(t-butil)benzeno (2b). Rendimento 85%. Oleo incolor ou levemente
amarelado. "H-RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS): & 7,29 (d, J = 8,8 Hz, 2H),
6,85 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,06 (m, 1H), 5,41 (d, J = 17,3 Hz, 1H), 5,27 (d, J= 10,5
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Hz, 1H), 4,52 (d, J = 5,3 Hz, 2H), 1,30 (s, 9H). "*C-RMN (75MHz, CDCls, ppm,
TMS): 6 156,38, 143,51, 133,61, 126,22, 117,52, 114,19, 68,86, 34,08, 31,54.

O)

1-Aliloxi-4-fenilbenzeno (3b). Rendimento 74%. Sdlido branco. 'H-RMN (300
Mhz, CDCls, ppm, TMS): 8 7,58 — 7,47 (m, 3H), 7,41 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 7,35 —
7,23 (m, 2H), 6,99 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 6,09 (m, 1H), 5,44 (d, J = 17,3 Hz, 1H),
5,31 (d, J=11,9 Hz, 1H), 4,59 (dt, J=5,3, 1,5 Hz, 2H). "*C-RMN (75 MHz, CDCls,
ppm, TMS): & 158,19, 140,82, 133,97, 133,31, 132,02, 130,22, 126,73, 126,66,

117,70, 115,05, 68,92.
Cl : )

1-Aliloxi-4-clorobenzeno (4b). Rendimento 79%. Oleo incolor ou levemente
amarelado. 'H-RMN (300 MHz, CDCls3, ppm, TMS): & 7,21 (d, J = 8,9 Hz, 2H),
6,82 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 6,02 (m, 1H), 5,33 (dd, J = 33,2, 13,9 Hz, 2H), 4,48 (d,
J =5,2 Hz, 2H)."3C-RMN (75 MHz, CDCls, ppm, TMS): & 157,21, 132,94, 129,31,
125,70, 117,88, 116,04, 69,06.

7.1.2. Obtencao dos alil fenil éteres

Foram adicionados 0,5 g dos alil-fenil éteres (2-4) em 2 mL de DMF em
um frasco reacional selado. A mistura foi submetida a irradiacdo em reator de
micro-ondas a 200-220 °C (poténcia maxima 300 W; pressao maxima 300 psi)
por 60 a 180 min. Ao final, o material bruto foi dissolvido em 15 mL de
diclorometano, e lavado com 5x10 mL de agua. A fase organica foi secada com
sulfato de sédio anidro e evaporada. O produto bruto foi purificado por
cromatografia em coluna, utilizando Hex:AcOEt (9:1) como eluente e silica como

fase fixa.
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@) OH
L) — )
R Z R
2-4b 24c

R = t-Buitil (2); Ph (3); Cl (4)

Esquema 8: Esquema geral da reagédo de rearranjo de Claisen. Reagentes e
condicdes: 180 °C, DMF, micro-ondas 300 W, 1-2h.

2-Alil-4-(t-butil)fenol (2¢). Rendimento: 80%.0leo marrom 'H-RMN (300 MHz,
CDCIs, ppm, TMS): 8 7.13 (dt, J = 5.6, 2.3 Hz, 2H), 7.13 (dt, J = 5.6, 2.3 Hz, 2H),
6.74 (d, J = 8.2 Hz, 1H), 6.74 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,03 (m, 1H), 5,23 — 5,09 (m,
2H), 4,93 (s, 1H), 3,41 (d, J=6,4 Hz, 2H), 1,29 (s, 9H). "*C-RMN (75 MHz, CDCls,
ppm, TMS): & 151,82, 143,68, 136,72, 127,36, 124,65, 124,51, 116,38, 115,35,
35,62, 34,09, 31,58.

OH

2-Alil-4-fenilfenol (3c). Rendimento: 82%. Solido marrom. 'H-RMN (300 MHz,
CDCIs, ppm, TMS): 6 7,54 (d, J = 7,1 Hz, 2H), 7,46 — 7,28 (m, 5H), 6,89 (d, J =
7,9 Hz, 1H), 6,06 (m, 1H), 5.20 (dd, J = 13,6, 5,4 Hz, 2H), 3.48 (d, J = 6,3 Hz,
2H). 3C-RMN (75 MHz, CDCl3, ppm, TMS): & 153,90, 140,99, 136,42, 133,92,
129,15, 128,67, 126,87, 126,24, 125,85, 116,48, 116,10, 35,12.
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2-Alil-4-clorofenol (4c). Rendimento: 75%. Oleo marrom escuro. 'H-RMN (300
MHz, CDCls, ppm, TMS): 6 7,12 - 7,03 (m, 2H), 6,73 (d, J = 9,1 Hz, 1H), 5,97 (m,
1H), 5,22 — 5,10 (m, 2H), 3,36 (d, J = 6,4 Hz, 2H). 3C-RMN (75 MHz, CDCls,
ppm, TMS): & 152,64, 135,49, 130,10, 127,60, 127,18, 125,59, 117,16, 117,02,
34,82.

7.1.3. lodociclizagao

Em um baldo de 50 mL, foram adicionados 2 mmol do 2-alilfenol
correspondente, 2,2 mmol (0,5 g) de iodo e 25 mL de agua destilada ou uma
mistura H20:DCM na propor¢ao 9:1. A mistura reacional foi agitada a
temperatura ambiente por 24 horas, e a seguir, o produto foi extraido com 15 mL
de DCM. A fase organica foi lavada com solugao saturada de tiossulfato de sddio,
secada com sulfato de sodio anidro e evaporada. O produto bruto foi
rapidamente purificado por filtragdo em silica gel com Hex:AcOEt (9:1) como

solvente.

2-4c 2-4d

R =t-Butil (2); Ph (3); Cl (4)

Esquema 9: Esquema geral da reacdo de iodociclizacdo. Reagentes e
condicdes: I2 (1,1 eq.), agua ou EtOH:agua, 4-6 h.
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Tabela 2: Rendimentos das reag¢des de iodociclizagao realizadas.

