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RESUMO

Grande parte das doengas neurologicas que acarretam declinio cognitivo, envolve
um desbalangco de neurotransmissores no Sistema Nervoso Central (SNC). Desta
forma, pelo fato dos sistemas colinérgico e histaminérgico estarem intimamente
relacionados com 0s processos cognitivos, a interagdo entre alvos presentes nesses
sistemas pode gerar consideravel melhora na cognicdo. Em vista disso, o
planejamento e desenvolvimento de um unico farmaco capaz de agir em mais de um
alvo de interesse seria uma estratégia viavel para o tratamento do déficit cognitivo
presente nessas doencgas neuroldgicas. Portanto, na busca por novos agentes duais
anti-colinesterasicos (ChE) e antagonistas/ agonistas inversos dos receptores Hs
(HsR), um conjunto de aril-alquilamido-piperazinas foi planejado e sintetizado com
variagdes dos substituintes da regido aromatica e do grupo basico. Estes compostos
foram preparados a partir de fendis, que foram alquilados com cloroalquilésteres,
hidrolizados e entdo usados para preparar as amidas finais com substituintes
piperazinicos. Onze compostos foram preparados, dos quais 9 foram testados
quanto a capacidade de inibicado nas colinesterases a 100 uyM, sendo que os mais
promissores tiveram o seu ICso determinado. Como resultado, os compostos
geraram porcentagens de inibicdo que variaram de 16-65% na butirilcolinesterase
(BUCHE) e 40-59% na acetilcolinesterase (AChE), sendo que o composto 6a
apresentou a melhor capacidade de inibicdo na BuCHE (ICs0 57,75 uM), e alguma
atividade na AChE (59% de inibigdo a 100 yM). Apenas os compostos 6a e 6b foram
testados quanto a inibicdo do HsR (1 yM), apresentando 58% e 50% de taxas de
inibicdo, respectivamente. Em suma, os compostos precisam ser aprimorados
futuramente para atingir melhores resultados como inibidores das ChEs e afinidade

nos HsRs.

Palavras-chave: desordens neuroldgicas, declinio cognitivo, anti-colinesterasicos,

anti-histaminicos Hs, agentes multialvo, cognicéo, REA.



ABSTRACT

Most neurological diseases that lead to cognitive decline involve an imbalance of
neurotransmitters in the Central Nervous System (CNS). Thus, since the cholinergic
and histaminergic systems are closely related in cognitive processes, the interaction
with these targets present in these systems can generate considerable improvement
in cognition. In view of this, the design and development of a single drug, known as
multitarget approach, capable of acting in more than one target of interest would be a
viable strategy for the treatment of the cognitive deficit present in these neurological
diseases. Therefore, in the search for novel dual anti-cholinesterase (ChE) and
histamine Hs receptor (H3R) antagonist agents, a set of aryl-alkylamido-piperazines
were designed and synthesized with variations on the substituents in the aromatic
moiety and in the basic group. The compounds were prepared from phenols, which
were alkylated with cloroalkyl esters, hydrolyzed and then, used to prepare the final
amides with piperazines substituints. 11 compounds were prepared, in which 9 were
tested for their capacity to inhibit cholinesterases at 100 uM, with the most promising
having their 1Cso determined. As a result, the compounds generated inhibition
percentages that ranged from 16-65% on butyrylcholinesterase (BuCHE) and 40-
59% on acetylcholinesterase (AChE), in which compound 6a showed the best
inhibition capacity on BUChE (ICs0 57.75 pM) and some activity on AChE (59% of
inhibition at 100 uM). Only compounds 6a and 6b were tested for inhibition on HsR (1
M), showing 58% and 50% of inhibition rates, respectively. In short, the compounds
need to be improved in the future to achieve better results as ChEs inhibitors and

affinity on HsR.

Keywords: neurological disorders, cognitive decline, anticholinesterases,

antihistamines Hs, multitarget agents, cognition, SAR.
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1. INTRODUGAO

Em termos gerais, a cognigdo € definida como a capacidade do cérebro de
adquirir, processar, armazenar e recuperar informacdes (Khera; Rangasamy, 2021).
Possui sua base bioldgica principalmente no cérebro, mais especificamente no SNC,
na qual depende da interagao entre neurdnios através de sinapses e potenciais de
acgao (Berger et al, 2010) que sao responsaveis por auxiliar e/ou promover diversas
fungdes cognitivas tais como a memdria, atengao, linguagem, raciocinio abstrato e

fungbes executivas (Harvey, 2019).

Entretanto, certas desordens neurologicas podem gerar disturbios no circuito
de neurotransmissdo, havendo a possibilidade do surgimento de disfungdes
cognitivas. A disfungéo cognitiva € uma das caracteristicas mais tipicas em diversas
doencas neurodegenerativas, como a doenca de Alzheimer (DA), deméncia vascular
(DV) e a doencga de Parkinson (DP) em seu estagio avancado, (Engelhardt et al.,
2011; Wang et al., 2022; Teleanu et al., 2022).

A DA, por exemplo, € uma deméncia que possui como caracteristica a perda
progressiva de neurdnios colinérgicos no cortex e no hipocampo, ocasionando a
diminuicao de acetilcolina (ACh) disponivel na fenda sinaptica para interagir com
seus respectivos receptores, e, portanto, gerando prejuizos cognitivos nesses
pacientes. Isso porque a ACh € um neurotransmissor responsavel por participar dos
processos de aprendizagem, formacdo e consolidagdo da memodria, atengéo,
motivacao e promoc¢ao do controle de sono e vigilia (Graef, 2011; Hasselmo; Sarter,
2011; Haam; Yakel, 2017). Desta forma, os inibidores da acetilcolinesterase (IAChE)
podem aumentar os niveis de ACh na fenda sinaptica e melhorar parcialmente os
sintomas cognitivos e a qualidade de vida de pacientes com DA leve a grave
(Ferreira-Vieira et al., 2016).

Além da ACh, a histamina (HA) possui papel importante na cognigéo, ja que
esse neurotransmissor participa dos processos de formacido e consolidagdo de
memoria, aprendizagem, controle do ciclo de sono e vigilia e ingestao de alimentos,
regulacdo comportamental e controle motor. Ademais, um de seus receptores, o0 Hs,
€ expresso tanto como auto-receptor inibitério, controlando a produgao e liberagao
de HA pelos neurbnios histaminérgicos, quanto um hetero-receptor em uma

variedade de neurdnios, incluindo neurénios colinérgicos (Nikolic et al., 2014). Desta
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forma, farmacos que inibem a sinalizagdo pelo receptor Hz (HsR) podem bloquear
seus efeitos inibitérios, aumentando os niveis cerebrais de HA, bem como os niveis

de ACh, podendo gerar efeitos pré-cognitivos (Scammell et al., 2019).

Evidéncias recentes e crescentes indicam que a modulagdo simulténea de
alvos colinérgicos e histaminérgicos pode trazer melhoria nos processos cognitivos.
Tendo em vista que os sistemas histaminérgicos e colinérgicos exercem um papel
essencial e reconhecido nos processos cognitivos, uma combinagdo e sinergismo
desses efeitos podem gerar resultados positivos no tratamento de doengas
relacionadas ao declinio cognitivo que envolvam esses sistemas, como na DA
(Aquino-Miranda; Arias-Montafio, 2012; Lopes et al., 2021).

Com base nisso, o planejamento de um unico farmaco capaz de atuar como
antagonista/ agonista inverso dos HsR e inibidor das colinesterases numa estratégia
conhecida como planejamento de ligantes multialvos, pode ser uma solugéo viavel,
ja que devido a complexidade das doengas multifatoriais mentais, os farmacos
seletivos, de alvo unico, nem sempre apresentam eficacia satisfatoria (Jonczyk et al.,
2019; Féger; Hirsch, 2015). Além disso, os farmacos multialvo podem também
proporcionar outros beneficios, tais como a reducgéo de interagdes farmaco-farmaco

e simplificagdo do esquema terapéutico (Talevi, 2015).

Para a obtencdo de farmacos multialvo, existem algumas estratégias
utilizadas tais como linking, fusing ou merging (Prati et al., 2016). Entretanto, a
estratégia de merging proporciona diversas vantagens comparados as outras
estratégias de hibridizagdo, sendo elas, a geragdo de moléculas com menor peso
molecular, menor lipofilicidade e melhores parametros de eficiéncia de ligante
(Lopes et al., 2021). Tal estratégia consiste na sobreposi¢cdo de duas moléculas
diferentes, geralmente com um farmacéforo comum (Prati et al., 2016). Esse é o
caso dos antagonistas/ agonistas inversos dos HsR e a donepezila, um farmaco
inibidor da acetilcolinesterase, que possuem uma estrutura semelhante entre si,

portanto, possibilitanto a utilizacdo da estratégia merging (Lopes et al., 2021).

Existem alguns exemplos da literatura que mostram o merging como
estratégia de hibridizagdo para a obtencdo de compostos com afinidade dual em
HsR e ChEs. Entretanto, como é uma linha de pesquisa recente, ainda ha a

necessidade de exploracao, otimizagcado e desenvolvimento de novas moléculas com
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potencial pré-cognitivo que podem vir a ser utilizados para o tratamento de certas
doengas com prejuizo cognitivo como na DA (Bajda et al., 2012; Corréa; Fernandes,
2018; Aranha et al., 2023; Godyn et al., 2022).

Considerando isso, neste trabalho pretende-se explorar o potencial de
compostos capazes de modular os sistemas de neurotransmiss&o histaminérgica e
colinérgica nos processos cognitivos, especificamente utilizando como alvos
farmacoldégicos os receptores Hs de histamina e as colinesterases, através de

estratégias de planejamento multialvo.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Cognicao e comprometimento cognitivo

A cognicdo pode ser definida como a capacidade do cérebro de adquirir,
processar, armazenar e recuperar informacdes. E um processo na qual adquire-se
conhecimento e entendimento através dos sentidos, pensamentos e experiéncias,
permitindo uma compreensao das informagdes sobre 0 mundo a nossa volta e uma
interacdo de forma segura com o meio-ambiente (Robbins, 2011; Khera;
Rangasamy, 2021; Dhakal; Bobrin, 2023).

Os processos cognitivos sao controlados por diversas areas do cérebro através
de mecanismos também complexos (Figura 1). Dentre esses dominios cognitivos,
ha o sistema limbico que possui um papel crucial na cogni¢do. O sistema limbico é
caracterizado por apresentar relagbes diretas com o aprendizado e a memoria,
contendo conexdes neurais com o coértex cerebral (Pessoa; Hof, 2015). Dentre as
estruturas pertencentes ao sistema limbico, estdo o hipocampo e a amigdala. A
amigdala possui um papel importante em varias fungdes cerebrais envolvendo
memaria, emocdo, percepcao, cognicdo social e até consciéncia. E responsavel por
desencadear e controlar sinais modulatérios em diversas areas do cérebro, com
grande impacto em varios aspectos do comportamento adaptativo (Dominguez-
Borras; Vuilleumier, 2022). O hipocampo, por sua vez, é uma estrutura importante
que atua em interagdo com a amigdala. Possui papel essencial no armazenamento
e consolidagcdo da memdria de curto e longo prazo, bem como na sua evocacgéo.
Além disso, processa informagdes espaciais e de navegagao espacial (Zhong et al.,
2020).
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Figura 1 - Areas do cérebro relacionadas com a cognigao.
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Fonte: Adaptado de Lotfi; Akbarzadeh-T (2013).

Evidentemente, os processos cognitivos descritos dependem da interagao
entre os neurdnios, que ocorrem através de sinapses, que podem ser de dois tipos:
elétrica e quimica. A sinapse quimica envolve a liberacdo de mensageiros quimicos
conhecidos como neurotransmissores, de forma unidirecional, ou seja, de um
neurdnio pré-sinaptico para um poés-sinaptico. Desta forma, quando ha uma breve
despolarizacdo do neurdnio pré-sinaptico, ocorre a abertura dos canais de calcio
voltagem dependentes, na qual o influxo resultante de calcio no terminal pré-
sinaptico desencadeia a fusdo de vesiculas de neurotransmissores na membrana,
de modo que o neurotransmissor € liberado na fenda sinaptica. Na fenda sinaptica, o
neurotransmissor se liga ao seu respectivo receptor na membrana do neurdénio pos-
sinaptico como mostrado na Figura 2, tornando essa célula mais ou menos

propensa para desencadear um potencial de agao (Strathern, 2021).
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Figura 2 - Esquema genérico de uma sinapse quimica.
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Fonte: Adaptado de Lovinger (2008).