Composto Solvente Rendimento
1d H20 90%
2d H20 70%
3d H20:DCM (9:1) Quantitativo
4d H20 75%
o

5-t-butil-2-iodometil-2,3-diidro-1-benzofurano (2d). Este produto n&o foi

caracterizado devido a instabilidade, e assim foi usado diretamente na préxima
‘ )
O |

2-(iodometil)-5-fenil-2,3-diidro-1-benzofurano (3d). Sélido marrom. '"H-RMN (300
MHz, CDCls, ppm,TMS): 6 7,51 (d, J = 7,3 Hz, 2H), 7,45 - 7,23 (m, 5H), 6,84 (d,
J =8,2 Hz, 1H), 4,94 (m, 1H), 3,52 — 3,32 (m, 3H), 3,10 (dd, J = 16,0, 6,6 Hz,
1H)."3C-RMN (75 MHz, CDCls, ppm, TMS): & 158,83, 141,17, 134,57, 128,71,
127,38, 126,81, 126,64, 126,46, 123,88, 109,70, 82,07, 36,11, 8,85.

Jgu
Cl I
5-cloro-2-(iodometil)-2,3-diidro-1-benzofurano (4d). Oleo marrom escuro. 'H-
RMN (300 MHz, CDCIs, ppm, TMS): 6 7,14 — 7,04 (m, 2H), 6,69 (d, J = 8,4 Hz,

1H), 4,89 (m, 1H), 3,48 — 3,27 (m, 3H), 3,03 (dd, J = 16,2, 6,6 Hz, 1H)."3C-RMN
76
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(75 MHz, CDCls, ppm, TMS): & 157,81, 128,14, 127,72, 125,52, 125,12, 110,47,
82,12, 36,03, 8,73.

7.1.4. Reacao final para obtencao dos 2-(2,3-diidro)benzofuranos

Em um baldo, foram adicionados 1 mmol de 2-(iodometil)-2,3-
diidrobenzofurano 5-substituido, 1 mmol (0,1382 g) de K2COs3 anidro e 2-4 mmol
de amina (1-metil-homopiperazina — 0,3423 g, N,N-dimetil-etilenodiamina —
0,1762 g, 1-(4-piridil)-piperazina — 0,3264 g ou 1-butilpiperazina — 0,2848 g) em
15 mL de tetraidrofurano (THF). A mistura reacional foi mantida em agitacéo sob
refluxo por 24 h. Apds filtragcao, o solvente foi evaporado e o residuo foi dissolvido
em solucao de HCI 1 M até pH < 2. A mistura foi lavada 2 vezes com 10 mL de
acetato de etila, e a fase aquosa foi entdo alcalinizada com solugédo de NaOH 1
M (até pH > 12) e extraida com 3x10 mL de acetato de etila. As fases orgénicas
foram reunidas, secada com Na2SO4 anidro e evaporada. No caso do composto
D2A5, apds o término da reacgdo o solvente foi evaporado e ressuspendido em
acetato de etila, lavado com 2x10 mL de agua destilada. Apés isso, foi seco com
Na2S04 anidro e evaporada para em seguida ser encaminhado direto para a
purificacdo em coluna cromatografica. Os produtos foram convertidos aos sais
maleato ou dimaleato correspondentes, através da reacdo com excesso de acido
maléico em solvente organico. O sal foi obtido por filtragao, e recristalizado, caso

necessario.
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2.4d D2-4A1-5
R = t-Butil (2); Ph (3); Cl (4)
toHoSastae e e

R = k/ : N— ; , ;
NS K// N N~ I N\/ﬁ
A1 A2 A3 Ad X N A5

Esquema 10: Esquema geral da reacdo de obtencdo dos produtos finais.
Reagentes e condigbes: THF, K2CO3 (1-2 eq.), amina Ax (2-4 eq.) 60-80 °C, 24-

48 h.
(o
N/j
-
\
1-[(2,3-di-hidro-1-benzofuran-2-il)metil]-4-metil-1,4-diazepano (D1A2).

Rendimento: 22%. Oleo marrom 'H RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS) 5 7,18
— 7,03 (m, 2H), 6,80 (dd, J = 17,9, 7,7 Hz, 2H), 4,89 (m, J = 14,3, 7,2 Hz, 1H),
3,25 (dd, J = 15,6, 9,1 Hz, 1H), 3,03 — 2,78 (m, 6H), 2,72 (dd, J = 13,4, 5,0 Hz,
1H), 2,61 (dd, J = 10,7, 5,1 Hz, 4H), 2,35 (s, 3H), 1,81 (quint, J = 6 Hz, 2H). '3C
RMN (75 MHz, CDCls, ppm, TMS) & 159,56, 127,88, 126,61, 124,92, 120,21,
109,49, 81,49, 62,41, 57,80, 57,13, 55,24, 54,81, 47,03, 33,94, 27,40.
o~
ﬁ—\_ /

N

\
[(2,3-di-hidro-1-benzofuran-2-il)metil][2-(dimetilamino)etillamina (D1A3).

Rendimento: 8%. Oleo marrom. "H RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS) & 7,18 —
7,05 (m, 2H), 6,86 — 6,74 (m, 2H), 4,92 (ddd, J= 16,8, 7,7, 4,1 Hz, 1H), 3,28 (dd,
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J=155,9,2 Hz, 1H), 2,99 — 2,81 (m, 3H), 2,76 (t, J = 6,5 Hz, 2H), 2,44 (t, J= 6,0
Hz, 2H), 2,34 (s, 1H), 2,23 (s, 6H). 13C RMN (75 MHz, CDCls, ppm, TMS) &
159,38, 127,95, 126,64, 124,97, 120,29, 109,50, 82,27, 59,15, 54,61, 47,50,
45,58, 33,52.

.

1-[(6-terc-butil-2,3-di-hidro-1-benzofuran-2-il)metil]-4-metil-1,4-diazepano
(D2A2). Rendimento: 22%. Oleo marrom. '"H RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS)
07,19 (s, 1H), 7,12 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 6,69 (d, J = 8,4 Hz, 1H), 4,98 — 4,79 (m,
1H), 3,25 (dd, J = 15,5, 9,1 Hz, 1H), 2,99 — 2,84 (m, 6H), 2,77 — 2,60 (m, 5H),
2,39 (s, 3H), 1,86 (quint, J = 6 Hz, 2H), 1,29 (s, 9H). *C RMN (75 MHz, CDCls,
ppm, TMS) & 157,31, 143,31, 126,17, 124,64, 121,92, 108,63, 81,60, 62,52,
57,80, 56,92, 54,72, 46,76, 34,21, 31,74, 27,04.