No SNC, existem uma variedade de neurotransmissores com fun¢gdes distintas
que interferem nos processos cognitivos, dentre eles, a acetilcolina (ACh),
glutamato, acido gama-aminobutirico (GABA), glicina, dopamina, noradrenalina,
serotonina (5-HT), histamina, entre outros (Sheffler et al., 2023). Apds esses
neurotransmissores serem liberados na fenda sinatica, podem ligar-se aos seus
respectivos receptores os quais estdo distribuidos de forma heterogénea pelo
neocortex. Desta forma, dependendo do receptor, a interagdo entre o
neurotransmissor € o receptor pode causar excitagdo, inibicdo ou modulacdo do
neurénio pos-sinaptico. Ou seja, os receptores de neurotransmissores podem
conduzir a plasticidade sinaptica, modificar os estados neurais e, finalmente, moldar

a comunicacao em toda a rede neural (Hansen et al., 2022).

Diversas alteragbes do sistema nervoso central (SNC) podem levar a
disfuncbes na producgao, liberacdo, recaptacdo, quebra ou receptacdo de
neurotransmissores, ou até mesmo modificagdes no numero e afinidade pelos
receptores, podendo gerar alteragbes nos processos cognitivos. Essas disfungoes,
muitas vezes, podem acarretar prejuizos cognitivos, situacdo esta muito presente

em diversas doengas neurodegenerativas, como a doenga de Alzheimer (DA) e a
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doenga de Parkinson (DP) em seu estagio avangado (Xuet al., 2012; Topolov;
Getova, 2016; Akyuz et al., 2021). Além dessas doecas, diversas outras desordens
neuroldgicas podem apresentar prejuizo cognitivo, como a esquizofrenia (ES),
transtorno depressivo maior (TDM), epilepsia, transtornos de ansiedade e abuso de
drogas, assim como processos patofisioldgicos ou agentes farmacoldgicos utilizados

em suas terapias (Markousis-Mavrogeniset al., 2022).

A DA, por exemplo, doenga neurodegenerativa mais prevalente relacionada a
idade, € caracterizada pela redugao gradativa de neurénios colinérgicos no cortex e
hipocampo, o que gera uma perda progressiva de memoéria e outras funcgdes
cognitivas nos pacientes, denotando, o papel crucial que a ACh possui nos
processos cognitivos (Hampel et al.,, 2018). Além disso, estudos mostram um
envolvimento critico da ACh no aprendizado e na memodria, principalmente em
relagao a aquisicdo de novas informacgdes através dos efeitos provocados por lesbdes
nas vias colinérgicas e pelos farmacos anticolinérgicos. Em um dos estudos, o uso
de farmacos anticolinérgicos em idosos ndao dementes foi associado a tempos de
reacao significativamente mais lentos em uma medida de processamento rapido de
informagdes e escores de testes cognitivos mais baixos (Hampel et al., 2018;
Bazzari; Parri, 2019).

Outro neurotransmissor de extrema importancia para a cognigéo € a histamina
(HA). A HA é o principal neurotransmissor promotor da vigilia no SNC, mas também
foi determinada como sendo um importante modulador do aprendizado e da
memoria em diversos estudos clinicos em humanos (Kohler et al., 2011; Nomura;
Shimizume, 2022). A HA atua em diferentes locais do cérebro através da ligagao
com os seus receptores, nomeados de receptores H1 a H4 (H1R-H4R), cujos papéis
na memoria foram extensivamente estudados usando ligantes especificos em
animais transgénicos. Além disso, estudos sugerem fortemente um papel para os
H1R, H2R e HsR no hipocampo em modelos de reconhecimento de objeto novo

(Provensi et al., 2020; Nomura; Shimizume, 2022).

Visto que os neurotransmissores ACh e HA exercem um papel importante na
cognigao, uma combinagao sinérgica de seus efeitos pode gerar resultados positivos
no tratamento de doengas relacionadas ao declinio cognitivo que envolvam esses
sistemas (Aquino-Miranda; Arias-Montafio, 2012; Lopes et al., 2021). Assim, nas

proximas secdes, a regulacado da neurotransmissao histaminérgica e colinérgica sera



27

revisada, evidenciando possiveis estratégias para potencializar os efeitos sobre a

cognigao.
2.2. Sistema histaminérgico

A histamina (HA) é um neurotransmissor que se encontra armazenada nos
neurdnios histaminérgicos. No SNC, os neurbnios histaminérgicos originam-se no
nucleo tuberomamilar (TMN) do hipotalamo, que se projeta para areas especificas
do cérebro através de duas vias ascendentes e uma via descendente. A primeira via
ascendente se projeta para a superficie ventral do nucleo medial do talamo, banda
diagonal, bulbo olfatério, hipocampo e cértex. A segunda via ascendente, parte do
TMN dorsal e percorre o terceiro ventriculo do talamo, ganglios da base, hipocampo,
amigdala e cortex. Por fim, a via descendente, atravessa o fasciculo longitudinal
medial até a medula espinhal e tronco encefalico (Figura 3) (Haas et al., 2008;
Yoshikawa et al., 2021). Assim, os componentes cerebrais presentes na via

histaminérgica possuem evidente relagcdo com a cognigao.

Figura 3 - Componentes cerebrais presentes na via histaminérgica.
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Fonte: Adaptado de Haas et al., 2008.

A HA é sintetizada a partir da catalizagdo do aminoacido essencial L-histidina
pela histidina descarboxilase (HDC) (Figura 4) em basdfilos, mastdcitos, células
gastricas enterocromafins e neurbnios histaminérgicos. Em consequéncia a
determinados estimulos, essas células liberam a histamina armazenada, que produz
atividade relacionada a alergias, inflamacgao, secregédo de acido gastrico e regulagao

da atividade neuronal através da ativacdo de seus respectivos receptores
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localizados em tecidos e células especificas (Moriguchi; Takai, 2020).
Diferentemente de outros neurotransmissores monoaminérgicos como a serotonina
ou a dopamina, parece nao haver um sistema de recaptagao de alta afinidade para a
HA. Assim, a maior parte da HA é eliminada da fenda sinaptica por sua inativagao
em tele-metil-histamina (tmHA) pela HA N-metiltransferase (HNMT) (Figura 4)
(Scammell et al., 2019). Dessa forma, o bloqueio dos HsR constitui o principal
mecanismo utilizado para aumentar a atividade histaminérgica no SNC, e

consequentemente, promover agéo pro-cognitiva.

Figura 4 - Descarboxilagdo da L-histidina em histamina pela HDC e inativagdo da

histamina em tele-metil-histamina (tmHA) pela HA N-metiltransferase (HNMT).
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Fonte: Autoria propria.

Os receptores de HA séo todos acoplados a proteina-G (GPCR) e diferenciam-
se principalmente nos mecanismos de sinalizacdo celular (Corréa; Fernandes,
2015). Desta maneira, quando os neurbnios histaminérgicos sdo despolarizados, a
HA é liberada na fenda sinaptica, ativando os receptores pré (HsR) e pos-sinapticos
(H1R, H2R e possivelmente, HsR). Vale salientar que os HiR, H2R e HsR sao
expressos em neurdnios, enquanto o H4R é expresso principalmente nas células da
glia (Panula, 2021).

Os HiR estdo distribuidos por todo o corpo, incluindo epitélio respiratorio,
células hepaticas, células musculares lisas vasculares, linfocitos e neurénios. Sao
receptores acoplados a proteina Gq que ativam a fosfolipase C aumentando os
niveis intracelulares de Ca?*, ocasionando um aumento na atividade da proteina
quinase C. Como consequéncia, a HA induz a contragdo do musculo liso do trato
respiratorio, aumenta a permeabilidade vascular e induz a produgao de prostaciclina

e fator ativador de plaquetas pela ativagdo do H1R causando reagdes fisioldgicas
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caracteristicas das alergias como dor, aumento do prurido, rubor, hipotensao,
taquicardia e broncoconstricdo. Além disso, os receptores H1R regulam o ciclo do
sono e vigilia, ingestdo de alimentos, regulagdo térmica, emogdes/comportamento
agressivo, locomogéo, memoria e aprendizagem (Lieberman, 2011; Thangam et al.,
2018).

Ja os H2R sdo encontrados principalmente nas ceélulas parietais da mucosa
gastrica, nas células do musculo liso e no coragdo. Sdo acoplados a proteina Gs e
produzem efeitos através do aumento na concentragdo de AMPc e a ativagao da
proteina quinase A (Dy; Schneider, 2004). A ativacdo desses receptores estimula a
secregcdo de acido gastrico, permeabilidade vascular, hipotensao, rubor, cefaleia,
taquicardia e broncoconstrigdo (Mazzoni et al., 2001). Além disso, as agdes centrais
do Hz2R sdo, de modo geral, excitatérias, envolvendo mecanismos de plasticidade
neural. Agonistas H2R potencializam a transmissao sinaptica no hipocampo, regiao
relacionada a memdria e emogdes, ocasionando um aumento da potenciacdo de

longa duragao (Passani, Blandina, 2011).

Os H4R, por sua vez, sao expressos preferencialmente em diversas células do
sistema imunologico, na qual os mastocitos induzem a quimiotaxia de, por exemplo,
eosindfilos e mastoécitos. Além disso, esses receptores foram identificados em
células T de linfocitos, células dendriticas e basdfilos. Dessa forma, o H4R expresso
em células do sistema imunoldgico tornou-se um alvo promissor para o tratamento
da asma e doengas autoimunes (Gantner et al., 2002; Thangam et al., 2009). O H4R
demonstra uma consideravel similaridade com o HsR (58% de regides
transmembranares), na qual muitos dos agonistas e antagonistas de H3R também se

ligam ao H4R (Parsons; Ganellin, 2006).
2.2.1. Receptores Hs

O HsR é um auto-receptor inibitorio, e assim sua principal funcéo celular é
controlar a producédo e liberagdo de HA pelos neurdnios histaminérgicos. Desta
forma, quando uma grande quantidade de HA ¢ liberada, estes sdo ativados nos
neurénios do TMN, hiperpolarizando-os e reduzindo a atividade dessas células. O
HsR pode também ser expresso como um hetero-receptor em uma variedade de
neurdnios, incluindo células que produzem dopamina, 5-HT, noradrenalina, ACh,

GABA e glutamato. Assim, os farmacos que inibem a sinalizagéo pelo HsR, como o
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pitolisanto, podem bloquear seus efeitos inibitérios, aumentando os niveis cerebrais
de HA, bem como os niveis de 5-HT, noredrenalina, dopamina e possivelmente
outros neurotransmissores (Scammell et al., 2019). Como resultado de suas agdes,
0 HsR pode estar envolvido no controle de varias fungdes e alteragdes cerebrais, tais
como disfungdes do sono, convulsivas, cognitivas e do controle alimentar (Lazewska
et al., 2016).

Nao existem muitas evidéncias na literatura sobre o papel dos receptores Hs
pos-sinaptico. Entretanto, verificou-se que a maior parte dos HsR no estriado séo
pos-sinapticos, mas suas propriedades de sinalizagdo sao complexas e moduladas
por interagcdes com outros componentes celulares, como os receptores de dopamina
do estriado. Desta forma, a sinalizagao pos-sinaptica pode ser uma funcado primaria
do receptor Hs no corpo estriado (Rapanelli et al., 2017). Ja Zheng et al. (2023)
mostraram que o HsR pds-sinaptico nos neurénios colinérgicos do prosencéfalo
basal ventral (vBF) podem ser responsaveis pela alteragdo da memoaria contextual

do medo.

O HzR possui um total de 445 aminoacidos e uma estrutura tridimensional
comparavel aos H1R e H2R. Entretanto, vale ressaltar que essa similaridade é de
apenas aproximadamente 20%, o que é relativamente baixo comparado com as
similaridades observadas entre H3R e H4R, que é de 40 % em termos de identidade
na sequéncia de aminoacidos e, aproximadamente, 58% nos dominios
transmembranares. Durante o splicing alternativo do gene do HsR s&o gerados pelo
menos 20 possiveis isoformas de RNA mensageiro (mMRNA) que foi identificado por
transcricdo reversa seguida de reagdo em cadeia polimerase (RT-PCR) do HsR
humano. Essas isoformas apresentam tamanhos variaveis do terminal amino e
carboxila, encurtamento da terceira alca intracelular e delecbes de dominios
transmembranares. Atualmente, sdo conhecidas oito isoformas do HsR
recombinante humano com algum papel fisiolégico baseado em ensaios de ligagao
ou sinalizagao celular, sendo eles Hs (445), H3z (453), H3 (415), H3 (413), H3 (409), Hs
(373), H3(365) e H3 (329) (Esbenshade et al., 2008; Abdulrazzaq et al., 2022).