C.mD

N

\

1-[(5-cloro-2,3-dihidro-1-benzofuran-2-il)metil]-4-metil-1,4-diazepano  (D4A2).
Rendimento: 26%. Oleo marrom. '"H RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS & 7,10
(s, 1H), 7,04 (d, J = 8.5 Hz, 1H), 6,67 (d, J= 8.5 Hz, 1H), 4,91 (ddd, J=14,2, 7.2
Hz, 1H), 3,23 (dd, J = 15,8, 9,1 Hz, 1H), 3,02 — 2,78 (m, 6H), 2,67 (m, 5H), 2,36
(s, 3H), 1,82 (quint, J =6 Hz, 2H). '*C RMN (75 MHz, CDCl3, ppm, TMS) & 158,27,
128,65, 127,72, 124,93 , 110,31, 82,29 , 62,14 , 57,82 , 57,05, 55,20 , 54,82 ,
47,00, 33,76, 27,34 .

7.2.0btencgao das amidas

Em um baldo de 50 mL, foram adicionadas a amina correspondente (2-3
mmol - 1-metil-homopiperazina — 0,3423 g, N,N-dimetil-etilenodiamina — 0,1762

g, 1-(4-piridil)-piperazina — 0,3264 g ou 1-butilpiperazina — 0,2848 g) em 10 mL
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de DCM. Em um frasco separado, 1 mmol do cloreto de benzofurano-2-carbonila
(0,1805 g) foi dissolvido em g.s. de DCM, e adicionado lentamente a solu¢ao da
amina. A mistura reacional foi mantida sob agitagdo por 2-3 h em temperatura
ambiente. Em seguida, a mistura reacional foi lavada 2 vezes com 10 mL de
solugéo saturada de NaHCOs (bicarbonato de sédio) e 2 vezes com 10 mL de
agua destilada. Apds este processo, o solvente foi evaporado. Quando possivel,
os produtos foram convertidos aos sais maleato correspondentes, através da
reagcao com excesso de acido maléico em solvente organico. O sal foi obtido por

filtragc&o, e recristalizado, caso necessario.

O (0] O
4 — I

Cl R
1e

M1A1-4

R= - N )

A1 A2 A3 A4 X N

faf\N/\ ‘I{N/\ N /{H/\N fk@

Esquema 11: Esquema geral para obtengédo das amidas. 1e (1 mmol), amina Ax
(2-3 eq.), DCM, 25 °C, 2-3 h.

1-(1-benzofuran-2-carbonil)-4-metillpiperazina (M1A1) Rendimento: 91%. Oleo
amarelado ou levemente amarronzado. '"H RMN (CDCls, ppm, TMS) & 7,65 (dd,
J=7,8,0.5Hz, 1H), 7,53 (dd, J= 8,3, 0.8 Hz, 1H), 7,39 (dt, J= 10,1, 5.0 Hz, 1H),
7,34 — 7,24 (m, 2H), 3,88 (s, 4H), 2,52 (dd, J = 14,3, 9,2 Hz, 4H), 2,34 (s, 3H).
13C NMR (CDCls, ppm, TMS) & 159,78, 154,61, 149,06, 126,98, 126,44, 123,59,
122,23, 111,96, 111,86, 55,05, 46,02.
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1-(1-benzofuran-2-carbonil)-4-metil-1,4-diazepano (M1A2) Rendimento: 90%.
Oleo amarelado ou levemente amarronzado. "H RMN (300 MHz, CDCls, ppm,
TMS) 67,65 (d, J=7,7 Hz, 1H), 7,52 (d, J= 8,3 Hz, 1H), 7,39 (t, J= 7,7 Hz, 1H),
7,33 -7,22 (m, 2H), 3,84 (m, 4H), 2,79 (m, 2H), 2,63 (t, J = 9,1 Hz, 2H), 2,40 (s,
3H), 2,04 (quint, J = 6 Hz, 2H). 3C NMR (75 MHz, CDCls) & 161,01 , 154,63,
149,56, 149,48, 127,03, 126,32, 123,51, 122,21, 111,83, 111,70, 111,64, 59,61,
57,55, 57,50, 56,73, 48,27, 48,08, 46,69, 46,63, 46,27, 46,18, 28,55, 26,78.

(@) 0O
I~

ﬁ—\_N<

N-[2-(dimetilamino)ethyl]-1-benzofuran-2-carboxamida (M1A3). Rendimento:
94%. Oleo amarelado ou levemente amarronzado. '"H RMN (300 MHz, CDCls,
ppm, TMS) & 7,65 (d, J=7,8 Hz, 1H), 7,52 (d, J = 8,3 Hz, 1H), 7,45 (s, 1H), 7,40
(t, J=7,1Hz, 1H), 7,28 (t, J= 7,5 Hz, 1H), 3,56 (q, J = 6 Hz, 2H), 2,54 (t, J = 6,0
Hz, 2H), 2,30 (s, 6H). '3C RMN (75 MHz, CDCls, ppm, TMS) & 158,96, 154,78,
148,99, 127,66, 126,68, 123,57, 122,61, 111,82, 110,12, 57,87, 45,28, 36,78.

1-(1-benzofuran-2-carbonil)-4-(piridin-4-il)piperazina (M1A4). Rendimento: 75%.
Sélido branco '"H RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS) 5 8.33 (d, J = 6.5 Hz, 2H),
7.68 (d, J=8.1 Hz, 1H), 7.54 (d, J = 8.4 Hz, 1H), 7.45 (dd, J = 7.2, 1.2 Hz, 1H),
7.41 (s, 1H), 7.32 (t, J = 7.5 Hz, 1H), 6.70 (d, J = 6.5 Hz, 2H), 4.04 (s, 4H), 3.55
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—3.38 (m, 4H). 3C RMN (75 MHz, CDCls, ppm, TMS) & 159,82, 154,66, 150,52,
148,76, 126,85, 123,80, 122,42, 112,91, 111,89, 108,55, 46,12.