Desta forma, muitas areas do cérebro humano que expressam isoformas do
HsR em abundancia relativamente alta e que possuam algum papel fisiolodgico, estao
envolvidas na cogni¢cao diretamente ou indiretamente dependendo da localizagao

cerebral. Entretanto, o potencial impacto das diferentes isoformas do H3R no cérebro
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com relagdo aos antagonistas dos HsR é dificil de ser determinada devido a ampla
quantidade e diferentes tipos de isoformas encontradas. Portanto, existe uma
necessidade de realizagdo de mais estudos que promovam o real entendimento do
papel das multiplas isoformas na atividade neuronal, incluindo a modulacido da
liberacdo da HA e subsequentes efeitos no comportamento (Esbenshade et al.,
2008; Abdulrazzaq et al., 2022).

2.2.2. Antagonistas/ agonistas inversos dos HsR

O primeiro antagonista potente de HsR a ser descrito foi a tioperamida (Ki 63
nM), planejada por modificacbes na estrutura da histamina, e assim mantém o anel
imidazolico. A partir disso, desenvolveram-se muitas moléculas baseadas na
estrutura da tioperamida (como exemplos, o clobempropite e o ciproxifano), sendo
caracterizadas pela presenga de um anel imidazdlico ligado a um grupo lipofilico por
meio de um espacante (Figura 5). Entretanto, apresentam baixa penetracédo pela
barreira hematoencefalica (BHE) e potenciais interagdes com as enzimas do
citocromo P450, o que pode prejudicar a metabolizagdo de diversos farmacos
(Lorenzi et al., 2005; Pinto, 2012).

Figura 5 - Estrutura de antagonistas HsR imidazdlicos. Amarelo: grupo lipofilico

terminal; roxo: anel imidazdlico (grupo basico).
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tioperamida clobempropite ciproxifano
Fonte: Autoria propria.

Novas estruturas antagonistas dos HsRs passaram a ser planejadas sem o
anel imidazolico, substituido por grupos basicos como piperidina, piperazina e
pirimidina. Esses compostos tém melhor penetragcdo no cérebro e menor potencial
de interagcbes com o citocromo P450, resultando em diversas moléculas com
potencial para tratamento de algumas doencas. Dentre elas, destaca-se o pitolisanto
(pKi 8,6) (Figura 6), o primeiro farmaco antagonista/agonista inverso de HsR que
teve o seu uso aprovado na Unido Européia em 2016 para o tratamento de

narcolepsia com ou sem cataplexia e em 2019 nos Estados Unidos, para o
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tratamento de sonoléncia diurna excessiva em adultos com narcolepsia (Lamb,
2020).

Figura 6 - Estrutura do pitolisanto. Amarelo: regiao lipofilica arbitraria; roxo: grupo

basico; verde: substituinte lipofilico ligado ao grupo basico.

pitolisanto
Fonte: Autoria propria.

Além do pitolisanto, outros antagonistas/agonistas inversos do HsR
apresentaram otima afinidade e seletividade pelo HsR. Dentre esses compostos,
diversos deles como o ABT-239, o GSK189254, o S38093-2, o JNJ-5207852 e o
bavisanto progrediram para estudos clinicos de fase | ou fase Il, entretanto, foram
descontinuados devido a falta de eficacia e/ou seguranca insuficiente (Figura 7)
(Riddy et al., 2019). O ABT-239 (pKi 9,5), por exemplo, demonstrou induzir melhora
na atencgao, impulsividade, na memdria espacial e na memdria social de curto prazo
em ratos idosos (Fox et al.; 2005), enquanto o composto GSK189254 (pKi entre 9,59
e 9,90) causou melhora cognitiva em modelo de reconhecimento de objeto novo e
na memoria espacial em modelos pré-clinicos (Medhurst et al., 2007). Ja o composto
S38093-2 demonstrou propriedades pro-cognitivas e capacidade de aumentar o
tempo de vigilia em diversos modelos animais (Panayi et al., 2017). O JNJ-5207852
(pKi 9,24) também mostrou potencial em aumentar a atividade locomotora e o tempo
de vigilia em modelos animais (Barbier et al., 2004). Por fim, o bavisanto (JNJ-
31001074, Ki 5,4 nM) é um antagonista do HsR altamente seletivo e oralmente
biodisponivel que vinha sendo investigado para o tratamento de sonoléncia diurna
excessiva em pacientes com DP. Encontrava-se em estudos clinicos de fase I,
porém, foi descontinuado em 2022 por nao apresentar a eficacia esperada (Weisler
et al., 2012; Harwell; Fasinu, 2020; Nazarova et al., 2022).
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Figura 7 - Estrutura de antagonistas HsR nao-imidazdlicos. Amarelo: regido lipofilica

arbitraria; roxo: grupo basico; verde: substituinte lipofilico ligado ao grupo basico.
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Fonte: Autoria propria.

Existem varios outros antagonistas/agonistas inversos de HsR que atingiram
diferentes estagios de desenvolvimento clinico como potenciais terapias para
disturbios cognitivos, sonoléncia diurna excessiva, deméncias, transtornos de
atencdo, entre outros (Figura 8). O irdabisanto (CEP-26401) (Ki 7,2 nM em H3R
humano e 2,0 nM em HsR de camundongo) possui uma pirrolidina como grupo
basico e foi capaz de aprimorar a cogni¢gdo (meméria de curto prazo e aumento do
tempo de vigilia) em modelos pré-clinicos de ratos, sugerindo seu potencial para o
tratamento de disturbios cognitivos, transtornos de atencdo e disturbios de
sono.(Raddatz et al., 2012; Harwell; Fasinu, 2020; Ferreira et al., 2023). O
enerisanto (TS-091), por sua vez, é um antagonista/agonista inverso do HsR,
altamente seletivo, competitivo e oralmente ativo, com um ICso de 2,89 nM em
humanos e 14,5 nM em ratos (Hino et al., 2020), que foi avaliado em estudo clinico
de fase Il para pacientes com sonoléncia diurna excessiva em narcolepsia (Inoue et
al.,, 2022). Por fim, o samelisanto (SUVN-G3031), um agonista inverso HsR,
apresenta uma afinidade de ligagado nos HsR de Ki = 8,7 nM em humanos e Ki = 9,8
nM em ratos, demonstrando ser um potencial farmaco para a o tratamento de

narcopesia com ou sem cataplexia. Estudos clinicos de fase | foram completados
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com sucesso e um estudo clinico de fase Il para o tratamento de narcolepsia com
cataplexia ou narcolepsia sem cataplexia foi realizado (Nirogi et al., 2021; U.S.
National Library of Medicine, 2023).

Figura 8 - Antagonistas do HsR em investigacdo em varios estagios de
desenvolvimento clinico. Amarelo: regidao lipofilica arbitraria; roxo: grupo basico;

verde: substituinte lipofilico ligado ao grupo basico.
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Fonte: Autoria prépria.

A partir das diversas moléculas com atividade antagonista/agonista inversa nos
HsR apresentadas acima, € possivel verificar a existéncia de um padrao em suas
estruturas que conferem afinidade e seletividade pelos H3R. Dados na literatura
mostram, portanto, uma estrutura geral para ligantes deste receptor que consiste em
um grupo basico com um substituinte lipofilico, ligados através de um espacante a
uma regiao lipofilica arbitraria, sendo geralmente um anel aromatico, substituido com
um grupo polar, um grupo basico ou outro grupo lipofilico (Figura 9) (Sadek et al.,
2016; Lazewska et al., 2023).

Figura 9 - Estrutura geral de ligantes de HsR.

Y® Regido lipofilica

Regiao lipofilica [ Espacante ligada ao grupo

arbitraria basico basico

Fonte: Autoria propria.
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A regiao basica dessas moléculas é essencial para a afinidade pelo HsR, pois a
amina protonavel nesta regido € necessaria para a interagdo com um residuo de Asp
3,32 no receptor. Geralmente, a regido basica € representada por pirrolidina,
piperidina ou piperazina. Entretanto, essas estruturas de aminas terciarias simples
podem ser substituidas por estruturas de aminas terciarias mais complexas. A
presenga de dois nitrogénios secundarios na piperazina e homopiperazina melhoram
caracteristicas farmacocinéticas, pois levam ao aumento da solubilidade

(Szczepanska et al., 2018).

Ainda na regido basica, a afinidade pelo HsR pode ser aumentada através de
aceptores de ligacdo de hidrogénio e grupos hidrofobicos. Grupos lipofilicos podem
ser um ponto adicional de interagédo devido a presenca de uma regiao lipofilica entre
0os dominios transmembrana TM3 e o TM6 no HsR (Corréa; Fernandes, 2018). Por
exemplo, nosso grupo explorou analogos diidrobenzofuranil-piperazinicos com
substituinte alila na piperazina (Figura 13) na qual houve uma boa afinidade pelo
HsR (Corréa et al., 2021).

Ja, modificagdbes na regido lipofilica arbitraria afetam a afinidade e as
caracteristicas farmacocinéticas das moléculas resultantes. Tal efeito € percebido
através de alguns trabalhos publicados que mostram diferentes afinidades e
poténcias pelo HsR de acordo com o volume na regido lipofilica na posi¢ao orto,
meta ou para no anel aromatico. Desta forma, tazewska et al. (2017) apresentaram
uma série de compostos bifeniloxialquilicos com piperidina, sendo os compostos
para-substituidos no anel aromatico (compostos Il e IV) os mais potentes (Figura
10). J& Bajda et al. (2012) relataram moléculas derivadas de piperidinas e
homopiperidinas com a regidao aromatica substituida com grupo tert-butila, cloro e
etoxila. Os compostos contendo o substituinte Cl apresentaram maior afinidade pelo
HsR, tendo como exemplo, o composto VI, sugerindo que o grupo substituinte tenha
papel importante e que grupos eletronegativos ligados ao anel aromatico podem
aumentar a afinidade pelo HsR, ja que a lipofilicidade na regidao heteroaromatica é
favoravel a atividade no HsR (Figura 11) (Corréa; Fernandes, 2018).
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Figura 10 - Compostos bifeniloxialquilicos com piperidina com afinidade por HsR.
Amarelo: regiao lipofilica arbitraria; roxo: grupo basico; verde: regiao lipofilica ligada
ao grupo basico.
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Fonte: Autoria propria.

Figura 11 - Moléculas derivadas de piperidinas e homopiperidinas com a regiao
aromatica substituida com afinidade por HsR. Amarelo: regido lipofilica arbitraria;

roxo: grupo basico; verde: regiao lipofilica ligada ao grupo basico.
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Fonte: Autoria propria.

Além disso, alguns estudos sugerem que substituintes volumosos podem
melhorar a afinidade pelo H3R na regido lipofilica arbitraria, o que justifica a busca
por ligantes com modificagbes nessa regido das moléculas. Entretanto, a insergéo
de substituintes excessivamente volumosos pode reduzir a afinidade, sugerindo que
ha um limite de volume nesta regido do receptor (Sadek et al., 2016; tazewska et
al., 2017; Corréa; Fernandes, 2018).
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Inicialmente foi proposto que o nitrogénio basico deveria ser conectado por um
espacante trimetilénico e um oxigénio a regiao lipofilica arbitraria. Posteriormente, foi
verificado que compostos com alta afinidade pelo H3R podem ter espacantes
contendo de 3 a 7 metilenos (compostos VIII-XII) como mostrado por Kuder et al.,
(2017) (Figura 12). Assim, variar a distancia entre o nitrogénio basico e o nucleo
aromatico, € uma estratégia interessante para se obter compostos com afinidade

subnanomolar (tazewska et al., 2017).

Figura 12 - Moléculas com afinidade por H3R com variagdo no espagante. Amarelo:
regido lipofilica arbitraria; roxo: grupo basico; verde: regido lipofilica ligada ao grupo

basico.
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Fonte: Autoria prépria.