7.3. Obtencao dos compostos benzofuranicos

Metodologia 1: Em um baldo de 50 mL, foram adicionados 1 mmol do
aldeido correspondente e 2-3 mmol da amina (1-metilpiperazina — 0,4004 g, 1-
metil-homopiperazina — 0,3423 g, ou 1-(4-piridil)piperazina — 0,3264 g) em 20 mL
de acetonitrila. A solugdo foi mantida em agitacdo por 1 h, e a seguir foram
adicionados 3 mmol (0,9537 g) de triacetoxiboroidreto de sédio sob banho de
gelo, e a reagao foi agitada por 24 h. Ao final, a acetonitrila foi evaporada e a
mistura reacional foi ressuspendida em 15 mL de acetato de etila, lavada
sequencialmente com 2x15 mL de solugdo saturada de bicarbonato de sédio e
3x10 mL de agua destilada, secada com Na2SO4 anidro e evaporada. Os
produtos foram convertidos aos sais dimaleato correspondentes, através da
reagao com excesso de acido maléico em solvente organico. O sal foi obtido por

filtragc&o, e recristalizado, caso necessario.
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Esquema 12: Esquema geral para obtengdo dos compostos benzofuranicos.
Reagentes e condic¢des: 1g (1 mmol), amina Ax (2-3 eq.), STAB (3 eq.), MeCN,
0-25 °C, 1-4 h.
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1-[(1-benzofuran-2-yl)metil]-4-metil-1,4-diazepano (B1A2). Rendimento: 8%.
Sdlido branco. '"H RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS) 8 7,52 (d, J = 6,7 Hz, 1H),
7,46 (d, J=7,9 Hz, 1H), 7,29 — 7,16 (m, 3H), 6,58 (s, 1H), 3,83 (s, 2H), 2,82 (m,
8H), 2,44 (s, 3H), 1,91 (quint, J = 6 Hz, 2H). 3C RMN (75 MHz, CDCls, ppm,
TMS) & 155,48, 155,03, 155,27, 128,32, 123,87, 122,65, 120,68, 111,22, 105,22,
57,60, 56,54, 55,20, 53,90, 53,36, 46,49, 26,56.

1-(2,3-diidrobenzofurano-5-iimetil)-4-fenil-piperazina (R1A6). Rendimento: 57%.
Oleo amarelado. "H RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS) & 7,25 (t, J = 7,9 Hz,
2H), 7,20 (s, 1H), 7,05 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,91 (d, J = 8,1 Hz, 2H), 6,84 (t, J =
7,3 Hz, 1H), 6,73 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 4,56 (t, J = 8,7 Hz, 2H), 3,51 (s, 2H), 3,20
(m, 6H), 2,71 — 2,50 (t, J = 9 Hz, 4H). '3C RMN (75 MHz, CDCl3, ppm, TMS) &
159,47, 151,33, 129,98, 128,97, 127,14, 126,05, 119,71, 116,12, 108,81, 71,32,

62,72, 52,93, 49,03, 29,72.

1-(2,3-diidrobenzofurano-6-ilmetil)-4-metil-piperazina (R1A1). Rendimento: 51%
Oleo amarelado. '"H RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS) & 7,15 (s, 1H), 7,02 (d,
J=8,2Hz, 1H), 6,71 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 4,56 (t, J = 8,7 Hz, 2H), 3,45 (s, 2H),
3,19 (t, J = 8,7 Hz, 2H), 2,55 (s, 8H), 2,34 (s, 3H).
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Metodologia 2: Em um frasco de 20 mL, foram adicionados 1 mmol
(0,1461 g) do aldeido correspondente e 1 mmol (0,0881 g) de N,N-dimetil-
etilenodiamina em 10 mL de THF. A mistura foi submetida a agitagdo em banho
ultrassénico por 2 h. Em seguida, foram adicionados 3 mmol (0,1134 g) de
boroidreto de sodio, e a solugéo foi agitada por mais 2-3 h. Em seguida, o THF
foi evaporado e a mistura reacional foi ressuspendida em em 15 mL de acetato
de etila, lavada com 3x10 mL de agua destilada, secada com Na2SO4 anidro e
evaporada Ao final, o produto foi seco com Na2SO4 anidro e o solvente foi
evaporado. Os produtos foram convertidos aos sais dimaleato correspondentes,
através da reacao com excesso de acido maléico em solvente orgéanico. O sal

foi obtido por filtragcao, e recristalizado, caso necessario.
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Esquema 13: Esquema geral para obtengdo do composto B1A3. Reagentes e
condi¢des: (i) 1g (1 mmol), N,N-dimetil-etilenodiamina (1 eq.), THF, ))), 2 h; (ii)

NaBHa (2-3 eq.), 2 h.
(@)
I

N
\

[(1-benzofuran-2-il)metil][2-(dimetilamino)etillamina (B1A3). Rendimento: 17%.
Oleo amarelado. "H RMN (CDCls, ppm, TMS) 8 7,51 (d, J = 6,9 Hz, 1H), 7,44 (d,
J=7,9Hz 1H), 7,21 (dt, J = 7,2, 1,5 Hz, 2H), 6,57 (s, 1H), 3,95 (s, 2H), 2,74 (t,
J =6,0 Hz, 2H), 2,44 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 2,21 (s, 6H). '*C RMN (CDCls, ppm,
TMS) & 156,91, 154,95, 128,48, 123,71, 122,57, 120,65, 111,07, 103,71, 58,97,
46,73, 46,45, 45,48.

84



7.4.Obtencao das ureias

Em um baldo de 50 mL, foram adicionados 71 uL (~0,5 mmol) de benzil
isocianato em 10 mL de DCM e submetidos a agitagdo. A seguir, 2-3 mmol (1-
metil-hnomopiperazina — 0,3423 g, N,N-dimetil-etilenodiamina — 0,1762 g, 1-(4-
piridil)-piperazina — 0,3264 g ou 1-butilpiperazina — 0,2848 g) da amina
correspondente previamente dissolvidas em 5 mL de DCM foram adicionados e
a reagao seguiu em agitacdo constante por 2 h em temperatura ambiente. Ao
final, a mistura reacional foi lavada com 5x10 mL de agua destilada, secada com
Na2S04 anidro e evaporada. Os produtos foram convertidos aos sais maleato
correspondentes, através da reagdo com excesso de acido maléico em solvente