Trabalhos recentes do nosso grupo mostram que as diidrobenzofuranil-
piperazinas (série LINSO01) tiveram boa afinidade por HsR com consideravel
seletividade em relagdo a outros receptores histaminérgicos (Corréa et al., 2017,
Corréa et al., 2019). Os compostos LINS01004 e LINS01009 (Figura 13) foram os
primeiros ligantes de HsR com afinidade nanomolar (pKi 6,9 e 6,3, respectivamente)
e atividade antagonista. A hibridacdo desses dois compostos deu origem ao
composto LINS01022 (pKi8,2), que foi caracterizado como um dos mais potentes da
série até o momento (Corréa et al., 2021). Outros compostos alilpiperazinicos
apresentaram afinidade nanomolar pelo HsR, como o LINS01023 e LINS01024 (pKi

= 7,8 e 8,4, respectivamente). Avaliando os resultados obtidos com essa série de
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compostos e comparando com outros ligantes da literatura com maior afinidade,
como o agonista inverso ABT-239 (Trofimiuk et al., 2021) e o agonista inverso
pitolisanto (Nikolic et al., 2014), fica claro que alteragbes neste esqueleto podem

aumentar a afinidade por HsR.

Figura 13 - Compostos LINSO1 com melhor afinidade por HsR. Amarelo: regidao

lipofilica arbitraria; roxo: grupo basico; verde: regiao lipofilica ligada ao grupo basico.
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Fonte: Autoria propria.

Diversas vantagens pré-clinicas e clinicas foram observadas em
antagonistas/agonistas inversos do HsR em modelos experimentais de memaria e na
melhora do declinio cognitivo (Witkin; Nelson, 2004). Onodera et al. (1998), por
exemplo, mostram que o composto FUB 181 (Figura 14), um antagonista do HsR
melhorou significativamente o Déficit de aprendizagem induzido por escopolamina
no teste do labirinto em cruz elevado em camundongos. Ja Meguro et al. (1995),
estudaram o efeito da tioperamida sobre o aprendizado e a memoria em linhagem
de camundongos propensos a senescéncia acelerada (SAM-P/8) e na linhagem de
envelhecimento de taxa normal (SAM-R/1). Tal estudo sugere que antagonistas dos
HsR podem melhorar o aprendizado e comprometimento da memdéria na qual foi

observado no teste de evitagcédo passiva.
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Nosso grupo ja reportou o efeito dos compostos LINS01003 e LINS01004
(Figura 14 e Figura 13) em modelo de memodria discriminativa aversiva. O composto
LINS01004 (pKi 6,4) apresentou efeito comparavel ao clobempropite, enquanto o
composto LINS01003 (pKi <5,0) prejudicou a aquisicdo da memodria de esquiva
discriminativa, possivelmente pela sua maior afinidade pelo H1R atual como
antagonistas (Soliani et al., 2020; Corréa, 2021; Corréa et al., 2019). Isso reforga o
potencial que novos compostos com atividade antagonista do H3sR podem ter como

agentes pro-cognitivos.

Figura 14 - Compostos FUB 181 e LINS01003. Amarelo: regiao lipofilica arbitraria;

roxo: grupo basico; verde: regiao lipofilica ligada ao grupo basico.
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Fonte: Autoria propria.

2.3. Sistema colinérgico

A acetilcolina (ACh) foi o primeiro neurotransmissor a ser descoberto. Foi
descrita pela primeira vez pelo fisiologista inglés Henry Hallett Dale no ano de 1914
(Ventura et al.,, 2010) e em 1967, foi firmemente aceita como um dos principais
neurotransmissores no sistema nervoso periférico, incluindo nervos motores
somaticos e partes do sistema nervoso autbnomo (Brown, 2019). A ACh encontra-se
em todas as jun¢des neuromusculares dos vertebrados, em todos os neurdnios pré-
ganglionares do sistema nervoso autbnomo e nos neurdnios pos-ganglionares do
sistema nervoso autbnomo parassimpatico, além de formar sinapses em todo o

encéfalo por meio de neurénios colinérgicos (Kandel et al., 2014).

Os neurdnios colinérgicos, contendo ACh originam-se de dois locais principais
no cérebro, sendo eles o prosencéfalo basal e a area do tegmento mesopontino. No
prosencéfalo basal, o neurbnio colinérgico encontra-se mais especificamente no
nucleo basal de Meynert e no nucleo septal medial. Desta forma, a ACh liberada do
neurdnio colinérgico localizado no nucleo basal de Meynert podera agir no receptor

muscarinico 1 (M1) dentro do neocortex. Ja a ACh proveninente do neurbnio



40

colinérgico do nucleo septal medial podera agir no hipocampo e partes do cortex
cerebral nos receptores M1. O tegmento mesopontino, por sua vez, encontra-se no
tronco encefalico, na qual a ACh parte dos neurbnios colinérgicos do nucleo
pedunculo pontino e do nucleo tegmental laterodorsal. Desta forma, a ACh advinda
do tegmento mesopontino ativa principalmente os receptores M1 no tronco
encefalico, sendo que nessa regiao, esses receptores estdo presentes no nucleo da
rafe, nucleo reticular lateral, nucleos cerebelares profundos, nucleos pontinos, locus
coeruleus e nucleo olivar inferior. Além disso, o tegmento mesopontino também se
projeta para os ganglios da base, talamo, prosencéfalo basal e teto (Figura 15)
(Sam; Bordoni, 2022). Desta forma, a transdugdo do sinal colinérgico esta
relacionada com diversos processos cognitivos, como por exemplo a memoria,
aprendizagem e motivacédo, que dependem da liberacdo da ACh e a sua interagao

com seus respectivos receptores (Chen et al., 2022).

Figura 15 - Vias colinérgicas no cérebro humano.
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Fonte: Adaptado de Scarr et al., 2013.

No neurbnio pré-sinaptico colinérgico, a ACh é gerada através da reagao entre
colina e acetilcoenzima A através da catalise pela colina acetiltransferase. Apos ser
formada, aproximadamente 10.000 moléculas de ACh sdo armazenadas em cada
vesicula por um transportador vesicular de ACh até que haja um estimulo especifico

que resulte na sua liberagcado na fenda sinaptica. A despolarizacéo do neurénio causa
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a abertura dos canais de caélcio voltagem-dependentes conduzindo o influxo de
calcio que permite a liberagdo da ACh na fenda sinaptica. Na fenda sinaptica, a ACh
podera interagir com os mAChRs ou os nAChRs exercendo os seus respectivos
efeitos (Araujo et al., 2016; Sam; Bordoni, 2023). A ACh exerce a sua fungdo por
meio de duas classes de receptores: receptores muscarinicos metabotropicos
(mAChRs) M1-Ms e receptores nicotinicos ionotropicos (nAChRs) (Picciotto et al.,
2000).

Os receptores muscarinicos dos subtipos M1, M3 e Ms sdo acoplados a
proteinas Gq que ativam a fosfolipase C, enquanto os subtipos M2 e M4 séo
acoplados a proteinas Gio, que controlam negativamente a adenilato ciclase (Wess,
2003). Além disso, os mMAChRs estdo localizados tanto pré quanto pos-
sinapticamente em todo o cérebro, gerando diversos efeitos na atividade cerebral,
como a promogao do aprendizado e da memoria (Fernandez de Sevilla et al., 2020).
Como exemplos dos efeitos heterogéneos da estimulagdo de mAChR, os mAChRs
M2 e M4 pré-sinapticos podem atuar como auto-receptores inibitérios em terminais
colinérgicos (Douglas et al., 2002). Em contraste, receptores M1 e Ms podem
estimular a liberagdo de dopamina (DA) de sinaptossomas estriados e pos-

sinapticos (Zhang et al., 2002).

Os receptores nicotinicos tém funcdo de canais de cations excitatérios nao
seletivos (Picciotto et al.,, 2001) e existem como conjuntos homoméricos ou
heteroméricos de uma grande familia de subunidades (az2-a7 e B2-f4) (Picciotto et
al.,2000). Embora os neuromoduladores sejam normalmente associados a
sinalizagdo metabotropica, o papel dos nAChRs ionotrépicos no cérebro parecem
ser amplamente moduladores também. Desta maneira, os nAChRs ionotrépicos no
cérebro parecem estar envolvidos nos processos de memoria de trabalho, memoria
espacial, reconsolidagdo de memdrias de longo prazo de objetos, no comportamento
e na aprendizagem (Levin, 2002; Echeverria et al., 2023). Além disso, vale ressaltar
que a estimulacdo de nAChRs pode aumentar a liberacédo de glutamato, GABA, DA,
ACh, norepinefrina e serotonina (Picciotto, 2003).

O principal mecanismo da terminacédo da transmissao colinérgica se da pela
rapida hidrolise da ACh (éster acetato da colina, que por apresentar o grupo amonio
quaternario é permanentemente ionizada) pela AChE. A hidrdlise resulta em dois

metabdlitos inativos, o acetato e a colina (Dvir et al., 2010) (Figura 16), sendo esta
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ultima encontrada no plasma com uma concentragao de aproximadamente 10 mM e
sendo recaptada pelos neurdnios colinérgicos através do transportador de alta
afinidade Na*/colina. Além da AChE, a butirilcolinesterase (BuChE) é capaz de
catalisar eficientemente a hidrélise da ACh, sendo também importante para a
regulacdo do sistema colinérgico. Entretanto, a BuChE possui baixa seletividade
pela ACh e é produzida principalmente no plasma sanguineo (Purves et al., 2001;
Reid; Chilukuri, 2013).

Figura 16 - Principal mecanismo de terminagdo da transmissao colinérgica (rapida
hidrélise pela AChE).
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Fonte: Adaptado de Dvir et al., 2010.

A AChE possui alta atividade catalitica, em que uma molécula de AChE
hidroliza aproximadamente 25.000 moléculas de ACh por segundo (Colovi¢ et al.,
2013). Sua estrutura e mecanismo de agao estdo bem elucidados na literatura, na
qual possui diversos subsitios que podem ser distinguidos como sitios ativos da
AChE. Dentre eles, o sitio esteatico (SE), também chamado de triade catalitica, que
consiste nos aminoacidos Ser200, Glu327 e His440, localizados a aproximadamente
20 A de profundidade da superficie da enzima. Ser200 e His440 estdo envolvidos na
reacao com a ACh durante a catalise da ACh, em que a reagao ocorre apos a
transferéncia de proton da Ser200 para o imidazol da His400 e entao,
subsequentemente, a adigdo nucleofilica do atomo de oxigénio da Ser200 para o
substrato de ACh, conhecido como processo de acilacdo. Ja na desacilagao, a
enzima acil é hidrolisada a sua forma original pela agua (Figura 17). O papel
catalitico do Glu327, por sua vez, ainda ndo € bem compreendido (Tachikawa et al.,
2005; Wiesner et al, 2007).



Figura 17 - Esquema de reacgao da hidrolise da ACh catalisada pela AChE.
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Fonte: Adaptado de Tachikawa et al., 2005.
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Além do SE, a AChE possui mais 4 outros sitios localizados ao longo da

cavidade, sendo eles o sitio catalitico aniénico (CAS) (formado pelos residuos
Trp84, Glu199 e Phe330), sitio de ligagdo do grupo acila (Phe288 e Phe290), sitio
oxianiénico (Gly118, Gly119 e Ala201) e o sitio anidnico periférico (PAS) (Tyr70,
Asp72, Tyr121, Trp279 e Tyr334) localizado na entrada da cavidade. O CAS ¢ o sitio

responsavel pela interacdo e estabilizacdo da colina durante a hidrélise da ACh. O

PAS ¢é importante para a estabilizagdo da molécula de ACh, através de interacdes

cation-1r entre 0 amoénio quartenario do substrato e a regido aromatica presente na

cadeia lateral dos aminoacidos e pode ser também local de interagdo de outros

substratos catidnicos e inibidores (Figura 18) (Wiesner et al, 2007; Dvir al., 2010;

Sharma, 2019; Velloso et al., 2020).
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Figura 18 - Representagao esquematica dos locais de ligagao da AChE.

Sitio aniénico periferico (PAS)

Sitio catalitico
anidnico (CAS) .

Fonte: Adaptado de Dvir et al., 2010.

A BuChE, por sua vez, compartilha uma similaridade de cerca de 65% com a
AChE, possuindo as regides CAS e PAS em seu sitio ativo que exercem as mesmas
funcdes. Desta forma, as principais diferencas entre ambas residem na composi¢ao
de aminoacidos presentes ao longo do canal que conecta o CAS ao PAS, o que
influencia nas diferengas observadas com relacdo ao volume dessa regido entre as
duas enzimas (Mushtaq et al., 2014). A AChE possui substituicdes dos aminoacidos
aromaticos (Tyr72, Tyr124, Tyr337, Phe295 e Phe297) no seu sitio ativo por
residuos alifaticos na BUChE (Asn72, GIn124, AlaA337, Leu286 e Val288). Logo, os
grupos aromaticos da AChE causam maior impedimento estérico, dando maior
especificidade pelo substrato e atividade catalitica sobre a ACh. Os residuos
alifaticos menos volumosos da BuChE nao proporcionam ligagdo -1 forte,
permitindo que moléculas inibidoras maiores e substratos inespecificos como a

butirilcolina (BuCh) e succinilcolina se liguem a BuChE (Ha et al., 2020).
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2.3.2. Inibidores da acetilcolinesterase

Déficits na transmissao colinérgica podem potencialmente influenciar em
todos os aspectos da cognicdo e comportamento. Estudos iniciais, por exemplo
defendiam a “hipdtese colinérgica” para explicar os déficits cognitivos e de memoria
observados na DA, através da perda de células colinérgicas no nucleo basal de
Meynert em cérebros de post-mortem de pessoas com DA. Além disso, a perda
significativa de neurdnios colinérgicos do prosencéfalo também foi encontrada em
cérebro de individuos com DP. Atualmente, apesar da hipotese colinérgica ter
perdido interesse em grande parte devido ao papel da B-amildide e, mais
recentemente, das proteinopatias tau na perda de memdria na DA, trabalhos
recentes de neuroimagem fornecem evidéncias convincentes de que as perdas do
sistema colinérgico e o declinio cognitivo estdo intrinsecamente ligados na DA e DP
e que a perda de neurdnios colinérgicos aumenta a gravidade da manifestagao

clinica da deméncia (Bohnen et al., 2018).

Desta forma, os inibidores da acetilcolinesterase (IAChE) podem aumentar os
niveis de ACh na fenda sinaptica, e, portanto, melhorar parcialmente os sintomas
cognitivos e a qualidade de vida de pacientes com DA leve a severa. Apesar de os
IAChE gerarem efeitos positivos na cogni¢cao desses pacientes, esses efeitos s6 sdo
observados por um curto periodo (de 1 a 3 anos). Além disso, os IAChE nao
conseguem reduzir a progressao da DA (Ferreira-Vieira et al., 2016). Atualmente,
existem 3 farmacos iIAChE disponiveis no mercado para o tratamento da DA, que
sdo a donepezila, galantamina e rivastigmina, mas outros farmacos iAChE ja foram
utilizados para o tratamento dessa doencga, como a fisostigmina e a tacrina (Figura
19) (Pepeu; Giovannini, 2009; Jackisch et al., 2009; Sharma, 2019).
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Figura 19 - Estrutura de farmacos IAChE que ja foram ou s&o utilizados no

tratamento da DA.
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Fonte: Autoria propria.

O primeiro IAChE descoberto foi a fisostigmina, que €& um alcaldide
proveniente da planta Physostigmina venenosum. Nos anos 1960, demonstrou-se a
relagdo da substancia com a melhora da memoria, sendo prescrita para tratamento
da DA, o que hoje ndo é mais indicado. Seu emprego na terapia foi limitado devido
apresentar uma meia-vida muito curta, de aproximadamente 30 minutos, o que
implicava no aumento de administragdes diarias. Outro fator que colaborou para a
descontinuidade do uso € o seu perfil alto de efeitos colaterais. Atualmente, é
utilizado no tratamento de glaucoma, intoxicagéo por outros alcaloides e em casos
de miastenia grave (Costa et al., 2019; Andrade; Zafar, 2023).

Em 1993, a tacrina tornou-se o primeiro farmaco aprovado pela FDA para o
tratamento de DA. A tacrina faz interagdes intermoleculares com residuos dos
aminoacidos Phe330 e Trp84, que estdo presentes no sitio anibnico da AChE.
Ademais, vale ressantar que a tacrina inibe tanto a AChE quanto a BuChE, o que
pode tornar esse farmaco util tanto nos estagios iniciais da DA ao inibir a AChE,
guanto nos estagios mais avangados ao inibir a BUChE. Em estagios avangados da
DA, o nivel de AChE no cérebro diminui gradativamente enquanto a BuChE se
mantém, evidenciando o carater compensatério da BuChE na auséncia de AChE
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(Kummerle, 2021; Sharma, 2019). Entretanto, apesar de apresentar eficacia
terapéutica, a tacrina possui efeitos hepatotdéxicos consideraveis, sendo
descontinuada em 2013 (Tumiatti et al., 2010).

A donepezila, por sua vez, foi aprovada, em 1996 para o tratamento de
pacientes com DA leve a moderada. Esse farmaco inibe especificamente a AChE,
entretanto, possui outros mecanismos de ag&o adicionais, ndo agindo apenas a nivel
de neurotransmissores, mas também a nivel molecular e celular em todos os
estagios envolvendo a patogénese da DA, como na redugdo de citocinas
inflamatorias presentes no inicio da doenca e reducdo de efeitos oxidativos

induzidos por estresse (Jacobson; Sabbagh, 2008).

A donepezila é o iIAChE mais eficaz com menor hepatotoxicidade. E muito
utilizada como protétipo para o desenvolvimento de farmacos que utilizam
hidridizagdo, que geralmente demonstra melhores afinidades e eficacia comparados
as substancias isoladas. Desta forma, nos ultimos anos, varios derivados da
donepezila foram preparados e avaliados como agentes anti-DA (Viegas-Junior et
al., 2017; Mohsin; Ahmad, 2020). A donepezila parece interagir com a AChE através
de interacdes de empilhamento 11- 1 com o residuo Trp84, 1r-cation com os residuos
Asp72 e Phe330, 1r-sigma com os residuos Tyr334 e Trp279, ligacao de hidrogénio
com o residuo Phe288 e ligagdo carbono-hidrogénio com os residuos Tyr70 e
Ser286 (Figura 20) (Hassan et al., 2020). O grupo indanona da molécula
(caracterizado como uma regido aromatica lipofilica) interage no PAS, enquanto o
grupo benzilamina contribui para a afinidade através da interagdo com o CAS
(Figura 21) (Kryger et al.,1999; Saglik et al., 2020).
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Figura 20 - Padrao de interagdo da donepezila com o sitio ativo da AChE.
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Fonte: adaptado de Hassan et al., 2020.

Figura 21 - Representagao da estrutura da donepezila com destaque para os grupos
responsaveis pela interacdo com a AChE. Amarelo: regido aromatica lipofilica
(indano) = interacdo com o PAS; roxo: grupo basico ligado a uma regiao lipofilica

(benzilamina) em verde = interagdo com o CAS.

Fonte: Autoria prépria.

Jad a galantamina é um alcaléide isolado de plantas da familia
Amaryllidaceae que foi aprovada para o uso clinico para o tratamento da DA em
2001. Esse farmaco possui longa duracdo de acado, possui seletividade de
aproximadamente 50 vezes mais para AChE do que para BuChE, age como um
inibidor reversivel competitivo da AChE, além de ser um modulador alostérico dos
NAChRs. Devido ao seu duplo mecanismo de agdo, a galantamina melhora
significativamente o déficit cognitivo tanto por aumentar a ACh na fenda sinaptica
através da inibicdo da AChE, quanto por modular alostericamente os nAChR,
potencializando a atividade do canal de nAChRs em resposta a ACh (Wang et al.,
2007; Santos et al., 2020).
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Por fim, a rivastigmina € um inibidor tanto da AChE e BuChE, que penetra
rapidamente no SNC apo6s a sua administragdo oral ou parenteral, possuindo longa
duracgéo de agao (aproximadamente 10 horas). Essa molécula possui afinidade tanto
pelas colinesterases do SNC quanto pelas periféricas, entretanto, estudos mostram
uma inibicdo mais potente da AChE no cértex e hipocampo e nas regides cerebrais
mais afetadas pela DA (Birks et al., 2015).

A duracéao do tratamento com os IAChE ¢ limitada pelo fato da quantidade da
AChE ser severamente reduzida nos pacientes com DA em mais de 90%, enquanto
os niveis da BuChE podem ser aumentados em aproximadamente 120% com
relacdo a condicao fisiolégica normal. Desta forma, a BuChE exerce um papel
essencial na compensagao da enzima AChE em hidrolisar a ACh em condi¢des
patologicas como na DA. Portanto, inibidores da BuChE (iBuChE) também podem
ser uma potencial estratégia para o tratamento de DA avangada (Gao et al., 2021;
Zhou; Huang, 2022).

2.3.3. Inibidores duais AChE / BUuChE

O crescente interesse por compostos capazes de inibir tanto a AChE quanto a
BuChE pelo potencial beneficio em estagios mais avangados da DA tem se tornado
evidente (Kummerle, 2021; Sharma, 2019). Yerdelen et al. (2015), apresentam
compostos contendo o fragmento indano da donepezila que foram planejados e
avaliados com relagdo a capacidade de inibicdo nas colinesterases e agregagao dos
peptideos beta-amildides (AB1-42), agentes antioxidantes e queladores de metais. Os
compostos avaliados apresentaram boa capacidade de inibigdo tanto na AChE
quanto na BuChE, embora nido houve diferengas relevantes entre eles os compostos

com relagdo a inibicdo nas colinesterases (Figura 22).

Lamie et al. (2022), por sua vez, mostram algumas moléculas multialvos
baseados na estrutura da donepezila com potente atividade inibitoria pelas
colinesterases e propriedade antioxidante, que vem sendo estudados como
potenciais candidatos para o tratamento da DA (Figura 23). O composto XIX,
contendo o fragmento benzilpiperidina (verde), mesmo fragmento presente na
donepezila, exibiu atividade inibitéria nanomolar tanto na AChE quanto na BuChE.,
apresentando interagées com os residuos Trp86, Tyr341 e Trp286 da AChE e Trp82

lle69 e GIn71 da BuChE. Ja o composto XX, teve a sua atividade inibitoria
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drasticamente reduzida nas colinesterases ao ter a amida posicionada na posi¢cao
meta.

Figura 22 - Compostos baseados na estrutura da donepezila com potente atividade
inibitoria pelas colinesterases. Amarelo: regido aromatica lipofilica (indano); roxo:

grupo basico ligado a uma regiao lipofilica.
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Fonte: Autoria prépria.

Figura 23 - Compostos baseados na estrutura da donepezila com potente atividade
inibitoria pelas colinesterases Amarelo: regido aromatica lipofilica; roxo: grupo basico

ligado a uma regiéo lipofilica (benzilpiperidina).
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Fonte: Autoria propria.

Ja em trabalhos realizados pelo nosso grupo com compostos da série LINS01
observam-se resultados promissores em ensaios de afinidade pelas colinesterases.
Os melhores compostos como anticolinesterasicos da série foram o LINS01022 e
LINS01023 (Figura 24), que contém o grupo alilpiperazina na regidao basica.
Ademais, os dados obtidos, juntamente com aqueles de outros compostos da
literatura, sugerem que o aumento da distancia entre o grupo basico e o nucleo

aromatico podeaumentar a afinidade pelas ChEs (Lopes et al.,, 2022). Assim,
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explorar futuramente espagantes mais longos deve ser considerada nesses

compostos.

Figura 24 - Compostos LINSO1 com melhores afinidades pelas colinesterases.
Amarelo: regido aromatica lipofilica; roxo: grupo basico ligado a uma regiao lipofilica

(benzilamina).
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Fonte: Autoria propria.

2.4. Correlacao entre o sistema histaminérgico e o sistema colinérgico

Como discutido, o HsR é um auto-receptor inibitério e um hetero-receptor em
uma variedade de neurdnios, dentre eles os neurdnios colinérgicos. A modulagédo do
HsR na transmissédo colinérgica foi mostrada pela primeira vez no SNP onde
observou-se que a HA e R-alfa-metil-histamina (RAMH), um agonista seletivo de
HsR, inibiam a contracdo de segmentos do ileo de porquinhos-da india por
estimulacéao elétrica sem afetar a contracao induzida por ACh exdgena. Ademais, no
musculo liso longitudinal/ plexo mientérico, a liberagdo de [3H] -acetilcolina ([3H] -
ACh) induzida por estimulagdo elétrica foi inibida pela histamina e pelo RAMH
(Trzeciakowski, 1987; Poli et al., 1991; Frieling et al., 1993; Aquino-Miranda; Arias-
Montafio, 2012). Essas interagdes entre neurdnios histaminérgicos e colinérgicos

estéo representadas na Figura 25.
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Figura 25 - Representagao esquematica da interagao entre HA e ACh no SNC.
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Fonte: Lopes et al., 2021.