organico. O sal foi obtido por filtragao, e recristalizado, caso necessario.
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Esquema 14: Esquema geral para obtengao das ureias. Reagentes e condigdes:
1h (1 mmol), amina Ax (2-3 eq.), DCM, t.a., 1-4 h.
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N-benzil-4-metillpiperazina-1-carboxamida (U1A1) Rendimento: 66%. Sdlido
levemente amarelado. "H RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS) & 7,44 — 7,20 (m,
6H), 4,72 (s, 1H), 4,45 (d, J=5,4 Hz, 2H), 3,42 (t, J= 5,1 Hz, 4H), 2,41 (t, J= 5,1
Hz, 4H), 2,33 (s, 3H). '3C RMN (75 MHz, CDCls, ppm, TMS) & 157,52, 139,36,
128,66, 127,84, 127,37, 54,68, 46,12, 45,07, 43,79.
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N-benzil-4-metil-1,4-diazepano-1-carboxamida (U1A2). Rendimento: 76%.
Sélido branco. '"H RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS) 8 7,39 — 7,25 (m, 5H), 4,65
(s, 1H), 4,46 (d, J = 5,5 Hz, 2H), 3,67 — 3,57 (m, 2H), 3,48 (i, J = 6,2 Hz, 2H),
2,68 — 2,54 (m, 4H), 2,38 (s, 3H), 1,94 (quint, J = 6 Hz, 2H). '3C RMN (75 MHz,
CDCls, ppm, TMS) & 157,75, 139,67, 128,62, 127,76, 127,27, 58,94, 57,75,
46,71, 45,53, 45,17, 27,93.
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1-benzil-3-[2-(dimetilamino)etilllureia (U1A3). Rendimento: 70%. Sdlido branco.
"H RMN (300 MHz, CDCl3, ppm, TMS) & 7,40 — 7,21 (m, 6H), 5,48 (s, 1H), 5,02
(s, 1H), 4,38 (d, J = 5,6 Hz, 2H), 3,26 (q, J = 6 Hz, 2H), 2,41 (t, J = 6 Hz, 2H),
2,18 (s, 6H).

7.5.0btenc¢ao dos derivados da anilina

Em um baldo de 50 mL, foram adicionados 1 mmol (0,0945 g) de acido
cloroacético, 1 mmol (0,1552 g) de EDC.HCI e 1 mmol (0,1351 g) de HOBt em
20 mL de DCM. A mistura foi agitada por 1 h a temperatura ambiente, e a seguir
1 mmol (0,1276 g) de 4-cloroanilina foram adicionados. A reagdo permaneceu
sob agitagcédo por 24 h, e ao final o solvente foi evaporado e o produto bruto foi
purificado por coluna cromatografica, utilizando Hex:AcOEt (8:1) como eluente e

silica como fase fixa.
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Esquema 15: Esquema geral para obtencdo das anilidas. Reagentes e
condigbes: (i) 4i (1 mmol), acido cloroacético (1.1 eq.), EDC.HCI (1 eq.),
HOBt.xH20 (1 eqv.), DCM, t.a., overnight; (ii) N4CI (1 mmol), amina Ax (2-3
mmol), K2COs (1 eq.), KI (1 eq.), acetona, 60 °C, 24 h.

jone

2-cloro-N-(4-clorofenil)acetamida (N4Cl): Rendimento 31%. Oleo amarelado. "H
RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS) 6 8,24 (s, 1H), 7,51 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,33
(d, J=8,8 Hz, 2H), 4,19 (s, 2H). '3C RMN (75 MHz, CDCls3, ppm, TMS) & 163,83,
135,26, 130,38, 129,20, 121,36, 42,82.

N-(4-clorofenil)-2-(4-metilpiperazin-1-il)acetamida (N4A1): Rendimento 41%.
Oleo amarelado. 'H RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS) & 9,15 (s, 1H), 7,53 (d,
2H), 7,29 (d, 2H), 3,14 (s, 2H), 2,66 (s, 4H), 2,51 (s, 4H), 2,33 (s, 3H). '*C RMN
(300 MHz, CDCls, ppm, TMS) & 168,38, 136,21, 129,11, 129,03, 120,61, 61,80,
55,25, 53,45, 45,97.
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N-(4-clorofenil)-2-(4-metil-1,4-diazepam-1-il)acetamida (N4A2): Rendimento
34%. Oleo amarelado. 'H RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS) & 9.41 (s, 1H),
7.56 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 7,29 (d, J = 8,8 Hz, 2H), 3,27 (s, 2H), 2,91 — 2,80 (m,
4H), 2,67 (dd, J = 11,2, 6,7 Hz, 4H), 2,40 (s, 3H), 1,94 — 1,80 (m, 2H). 3C NMR
(75 MHz, CDCIs) 6 169,38, 136,39, 129,01, 120,65, 62,72, 58,14, 57,09, 55,93,
55,08, 47,27, 28,05.

7.6.Ensaios de afinidade por HsR e H4aR

Os ensaios de afinidade realizados em colaboragdo com o Prof. Dr.
Claudio Miguel da Costa Neto, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto
(FMRP-USP). Os ensaios foram efetuados nos receptores H3sR e H4R humanos
expressos em membranas de células HEK293T usando a técnica de
deslocamento da [3H]-histamina (binding competitivo). As contagens de
radioatividade foram utilizadas para estimar as concentragdes inibitorias 50%
(IC50), que foram usadas para calcular as constantes de afinidade (Ki) através
da equacao de Cheng-Prusoff, com nivel de confianga de 95% (SANTOS et al.,
2015).

As células foram cultivadas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) contendo 10% de soro fetal bovino (SFB), penicilina
100 U/mL e estreptomicina 100 uM, em um ambiente umidificado com 5% de
CO2. Um dia antes da transfeccéo, 6 x 108 células foram semeadas em placas
de Petri. As transfecgdes transientes foram realizadas utilizando polietilenimina
25 KDa (PEI) como agente transfectante. Dois dias depois da transfec¢ao as

células foram utilizadas para os ensaios de binding ou funcionais.