Ja no SNC, experimentos in vitro mostraram que a ativacdo do HsR inibe a
liberagdo da ACh-[*H] induzida por potassio em fatias do cortex entorrinal de ratos.
Entretanto, em sinaptossomas da mesma regido e em fatias do hipocampo, a
liberagdo do ACh-[*H] nao foi afetada pela ativagdo do HsR, trazendo
questionamentos sobre a presenga do receptor H3R nestas terminagdes nervosas
colinérgicas (Frieling et al., 1993; Alves—Rodrigues et al., 1998; Aquino-Miranda;
Arias-Montafio, 2012).

Por fim, estudos in vivo com microdialise em cérebros de ratos mostraram que
a ativagdo do HsR inibia a liberagdo de ACh no hipocampo, amigdala basolateral,
cortex pronto-parietal, estriado ventral e nucleo accumbens, estruturas essas
correlacionadas com os processos cognitivos. Desta forma, a semelhanga dos
estudos realizados em fatias do cértex entorrinal de ratos por exemplo e dos estudos
in vivo mencionados, indicam que ha uma agao direta dos H3sR sobre os receptores
localizados nos terminais colinérgicos, havendo uma modulagao do HsR na liberagao
ou inibicdo da ACh no SNC (Blandina et al., 1996; Aquino-Miranda; Arias-Montafio,
2012).

Outros estudos utilizando antagonistas/agonistas inversos do HsR em
modelos de camundongos ou ratos com prejuizo cognitivo ocasionados pela

utilizagado de escolopamina, mostram a clara correlagao existente entre os sistemas
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histaminérgicos e colinérgicos. Em um dos estudos, por exemplo, a utilizagdo dos
antagonistas do HsR tioperamida e clobempropite reverteu totalmente os prejuizos
cognitivos causados pela escopolamina em ratos, onde os ratos foram submetidos a
testes de esquiva inibitoria e reconhecimento de objeto novo. Acredita-se que essas
respostas podem envolver neurbnios colinérgicos do nucleo basal de Meynert
(NBM), ja que as tarefas cognitivas foram prejudicadas por um antagonista
colinérgico. Portanto, melhorias cognitivas induzidas por antagonistas/agonistas
inversos do H3R podem ser explicadas pelo antagonismo dos H3sR sobre a liberagao
de ACh cortical. Um segundo mecanismo que pode ter contribuido para os efeitos
observados dos antagonistas HsR pode envolver a liberagdo de histamina, ja que
estes compostos, ao aumentar a liberacdo de histamina, podem facilitar a atividade
colinérgica em areas cerebrais cruciais para o desenvolvimento de fungdes

cognitivas (Bacciottini et al., 2001).

Sendo assim, os antagonistas H3sR proporcionam uma maior liberagéo e
disponibilidade de HA e ACh na fenda sinaptica para interagirem com os seus
respectivos receptores, melhorando processos cognitivos em areas cerebrais
relacionadas com o aprendizado, memdria, atengao, dentre outras. Tal fato torna-os,
portanto, promissores candidatos a farmacos para o tratamento de desordens
cognitivas (Blandina et al., 1996; Bacciottini et al., 2001 Aquino-Miranda; Arias-
Montafio, 2012; Lopes et al., 2021).

2.5. Abordagem multialvo: ligantes duais H3R/ChEs

O planejamento e desenvolvimento de um unico farmaco capaz de atuar em
dois ou mais alvos de interesse, numa estratégia mais conhecida como
planejamento de ligantes multialvos, pode ser uma solugao viavel para o tratamento
de condi¢cbes complexas, como as deméncias. A experiéncia com o uso de agentes
mais seletivos, devido a complexidade dessas doencas multifatoriais mentais,
mostrou que farmacos seletivos, de alvo unico, nem sempre apresentam eficacia
satisfatoria (Jonczyk et al., 2019; Féger, Hirsch, 2015). Assim, o efeito sinérgico que
antagonistas/agonistas  inversos dos HsR podem ter com agentes
anticolinesterasicos na atividade cognitiva € uma estratégia interessante para novos

farmacos com potencial pro-cognitivo.
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Os farmacos multialvo também podem proporcionar uma série de outros
beneficios, como a redugdo de interagées farmaco-farmaco, ja que nesse caso,
apenas um farmaco é administrado ao invés de dois, diminuindo os efeitos adversos.
Outra vantagem seria a simplificagdo do regime terapéutico, ja que pacientes que
sofrem de declinio cognitivo, por exemplo, podem encontrar dificuldades com
relacdo a administracdo de dois farmacos distintos devido, muitas vezes, a

diferentes horarios e doses de administracdo dos mesmos (Prati et al., 2016).

Prati e colaboradores propéem que compostos multialvo podem ser obtidos
através de estratégias como linking, fusing ou merging (Prati et al., 2016). A
estratégia linking consiste na ligacédo de duas moléculas através de um espacgante
estavel. A estratégia fusing, por sua vez, € a unido de duas moléculas pequenas
diretamente, sem um espacante. Essas duas estratégias, entretanto, podem gerar
moléculas grandes e com maior peso molecular, que poderao encontrar dificuldades
para atravessar os tecidos e eventualmente, o compartimento intracelular de
interesse (Stelitano et al., 2020). Por fim, a estratégia de merging € a sobreposi¢cao
de duas moléculas diferentes, geralmente com um farmacéforo comum, que
proporciona diversas vantagens comparados as outras estratégias. Entre elas, a
geragao de moléculas com menor peso molecular, menor lipofilicidade e melhores

paréametros de eficiéncia de ligante (Figura 26).
Figura 26 - Estratégias para a obtencao de farmacos multialvo.

Ligantes de
um unico alvo

W@

A
Linking Merging
Fusing

- v -

Compostos
hibridos

Fonte: Autoria propria.
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Diversos exemplos na literatura mostram a utilizacdo de estratégias de
hibridizagdo para a obtecdo de compostos com afinidade pelo Hs3R e acéo
anticolinesterasica. Petroianu et al. (2006) apresentam em seu trabalho compostos
hibridos contendo um fragmento da tacrina correspondente a regido aromatica da
estrutura geral de ligantes dos HsR. Variagdbes nas moléculas incluiram a
aromatizacdo e simplificacdo do fragmento da tacrina e variagdes no espagante
entre o fragmento da tacrina e a regido basica. Dentre os compostos testados, o
FUB833, FUB834 e 0 FUB835 exibiram alta afinidade tanto em HsR quanto nas
colinesterases, com boa seletividade em outros subtipos de receptores de histamina.
Ja o FUB816 apresenta um espacgante muito mais curto entre o fragmento de tacrina
e a regiao basica comparado aos compostos FUB833, FUB834 e FUB835, o que,
consequentemente, reduziu muito a sua atividade principalmente nas colinesterases.
Por fim, o FUB735 teve a retirada de um anel ciclohexil do fragmento da tacrina, o
que reduziu drasticamente a afinidade dos compostos pelas colinesterases
comparado ao FUB816 (Figura 27).

Figura 27 - Compostos FUB e seus resultados de afinidade por H3R e acgao
anticolinesterasica. Amarelo: grupo lipofilico (fragmento da tacrina); roxo: amina

terciaria; verde: regido lipofilica ligada ao grupo basico.

P /\/©/O\/\/O H\/\/©/O\/\/O
\
NN N
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FUB833 N | FUB834
H,RK; =0,33 M N H,RK; =1,4 M
IC5, €6AChE 2,6 nM IC5, eeAChE 95 nM
IC5, €gBUChE 8,8 nM IC5,egBUChE 10 nM

ot )
NS \/\/N
\
N
H FUB835
H,R K, =1,8 nM

IC5, eeAChE 8,6 nM
IC5, eqBUChE 10 nM

H
N = %/N\/\/"O
H FUB735
FUB816 H,R K, =85 nM
HiR K, =188 nM IC4, @eAChE 40000 nM

IC5 €6AChE 1900 nM IC5, ©gBUCHE 25400 nM
IC, ©gBUChE 3500 nM

Fonte: Autoria propria.
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Ja Darras et al. (2014) mostram em seu trabalho uma nova série de
compostos hibridos que atuam tanto como antagonistas dos HsR quanto inibidores
das colinesterases. Os compostos foram desenvolvidos através da ligacédo entre
fragmentos tri- e tetraciclicos que demonstram alguma similaridade com a estrutura
da tacrina com aminas ciclicas através de um espacante de 3 ou 6 carbonos. Dentre
0s compostos observa-se que o azepano presente no composto XXI diminui muito a
atividade tanto em HsR quanto na acetilcolinesterase ao se comparar com o
composto XXII que possui uma piperidina. Ja a troca de um fragmento tetraciclico
(composto XXII) por um triciclico como o composto XXIII, melhorou muito a atividade
dos compostos nos alvos de interesse. Além disso, o aumento do espagante entre o
fragmento ftriciclico e a regido basica como visto no composto XXIV, melhorou a
afinidade por HsR e conferiu certa seletividade pela BuChE. Por fim, a presenca do
grupo carbonila na regido aromatica prejudicou a afinidade por HsR observado no

composto XXV (Figura 28).

Figura 28 - Compostos hibridos com fragmentos tri- e tetraciclicos ligados a aminas
ciclicas e seus resultados de afinidade por H3R e agao anticolinesterasica. Amarelo:
grupo lipofilico (fragmento similar a tacrina); roxo: amina terciaria; verde: regido

lipofilica ligada ao grupo basico.
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XX XXIV
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IC5, hAChE 33,9 nM IC5, PAChE 39,1 nM
IC5, 6qBUChE 8,2 uM IC, €qBUCHE 1,30 uM

XXV
H,R K, =1559,0 nM
IC4, hAChE n.d.
IC4, €GBUCE 122,3 uM

Fonte: Autoria propria.
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Por fim, o potencial de flavondides como inibidores das colinesterases
também foi reportado, na qual foram utilizados farmacéforos de isoflavondides
ligados a farmacoforos de alcoxipiperidina (afinidade em HsR) gerando compostos
com boa atividade tanto em HsR quanto nas colinesterases. Bajda et al. (2020)
mostram o composto XXVI, que contém um fragmento de isoflavona, como sendo
um composto promissor que exibe afinidade nanomolar em HsR e micromolar em
AChE. Ademais, tazewska et al. (2020) apresentam derivados de xantona em que o
composto XXVII, contendo uma homopiperidina ligado a uma xantona gerou uma
alta afinidade pelo HsR e acdo anticolinesterasica (Figura 29). Em ambos os
trabalhos, o fragmento de isoflavona parece que ser orientado para a porgao PAS da
AChE, enquanto a unidade basica direciona para interagbes na regidao CAS, bem
como com Glu5.46 do HsR (Bajda et al.,2020; tazewska et al., 2020).

Figura 29 - Compostos hibridos com farmacoéforos de isoflavondides e seus
resultados de afinidade por H3sR e acgéo anticolinesterasica. Amarelo: grupo lipofilico
(fragmento similar a tacrina); roxo: amina terciaria; verde: regido lipofilica ligada ao

grupo basico.

O O~
XXVI O O XXVII
H,R K =10,8 M H,RK =170 nM

IC4, PAChE 0,5 UM o IC5, PAChE 392 nM
IC5, hBUuChE 1,6 uM IC5, egBUChE 1278 nM

Fonte: Autoria prépria.

Diferentemente da hibridizacdo, a estratégia merging, como mencionado
anteriormente, consiste na sobreposicao de farmacoforos em uma mesma molécula
na qual proporciona diversas vantagens. Entretanto, gerar compostos através da
estratégia merging que tenha afinidade adequada pelos alvos de interesse nao é
algo trivial, necessitando muitas vezes de otimizacdo de cada farmacoforo em
combinagdo. Desta forma, deve-se garantir uma adequada afinidade por todos os
alvos selecionados, sendo interessante que as estruturas originais de cada ligante ja
apresentem semelhangas, como no caso de certos ligantes de HsR e de

colinesterases (Lopes et al., 2021).
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Desta forma, diversos exemplos da literatura e do nosso grupo mostram a
estratégia de hibridizagdo merging para a obtengdo de compostos com afinidade
dual em HsR e agdo anticolinesterasica. Alguns exemplos na literatura, como o
trabalho de Jonczyk et al. (2019) mostram compostos com afinidade pelo HsR e
colinesterases com mais de uma amina protonavel na regido basica. Esses
compostos nao apresentaram boa acao inibitéria pela AChE, apesar da afinidade
nanomolar pelo H3R. Ja Ghamari et al. (2020) utilizaram uma estratégia de triagem
virtual para identificar potenciais ligantes do HsR, sendo que dentre eles, o composto
XXVIII foi identificado como ligante das colinesterases com afinidade micromolar
(Figura 30). Tal composto apresenta duas aminas protonaveis na regiao basica.
Desta forma, estudos de ancoragem molecular indicaram que a piperazina basica
pode interagir com o triptofano da regido CAS da AChE, enquanto que o anel indol é
direcionado para a regidao PAS. Adicionalmente, o grupo piperazina parece ser

responsavel por interagir com Glu5.46 do HsR.

Figura 30 - Composto XXVIIl e seus resultados de afinidade por HsR e acgao
anticolinesterasica. Amarelo: grupo lipofilico; roxo: amina terciaria; verde: regiao

lipofilica ligada ao grupo basico.
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| XXV K/N\
H,R EC4,= 0,73 nM
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BUChE IC,,= 21,10 uM

Cl

Fonte: Autoria prépria.

Corréa et al. (2021) apresentam em seu trabalho uma série de compostos
com essas caracteristicas, na qual pequenas modificacbes na estrutura dessas
moléculas aumentaram ou diminuiram suas afinidades pelo Hs3R e acéo
anticolinesterasica. Observa-se, na Figura 31, que o composto LINS01009 apesar
de apresentar afinidade pelo HsR, possuia uma taxa de inibicdo irrelevante nas
colinesterases. Ao trocar-se a metila na regiao lipofilica arbitraria ligada ao grupo
basico por um grupo alila, dando origem ao composto LINS01022, este passou a
apresentar uma consideravel atividade de inibicado nas colinesterases. Além disso, a

troca do grupo metoxila ligada a regido lipofiica em amarelo do composto
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LINS01022, pelo grupo tert-butila (composto LINS01023) melhorou ainda mais a

acgao anticolinesterasica do composto (Corréa et al., 2021; Lopes et al., 2022).

Figura 31 - Compostos LINSO01 e seus resultados de afinidade por HsR e agao
anticolinesterasica. Amarelo: grupo lipofilico; roxo: amina terciaria; verde: regiao

lipofilica ligada ao grupo basico.

LINS01009 LINS01022 LINS01023

H;R pK; =61 H,R pK, =8,2 H;RpK; =78
IC5, €eAChE >100 uM IC5, €eAChE 38,9 M ICs, eAChE 19,1 uM
IC5o €gBUCHE n.d. IC5, €GBUChE 33,9 uM IC5o €gBUCHE 13,2 1M

Fonte: Corréa et al., 2021; Lopes et al., 2022.

Ja tazewska et al. (2023) reportaram uma série de compostos derivados
propionil-fenoxilicos com afinidade por HsR e agado anticolinesterasica (Figura 32),
em que fica possivel observar a influéncia do espagante na atividade dual dos
compostos. Assim sendo, comparando-se os compostos XXIX e XXX pode se
observar que a presenca de um carbono a mais no espacante diminuiu a afinidade
pelo H3R, entretanto, melhorou a agéo inibitoria nas colinesterases. Ja ao comparar-
se os compostos XXXI e XXXII, nota-se que a adigdo de um carbono a mais no

espacante diminuiu a atividade geral do composto pelos alvos de interesse.
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Figura 32 - Compostos derivados de propionil-fenoxi-pentil(-hexil) e seus resultados
de afinidade por HsR e agdo anticolinesterasica. Amarelo: grupo lipofilico; roxo:

amina terciaria; verde: regido lipofilica ligada ao grupo basico.

XXIX XXX
hH,R Ki (nM) = 24 o hH,R Ki (nM) = 41
eeAChE (%inibigao a 10 uM) = 49% eeAChE IC5, =4,79 £ 0,19 uM
eqBuChE (%inibicdo a 10 uM) = 32% eqBuChE IC4, = 1,35+ 0,04 uM

O\/\/\/O\ O\/\/\/\l\O/

XXXI XXXII
hH,R Ki (nM) = 12 o) hH,R Ki (nM) = 38
eeAChE IC5, =2,10 + 0,06 uM eeAChE (%inibicdo a 10 pM) = 68%
eqBUChE IC, = 1,75+ 0,05 uM eqBuChE (%inibicdo a 10 uM) = 66%

Fonte: Autoria prépria.

Godyn et al. (2022), por sua vez, relataram compostos benzofendnicos
(Figura 33) com perfil de atividade semelhante. Comparando-se os compostos
XXXIII e XXXIV, nota-se que a troca de um fluor ligado a regido lipofilica arbitraria
em amarelo por um cloro diminuiu muito a afinidade pelo H3R, porém, manteve a
acgao anticolinesterasica, sugerindo desta forma, que grupos eletronegativos ligados
ao anel aromatico podem influenciar na afinidade pelo HsR (Bajda et al., 2012;

Corréa; Fernandes, 2018).

Figura 33 - Compostos derivados de benzofenonas e seus resultados de afinidade
por HsR e acgao anticolinesterasica. Amarelo: grupo lipofilico; roxo: amina terciaria;

verde: regiao lipofilica ligada ao grupo basico.
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XXX XXXIV

hH,R K, 13 uM hH,R K, 133 uM
eeAChE IC4, 1,11uM eeAChE IC, 2,03 UM
eqBUChE IC,; 0,22 uM eqBUChE IC,, 0,86 uM

Fonte: Autoria propria.
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Por fim, Aranha et al. (2023), mostram em seu trabalho uma série de
compostos (série LINS05) (Figura 34) que foi desenvolvida e avaliada quanto a
afinidade por HsR e capacidade de inibicdo por ambas as ChEs. Dessa maneira,
comparando-se o0s compostos LINS05006 e LINS05015, observa-se que
modificagdes de heteroatomos no espagante também podem influenciar a atividade
dual dos compostos. A substituicdo do grupo éter por éster no espacante levou a
melhora na atividade tanto em HsR quanto nas colinesterases (composto
LINS05015). Ja a troca do naftaleno por um benzofurano reduziu a atividade geral
do composto LINS05018, denotando novamente a importancia de realizar

modificagdes realizadas na regiao lipofilica arbitraria.

Figura 34 - Compostos LINSO5 e seus resultados de afinidade por HsR e agado
anticolinesterasica. Amarelo: grupo lipofilico; roxo: amina terciaria; verde: regiao

lipofilica ligada ao grupo basico.
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Fonte: Autoria propria.

Ainda explorando a estrutura do LINS05018 apesar da baixa atividade dual,
modificou-se a regido lipofilica ligada ao grupo basico por um substituinte mais
volumoso (piridilpiperazina), mas que contém apenas um nitrogénio basico

(composto LINS05020), a afinidade tanto pelo HsR quanto pelas colinesterases foi
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bastante aumentada, sendo um dos melhores compostos da série. Finalmente, o
bioisosterismo do éster presente no espacante do LINS05020 pela amida
(LINS05021) ndo impactou muito a afinidade pelos alvos, exceto pela redugdo da
atividade na AChE (Aranha et al., 2023). Vale salientar que o composto LINS05018
possui dois nitrogénios basicos na piperazina, enquanto o composto LINS05020
possui apenas um. Isso pode ter alguma relacdo com a melhora da atividade do
composto LINS05020 nas colinesterases ser devido ao aumento do volume nessa

regido ou por possuir apenas uma amina protovavel (Aranha et al., 2023).

Dessa forma, em vista dos exemplos de compostos com atividade dual
tanto em HsR quanto nas ChEs utilizando-se o merging como forma de hibridizagao,
nota-se ser uma estratégia promissora para o planejamento de compostos com
eficacia pro-cognitiva. Portanto, faz-se necessario o planejamento de novos
compostos utilizando-se dessa estratégia com o objetivo de melhorar a atividade
pelos alvos de interesse. Variagbes na regido lipofilica, por exemplo, devem ser
consideradas, ja que alteragdes nessa regido afeta diretamente a atividade pelo HsR
e ChEs como mostrado nas figuras 31, 33 e 34. O espacgante também deve ser
considerado tanto com relagdo ao tamanho, quanto aos heteroatomos presentes.
Por fim, a presenga de um ou mais grupos basicos também podem exercer
influéncia com relagdo a atividade dos compostos, assim como o grupo lipofilico
ligado ao grupo basico. Vale salientar que as propriedades farmacocinéticas também
devem ser consideradas no planejamento desses compostos (Bajda et al., 2012;
Corréa; Fernandes, 2018; Ghamari et al., 2020; Lopes et al., 2021; Lopes et al.,
2022; Aranha et al., 2023; tazewska et al., 2023).
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3. OBJETIVOS

Face ao exposto, este trabalho teve como objetivo sintetizar e avaliar a
atividade de  compostos  aril-alquilamido-piperazinas  como potenciais
anticolinesterasicos e ligantes dos HsR. Com os resultados obtidos, pretende-se
futuramente otimizar o planejamento de novos compostos com maior atividade e

eficacia.

Especificamente, os objetivos deste trabalho foram:

a. Sintetizar os compostos propostos através de métodos sintéticos organicos
classicos;
b. Purificar e caracterizar a estrutura desses compostos pelas técnicas

espectroscopicas adequadas;
C. Avaliar a afinidade desses compostos por AChE e BuChE;

d. Avaliar a afinidade desses compostos por HsR.
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4. METODOLOGIA

4.1. Planejamento dos compostos

O planejamento da série baseou-se nas caracteristicas farmacoféricas de
antagonistas/agonistas inversos de HsR e iChEs levando em consideragao
resultados anteriormente publicados pelo nosso grupo (Corréa et al., 2019; Aranha,
2023; Lopes, 2023). Desta forma, ao explorar as semelhangas entre os farmacoforos
de ligantes de HsR e de ChEs, uma série de compostos foi planejada de acordo com

a Figura 35 .

Figura 35 - Compostos aril-alquilamido piperazinas planejados com afinidade por
HsR/ChEs.
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Fonte: Autoria prépria.

Os compostos planejados neste trabalho apresentam o nucleo aromatico
(amarelo), com substituicdo (laranja — R"), distante de 3 a 5 carbonos de uma regiéo
basica piperazinica (roxo) substituida com grupos menos ou mais volumosos
(verde). Os resultados obtidos podem ser Uteis para otimizar o planejamento de

novos compostos com maior atividade e eficacia.
4.2. Materiais

Os reagentes e materiais quimicos foram adquiridos comercialmente de
empresas especializadas com grau de pureza adequado a pesquisa. Os compostos
foram sintetizados no Laboratério de Insumos Naturais e Sintéticos (LINS) da
UNIFESP, onde ha a infraestrutura necessaria para o desenvolvimento dos métodos

sintéticos.
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Os compostos preparados foram caracterizados pelas técnicas
espectroscopicas adequadas disponiveis na UNIFESP. Os compostos finais tiveram
as estruturas determinadas por ressonancia magnética nuclear (RMN) em um
espectrdmetro de RMN da Bruker, modelo Avance 300, operando a 300 MHz para
hidrogénio ("H) e 75 MHz para carbono 13 ('3C), e por espectrometria de massas
(EM) de alta resolugdo em um MALDI-TOF/MS da Bruker. No caso da determinagao
por RMN, as amostras foram dissolvidas no solvente cloroférmio deuterado (CDCl3)
e as leituras foram realizadas com uso de tetrametilsilano (TMS) como referéncia.
Os deslocamentos quimicos (&) foram determinados a partir do TMS em partes por
milhdo (ppm). Quando aplicavel, as constantes de acoplamento (J) sé&o
apresentadas em Hz. Para obter os espectros de massas de alta resolucdo, os
compostos foram ionizados com solucédo de acido férmico a 0,1%, e os espectros

obtidos no modo positivo.

Quando necessario, a pureza dos compostos intermediarios foram avaliados
cromatograficamente por cromatografia gasosa (CG). Foram considerados
adequados para o ensaio farmacoldgicos as substancias com pureza superior a
95%.