As células HEK293T transfectadas de forma transiente com o receptor em
estudo foram transferidas para placas de 24 pocos pré-tratadas com poli-lisina
(0,1 mg/mL em PBS) na quantidade de 2 x 10° células por pogo um dia apos a
transfecgdo. Dois dias apds a transfeccado as células foram enxaguadas com
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tampao de lavagem gelado (Tris-HCI 25 mM, pH 7,4, 140 mM NacCl, 5 mM MgClz,
0,1% albumina de soro bovino) e os ensaios foram iniciados com a adi¢ao do
ligante marcado (H-histamina) na auséncia ou presenca de diferentes
concentragbes de ligantes frios, em um volume final de reagéo de 525 uL. O
tampao usado nos ensaios sera Tris-HCI 25 mM, pH 7,4, contendo MgCl2 5 mM,
albumina de soro bovino 0,1% (p/v) e bacitracina 100ug/mL. Apds a adigao do
ligante marcado, as placas foram incubadas por pelo menos 16 horas a 4 °C.
Ap0ds a incubagao os pogos foram lavados duas vezes com tampao de lavagem
gelado e sera adicionado a cada pogo 200 yL de tampéo de lise (ureia 48%,
detergente NONIDET P-40 2%, preparado em acido acético 3 M). As amostras
foram coletadas e misturadas com 3 mL de liquido de cintilacédo, e a radiagcéo
emitida quantificada (Packard Tri-Carb 2100TR — PerkinElmer). Como padrdes
farmacoldgicos, foram utilizados clobenpropite e o JNJ-7777120 (obtidos
comercialmente), que séo ligantes amplamente estudados dos receptores HiR e
H4R, respectivamente. Os resultados foram normalizados e plotados como
porcentagem da ligagdo maxima de ligante radioativo, e através de calculos de
regressao nao-linear realizados com o software GraphPad Prism serdo
calculados os valores de ICs0. Os valores de K serdo calculados utilizando a
equacéo de Cheng-Prussoff, em que Ki = (ICs0)/(1+([ligante]/Kp) (SANTOS et al.,
2015). Ao final, os resultados serao comparados pelo teste t de Student, com

numero amostral entre 7 e 10, com nivel de confianga de 95% (p < 0,05).

7.7. Ensaios de atividade funcional em H3R e H4R

Os ensaios funcionais foram também realizados em colaboragdao com o
grupo do Prof. Claudio. Para avaliagdo da ativagdo da proteina G, células
HEK293T foram transfectadas com hHsR ou hH4R e o biosensor doador de
BRET construido com a proteina Gi1 ligada a luciferase (RLucll), proteina
aceptora de BRET GFP10-Gy2, e a subunidade GB1 (GALES et al., 2005). Os
ensaios foram realizados 48 h depois da transfeccao e os sinais do BRET foram
medidos utilizando o leitor de placas Synergy™ Neo2 (BioTek) equipado com o
filtro BRETZ2 (aceptor: 510 nm e doador: 400 nm), 5 min depois da adi¢ao de 2,5

MM de coelenterazina 400a (Biotium, Hayward, CA, EUA) e a estimulagao dos
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compostos. Para os ensaios de antagonistas, os compostos foram pré-
incubados por 30 min. antes de adicionar a histamina e a coelenterazina, de
acordo com o procedimento descrito. Os compostos comerciais, clobenpropit e
JNJ-10191584 (comercialmente obtidos pela Sigma, St. Louis, MO, EUA) foram
utilizados como controle para hHsR e hH4R, respectivamente. Os dados obtidos
foram tratados por analise de varidancia (ANOVA), utilizado o pos-teste de
Dunnett para comparagdes multiplas. O nivel de confianga adotado foi de 95%
(p = 0,05).
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1-[(2,3-di-hidro-1-benzofuran-2-il)metil]-4-metil-1,4-diazepano (D1A2) '"H RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS) 5 7,18 — 7,03 (m, 2H), 6,80 (dd, J = 17,9, 7,7 Hz, 2H), 4,89 (m, J
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1-[(1-benzofuran-2-yl)metil]-4-metil-1,4-diazepano (B1A2). 3C RMN (75 MHz, CDCls, ppm, TMS) & 155,48 , 155,03 , 155,27 , 128,32 , 123,87 , 122,65 , 120,68 , 111,22 ,
105,22 , 57,60 , 56,54 , 55,20 , 53,90 , 53,36 , 46,49 , 26,56 .

147



RO R BEEEREETE L 2 885  18%
SIS N2 W W o000

Gus = @ =
e ?x”“ [/8E BE&iE TN
L Sbveg vt
—_— .—/—-"""'_. — -Gmo
-5000
-5000
|
M
— - _0
A & & g =B 000
Ll ﬁ]' Ic’ v I ? I I'-"I '— T 'g I v
723 72 71 70 69 68 67
f1 (ppm)
" ~3000
I
-2000
|
~1000
. Je o U e oo )
=T L i i
a2 8 S 3
~ ~ U =] T
T I I I ] ] M 1 I I ] T I I T ] T
7.5 70 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 35 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 0.5 0.0

1-(2,3-diidrobenzofurano-5-ilmetil)-4-fenil-piperazina (R1A6) '"H RMN (300 MHz, CDCls, ppm, TMS) 6 7,25 (t, J = 7,9 Hz, 2H), 7,20 (s, 1H), 7,05 (d, J = 8,0 Hz, 1H), 6,91 (d, J
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Atividades realizadas no periodo:

Durante este periodo do mestrado, foi possivel realizar diversas
atividades. No primeiro semestre de 2019, realizei, como mencionado no
histérico, as disciplinas Metodologia da Pesquisa Aplicada a Ciéncias
Farmacéuticas e formas covalentes de transporte de farmacos. Ja no segundo
semestre de 2019, realizei as disciplinas de Alvos macromoleculares e
Fundamentos para uma abordagem critica em pesquisa. Durante algumas
dessas disciplinas foi possivel realizar apresentagdo de seminarios além de
escrever a apresentar novos projetos de pesquisa. Além disso, foi possivel

obter maior senso critico em leitura de artigos e sua avaliagao.

Durante o segundo semestre de 2019 também realizei o PAD (Programa
de aperfeicoamento didatico) onde acompanhei as aulas da Professora
Daniela Rando, na disciplina de Quimica Farmacéutica I. Ao final do PAD
ministrei a aula de anticonvulsivantes com acompanhamento da professora,

além de auxilia-la na corre¢ao de atividades e provas.

Além disso, participei junto ao grupo SiMBio (Sintese de Moléculas
Bioativas), de congressos tal como o BrazMedChem, onde apresentei alguns
resultados em forma de péster para divulgacéao cientifica. Antes de ingressar
no mestrado, pude realizar iniciagao cientifica junto ao Professor Jodo Paulo
Fernandes e com os resultados e compostos sintetizados e avaliados foi

possivel publicar trés artigos cientificos:

e GINOZA, M.; FERNANDES, G. A. B.; CORREA, M. F.; FERNANDES, J. P.
S. Novel potent vasodilating agents: Evaluation of the activity and potency
of LINS01005 and derivatives in rat aorta. European Journal of
Pharmaceutical Sciences, v. 143, p. 105171, 2020.

e CORREA, M. F.; REINER, D.; FERNANDES, G. A. B.; VARELA, M. T_;
ARANHA, C. M. S. Q.; STARK, H.; FERNANDES, J. P. S.; Profiling of
LINSO1 compounds at human dopamine D2 and D3 receptors. Journal of
Chemical Sciences, v. 132, p. 5, 2020.

e CORREA, M. F; BARBOSA, A. J. R.; FERNANDES, G. A. B.; BAKER, J.
G.; FERNANDES, J. P. S. Pharmacological and SAR analysis of the LINS01
compounds at the human histamine H 1, H 2 and H 3 receptors. Chemical
Biology & Drug Design, v. 93, p. 89-95, 2019.

e BALBINO, A. M; LIMA, L. J. S.; FERNANDES, G. A. B.; CORREA, M. F;
GOMES, E.; LANDGRAF, M. A.; FERNANDES, J. P. S.; LANDGRAF, R. G.
The novel H4R antagonist 1-[(5-chloro-2,3-dihydro-1-benzofuran-2-
Yl)methyl]-4-methyl-piperazine (LINS01007) attenuates several symptoms
in murine allergic asthma. Cellular Physiology and Biochemistry, v. 54, n. 6,
p. 1163-1176, 2020.
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CORREA, M. F.; BALICO-SILVA, A. L.; KISS, D. J.; FERNANDES, G. A.
B.; MARASCHIN, J. C.; PARREIRAS-E-SILVA, L. T.; VARELA, M. T,
SIMOES, S. C.; BOUVIER, M.; KESERU, G. M.; COSTA-NETO, C. M;
FERNANDES, J. P. S. Novel potent (dihydro)benzofuranyl piperazines as
human histamine receptor ligands — Functional characterization and
modeling studies on Hsand Hareceptors. Bioorganic & Medicinal
Chemistry, v. 30, 2021
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Contents lists available at ScienceDirect ﬂ _
A
European Journal of Pharmaceutical Sciences ——
‘n‘
journal homepage: www.elsevier.com/locate/ejps \“-:

Novel potent vasodilating agents: Evaluation of the activity and potency of | )
LINS01005 and derivatives in rat aorta =

Milton Ginoza', Gustavo A.B. Fernandes', Michelle F. Corréa, Jodo Paulo S. Fernandes®

Departamento de Ciéncias Farmacéuticas, Universidade Federal de Sdo Paulo, Rua Sdo Nicolau 210, Diadema, SP 09913-030, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Cardiovascular diseases (CVDs) present high prevalence rates in the current world. It is estimated that ap-
Vasodilating agents proximately one-third of the global deaths are related to CVDs, and thus there is still a need for novel drugs to
SAR analysls treat these disorders. We serendipitously discovered that LINSO1005 (Sa) is a potent vasodilating agent in rat
Thoracic aorta aorta, and therefore a set of analogues were evaluated for the vasodilating potency in Wistar and SHR rat

Chemometric analysis thoracic aorta precontracted with norepinephrine, with endothelium intact (E + ) or denuded (E-) aortic rings.

Compounds 5a and 5b were the most potent, showing submicromolar potency for endothelium intact vessels
(ECsg 853 and 941 nM, respectively) and micromolar values for E- vessels (ECsg 2.4 and 7.1 pM, respectively).
These compounds were indeed significantly more potent vasodilating agents in SHR-derived aortic rings (p <
0.001), showing nanomolar potency for 5a [ECsy 2.4 nM (E+) 9.0 nM (E-)] and 5b [ECss 20 nM (E+) 2.1 uM
(E-)]. SAR analysis though PCA and HCA were performed, suggesting that N-phenylpiperazine is essential to the
activity, while increasing volume in the substituted aromatic moiety is detrimental to the potency. This is the
first report of the vasodilating properties of such compounds, and studies regarding the mechanism of action are
in progress in our group.
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REGULAR ARTICLE G:.)m

Profiling of LINSO1 compounds at human dopamine D, and D;
receptors

MICHELLE F CORREA“, DAVID RE[NER'”, GUSTAVO A B FERNANDES®,

MARINA T VARELA® CECILIA M S Q ARANHA®, HOLGER STARK™*® and

JOAO PAULO S FERNANDES** ®

A Department of Pharmaceutical Sciences, Universidade Federal de Sido Paulo, Rua Sio Nicolau 210,
Diadema, SP 09913-030, Brazil

hlnslitute of Pharmaceutical and Medicinal Chemistry, Heinrich Heine University Diisseldorf,
Universitaetsstr. 1, 40225 Duesseldorf, Germany

E-mail: stark@hhu.de; joao.fernandes @unifesp.br

MS received 4 June 2019; accepted 9 August 2019

Abstract. Histamine and dopamine neuronal pathways display interesting overlapping in the CNS, espe-
cially in the limbic areas, making them very attractive to designing drugs with synergistic and/or additive
effects. The roles of these systems to treat schizophrenia, drug addiction, Parkinson’s and Alzheimer’'s
diseases, among others are widely known, The LINSO1 compounds were previously reported as histamine Hy
receptor (H3R) antagonists and some of them are under evaluation in rodent memory models. Considering
their pharmacological potential and similarities to literature dopamine D, receptor (D:R) and dopamine Dy
receptor (D4R) ligands, this work aimed to evaluate these compounds as ligands these receptors by using
["Hlspipemne displacement assays. A set of 11 compounds containing the dihydrobenzofuranyl-piperazine
core with substituents at 5-position of dihydrobenzofuran ring and at the piperazine nitrogen was examined.
The compounds showed low to moderate affinities at both, D>R and D3R, N-Phenyl compounds LINSO1005
(1d), LINSOL011 (1h), LINSO1012 (1i) and LINSO1016 (1k) showed the highest affinities in the set to D4R
(Ki 0.3-1.5 pM), indicating that N-phenylpiperazine moiety increases the affinity to this receptor subtype with
some selectivity, since they showed lower affinities to D:R (K 1.3-5.5 pM). With the LINSOI compounds
showing moderate binding affinity, new lead structures for optimization with regards to combined HiR and
DaR/DsR-ligands are provided.

Keywords. Antihistamine; dopamine receptor ligand; D2 receptor; D3 receptor,
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Abstract

Histamine is a transmitter that activates the four receptors H|R to H R. The H;R is
found in the nervous system as an autoreceptor and heteroreceptor, and controls the
release of neurotransmitters, making it a potential drug target for neuropsychiatric
conditions. We have previously reported that the 1-(2,3-dihydro-1-benzofuran-2-yl)
methylpiperazines (LINS01 compounds) have the selectivity for the H;R over the
H.R. Here, we describe their pharmacological properties at the human H,R and H, R
in parallel with the H;R, thus providing a full analysis of these compounds as hista-
mine receptor ligands through reporter gene assays. Eight of the nine LINSO1 com-
pounds inhibited H;R-induced histamine responses. but no inhibition of H, R-induced
responses was seen. Three compounds were weakly able to inhibit H,R-induced re-
sponses. No agonist responses were seen to any of the compounds at any receptor.
SAR analysis shows that the N-methy] group improves H;R affinity while the N-
pheny! group is detrimental. The methoxy derivative, LINS01009, had the highest
affinity.

KEYWORDS
antihistamines, H;R antagonists, histamine receptor ligands. ligand efficiency analysis, structure—activity

relationships
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The Novel H,R Antagonist 1-[(5-Chloro-
2,3-Dihydro-1-Benzofuran-2-Yl)Methyl]-4-
Methyl-Piperazine (LINS01007) Attenuates
Several Symptoms in Murine Allergic
Asthma

Aleksandro M. Balbing® Leandro J. 5. Lima* Gustavo A. B. Fernandes®
Michele F. Corréa® Eliane Gomes® Maristella A. Landgraf
Jodo Paulo S. Fernandes®  Richardt G. Landgraf®

‘Department of Pharmaceutical Sciences, Universidade Federal de Sio Paulo-campus Diadema,
Diadema, Brazil, *Department of Immunology, Universidade de Sao Paulo, S3o Paulo, Brazil,
“Universidade Paulista - campus Rangel, Santos, Brazil

Key Words
H,R antagonist « Antihistamine + Allergic lung inflammation + Asthma « Anti-inflammatory
agent

Abstract

Background/Aims: Histamine is an important chemical transmitter involved in inflammatory
processes, including asthma and other chronic inflammatory diseases. Its inflammatory effects
involve mainly the histamine H, receptor (H,R), whose role in several studies has already
been demonstrated. Our group have explored the effects of 1-[(2,3-dihydro-1-benzofuran-
2-yl)ymethyl]piperazines as antagonists of H R, and herein the compounds LINSO1005 and
LINS01007 were studied with more details, considering the different affinity profile on HR
and the anti-inflammatory potential of both compounds. Methods: We carried out a mare
focused evaluation of the modulatory effects of LINS01005 and LINS01007 in a murine asthma
model. The compounds were given ip. (1-7 mg/kg) to ovalbumin sensitized BALB/c male
mice (12 weeks old) 30 min before the antigen challenging, and after 24 h the cell analysis
from the bronchoalveolar lavage fluid (BALF) was performed. The lung tissue was used for
evaluation by western blot (COX-2, 5-L0, NF-«xB and STAT3 expressions) and histological
analysis. Results: Treatment with the more potent H,R antagonist LINSO1007 significantly
decreased the total cell count and eosinophils in BALF at lower doses when compared to
LINSO1005. The expression of COX-2, 5-LO, NF-«B and STAT3 in lung tissue was significantly
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Novel potent (dihydro)benzofuranyl piperazines as human histamine s
receptor ligands — Functional characterization and modeling studies on H3

and H4 receptors

Michelle F. Corréa™', André L. Balico-Silva ™', Déra J. Kiss °, Gustavo A.B. Fernandes *,

Jhonatan C. Maraschin ", Lucas T. Parreiras-e-Silva ", Marina T. Varela®, Sarah C. Simoes “,. _

Michel Bouvier °, Gyorgy M. Keserii  , Claudio M. Costa-Neto " , Joao Paulo S. Fernandes
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" Depar de Bioquimica e Imunologia, Faculdade de Medicina de Ribeirgo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirao Preto, SP, Brosil

¢ Research Centre for Naneral Sciences, Budapest, Hungary

“ Department of Biochemisiry and Molecular Medicine, Instimure for Research in Immunology and Cancer, University of Monméal, Montréal, QC, Canada

ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Histamine acts through four different receptors (H;R-H4R), the H3R and HyR being the most explored in the last
HyR antagonist years as drug targets. The HyR is a potential target to treat narcolepsy, Parkinson's disease, epilepsy, schizo-
HR ligand phrenia and several other CNS-related conditions, while HyR blockade leads to anti-inflammatory and immu-
R o nomodulatory effects. Our group has been exploring the dihydrobenzofuranyl-piperazines (LINSO1 series) as
SAR human H3R/H4R ligands as potential drug candidates. In the present study, a set of 12 compounds were syn-
GPCR modeling thesized from adequate (dihydro)benzofuran synthons through simple reactions with corresponding piperazines,

giving moderate to high yields. Four compounds (1b, 1f, 1g and 1h) showed high hH;R affinity (pK; > 7),
compound 1h being the most potent (pK; 8.4), and compound 1f showed the best efficiency (pKi 8.2, LE 0.53,
LLE 5.85). BRET-based assays monitoring Gay activity indicated that the compounds are potent antagonists. Only
one compound (2¢, pK; 7.1) presented high affinity for hH4R. In contrast to what was observed for hH3R, it
showed partial agonist activity. Docking experiments indicated that bulky substituents occupy a hydrophobic
pocket in hH3R, while the N-allyl group forms favorable interactions with hydrophobic residues in the TM2, 3
and 7, increasing the selectivity towards hHsR. Additionally, the importance of the indole NH in the interaction
with Glu5.46 from hHsR was confirmed by the modeling results, explaining the affinity and agonistic activity of
compound 2¢. The data reported in this work represent important findings for the rational design of future
compounds for hHsR and hHR.
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