4.3. Estratégia sintética

Os compostos foram preparados a partir de fendis, que foram alquilados com
cloroalquilésteres, hidrolizados e entdo usados para preparar as amidas finais com
substituintes piperazinicos (Esquema 1) (Khachatryan et al., 2015; Dayal et al.,
1990; Ghosh, Shanabi, 2021). No caso do composto 7d, o substituinte piperazinico é
a tert-butil 1-carboxilato de piperazina (1-Boc-piperazina), que foi submetida a uma
reacao de hidrolise em meio acido, para a retirada do grupo protetor Boc presente
na piperazina (Du et al., 2013; Smile et al., 2022), dando origem, em seguida, ao
composto 7f. O composto 7f foi entdo submetido a uma reagdo de substituicao
nucleofilica com o brometo de alila dando origem ao composto 7g (Esquema 2)
(Lopes, 2023).

Os compostos também foram preparados a partir dos acidos 3-cloro-
propanodico e 5-bromo-pentandico, na qual foram reagidos com as piperazinas N-
substituidas formando as amidas correspondentes (Ghosh, Shanabi, 2021). Em
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seguida, alquilou-se os fendis com esses intermediarios (Esquema 3) (Khachatryan
et al., 2015).

Esquema 1 - Procedimento sintético geral para a obte¢cdo dos compostos 6a - 6c,
7a-T7e, 8a- 8c.

1

R
oH O~ K.COyKI \©\ THF
cl
1/@/ . W 2ACE;\‘ OWO\/ + LiOH —>MeOH
R o

o]
o)
o 2 HOBLHO OM
o~
OH + ﬁN/ EDC.HCI /©/ N/\
1 HN\) DCM R K/N\ 2

R R
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R'=Ph,Cl,MeO RZ?=Me, Et, nPr, Bn, Boc R? = Me (6a) R2=Bn (7b) R?=Me (8a)

R'=Ph R?2=Bn(6a) R'=Cl R2=Et(7c) R'=MeO R?=Bn(8b)
R2 = Et (6a) R2 =Boc (7d) R2=Et(8c)

R2 = Prop (7e)

Fonte: Autoria propria.

Esquema 2 - Procedimento sintético geral para a obtecdo dos compostos 7f e 79.
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Fonte: Autoria propria.

Esquema 3 - Procedimento sintético geral para a obte¢do dos compostos com

variagdes no tamanho do espacante.
OH  K,CO/KI
O‘ R2 HOBtH,0 H\/(J)\ O acetona
HN\) DCM K/N ,

O 0 R?=Me;n=1(9a) R?=Me;n=3(10a)
H\/H\ R2=Bn;n=1(9b) R?=Bn;n=3(10b)
R2=Et;n=1(9c) R2?=Et;n=3(10c)

O n @

R2=Boc;n=1(9d) R?=Boc;n=3(10d)

R2=Me, Et,Bn,Boc Y=CI,Br n=1,3

Fonte: Autoria prépria.



67

4.3.1. Obtencao das amidas intermediarias

Os acidos 3-cloro-propandico e o 5-bromo-pentandico foram reagidos com as
piperazinas N-substituidas correspondentes (metil, benzil, etil, ou com o grupo
protetor a tert-butil 1-carboxilato (Boc), na presenga do cloridrato de N-etil-N'-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC.HCI) e hidrato de 1-hidroxibenzotriazol
(HOBt.H20), em diclorometano (DCM) (Esquema 4) (Chan, Cox, 2007; Christ et al.,
2021; Ghosh, Shanabi, 2021).

Esquema 4 - Procedimento sintético para os compostos aril-alquilamidopiperazinas
finais. R2-piperazina (1,2 eq.), EDC (1 eq.), HOBt (1 eq.), DCM, t.a., 24 h.

o} o 2=Me; n =
» HOBtH,0 22 _'E"‘? n: 11 fa)
R EDC.HCI =Et n =1 (1b)
YU T SOH + K\N SN YT T N/\ R2 =Boc; n =1 (1¢)

HN\) DCM K/N , | R?=Bn;n =3 (2a)
~N
R | R2=Boc; n =3 (2¢)

R'=Ph,Cl,MeO R2?=Me, Et,Bn,Boc Y=Cl,Br n=1,3

Fonte: Autoria prépria.
4.3.2. Obtencgao dos éteres

A alquilacao dos fenodis foi feita por substituicado nucleofilica na presenga de
carbonato e iodeto de potassio (K2COs/KI) através do éster 4-cloro-butanoato de
etila (Esquema 5) (Mastitski et al., 2017; Liu et al., 2020; Khachatryan et al., 2015).

Esquema 5 - Procedimento sintético da alquilagdo de fendis. 4-cloro-butanoato de
etila (1,2 eq.), K2CO3 (2 eq.), Kl (2 eq.), acetonitrila, refluxo, 80°C, 24 h.

0]
OH \/\/lL
o K,CO,/KI © o
. CI/\/\[( ~
1 ACN 1
R o) R
R! = Ph, Cl, MeO R'=Ph (3a)
R'=CI (3b)
R'=MeO (3¢c)

Fonte: Autoria propria.

4.3.3. Obtencao dos acidos

Apds a alquilagéo, os ésteres obtidos foram hidrolisados usando hidréxido de
litio (LiIOH) monoidratado e metanol em tetrahidrofurano (THF), gerando os seus

respectivos acidos (Esquema 6) (Dayal et al., 1990).
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Esquema 6 - Procedimento sintético de hidrélise dos ésteres. LIOH monoidratado (4
eq.), metanol (2 eq.), THF, refluxo, 60°C, 24 h.

0 0
O\/\)J\ N O\/\)J\
MeOH
0 + LOH —» OH
] THF 1
R R
R = Ph; Cl; MeO R'=Ph (5a)
R?=CI (5b)
R'=MeO (5¢)

Fonte: Autoria préopria.

4.3.4. Obtengao das amidas

Os acidos foram entdo reagidos com as piperazinas N-substituidas
correspondentes (metil, benzil, etil, propil, ou com o grupo protetor tert-
butiloxicarbonila - Boc), na presenga do cloridrato de N-etil-N'-(3-dimetilaminopropil)
carbodiimida (EDC.HCI) e hidrato de 1-hidroxibenzotriazol (HOBt.H20), em
diclorometano (DCM) (Esquema 7) (Chan, Cox, 2007; Christ et al., 2021; Ghosh,

Shanabi, 2021) formando alguns dos compostos finais.

Esquema 7 - Procedimento sintético para os compostos aril-alquilamidopiperazinas
finais. R?-piperazina (1,2 eq.), EDC (1 eq.), HOBt (1 eq.), DCM, t.a., 24 h.

(0] (0]
o I r? HOBtH,O OM
/©/ ~"Sow , [ N7 EDCHC /@/ N
HN\) g k/N
R DCM R! “R2
R'"=Ph;Cl;MeO  R2=Me: Et: nPr: Bn; Boc R? = Me (7a)
R2 = Me (6a) R2=Bn(7b) R2 = Me (8a)
R'=Ph R2=Bn(6a) R'=Cl R®=Et(7c) R'=MeO R?=Bn(8b)
R? = Et (6a) R? = Boc (7d) R2 = Et (8c)
R2 =Prop (7e)

Fonte: Autoria propria.
4.3.5. Obtencgao da piperazina (desprotecao da 1-Boc-piperazina)

As amidas provenientes da reagdao com a tert-butil1-carboxilato de piperazina
(1-Boc-piperazina) foram submetidos a uma reacéo de hidrélise em meio acido, para
a retirada do grupo protetor Boc presente na piperazina (Esquema 8) (Du et al.,
2013; Smile et al., 2022).
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Esquema 8 - Procedimento sintético para a preparacdo dos compostos finais com
substituinte alila. Acido trifluoroacético (TFA) (4 eq.), H20 (1 eq.), DCM, t.a., 18-24 h.

O\/\)J\N/\ TFA O\/\)CJ)\N

7d o

R =Ph; Cl; MeO

Fonte: Autoria propria.
4.3.6. Obtencao do composto 7g

O produto obtido a partir da desprotecao da 1-Boc-piperazina foi submetido a
uma reacao de substituicdo nucleofilica com o brometo de alila, na presenca de
K2COs, em solvente polar aprético (Tetrahidrofurano-THF) (Esquema 9) (Lopes,
2023).

Esquema 9 - Brometo de alila (1 eq.), K2COs (1 eq.), tetrahidrofurano (THF), t.a., 12-
24 h.

o} o}

O\/\/\N/\ K.CO 0\/\/\N/\
P 2~Y3
C|/©/ k/N H ToeTN C|/©/ 79 K/N\/\

7f

Fonte: Autoria prépria.
4.3.7. Obtencao dos maleatos

Os compostos finais foram convertidos aos sais hidrogeno-maleato
correspondentes para melhorar a solubilidade em agua e aumentar o grau de
pureza. Para isso, os produtos foram submetidos a neutralizacdo com acido maléico

em excesso em éter dietilico, e o sal formado foi obtido por filtragéo.

4.4. Avaliacao da atividade anticolinesterasica

A avaliagao da atividade inibitéria dos compostos sobre as colinesterases foi
realizada conforme metodologia descrita anteriormente (Lopes et al., 2022; Aranha et
al., 2023) utilizando a acetilcolinesterase de Electricus electrophorus (eeAChE) e a
butirilcolinesterase equina (eqBuChE) em microplacas de 96 pogos. Os compostos

foram inicialmente testados em concentragdo de 100 uM, e para os mais
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promissores, curvas completas concentracdo-resposta foram realizadas. A
neostigmina foi utilizada como referéncia para atividade em BuChE, e a donepezila
para AChE.

Brevemente, os ensaios foram realizados usando o seguinte protocolo. Em
cada pogo, foram adicionados 25 uL de solugdo de AChE ou BUuCHE 1 U/mL e 30 uL
de solugdo do composto teste (ou solugdo tampao nos pogos branco e controle). A
placa foi incubada a temperatura ambiente por 10 minutos. A seguir, foram
adicionados 125 yL de solucdo do acido 5,5-ditiobis (2-nitrobenzoico) (DTNB) (20
mM), 50 uL de solugao tampéao e 30 uL de solugédo 1 mM de iodeto de acetiltiocolina
(ASChl). Todas as solugbes foram preparadas em solugao tampéao fosfato de sédio
(pH 7,4). As leituras foram feitas por absorbancia em 415 nm a cada 1 minuto por 15
minutos. Os experimentos foram realizados em triplicata. A concentragdo necessaria
para inibir 50% da atividade enzimatica (ICs0) foi calculada através de regressao

nao-linear no programa GraphPad Prism 5.0.

4.5. Avaliacao da afinidade por H3R

Os ensaios de afinidade foram realizados em colaboragdo com o grupo do
Prof. Dr. Holger Stark, da Heinrich Heine University Duesseldorf (GER), seguindo
metodologia previamente descrita em publicagdo do nosso grupo (Aranha et al.,
2023).

Os compostos foram avaliados no HsR humano usando ensaios de
deslocamento do radioligante [*H] R-N®-metil-histamina (RAMH). Os compostos
foram avaliados em concentracdo unica de 1 uM, e a porcentagem de inibigao
determinada como a diferenca da porcentagem do ligante radiomarcado

remanescente apds a adi¢ao da solugdo do composto-teste.
4.6. Avaliacao in silico das propriedades fisico-quimicas

Os compostos finais, bem como a donepezila que foi utilizada como controle,
tiveram as suas estruturas desenhadas na ferramenta SwissADME disponivel em:
http://www.swissadme.ch/ que permitiu o calculo de descritores fisico-quimicos,
assim como parametros de Absorgdo, Distribuicdo, Metabolizacdo e Excrecao
(ADME). Os parametros considerados relevantes para o presente trabalho foram
utilizados como o LogP (wLogP), Log S (ESOL), solubilidade e TPSA e discutidos.


http://www.swissadme.ch/

71

Ademais, foi utilizado o BOILED-egg para a previsdo dos compostos finais
com relagao a absorg¢ao gastrointestinal e permeagao pela BHE. O grafico BOILED-

egg foi gerado pela propria ferramenta Swiss ADME.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Sintese dos compostos
5.1.1. Alquilagéo dos fendis por substituicdo nucleofilica

As reacgbes de substituicdo nucleofilica ocorrem geralmente em derivados de
4cidos carboxilicos e em compostos alifaticos com grupos abandonadores. E
definido, no geral, pela substituicdo de um grupo abandonador (GP) em um
substrato por um nucledfilo (base de Lewis), podendo ser classificado em
substituicdo nucleofilica unimolecular (Sn1) ou substituicdo nucleofilica bimolecular

(Sn2), de acordo com o perfil cinético da reagao (Figura 36) (Ouellette; Rawn, 2015).
Figura 36 - Esquema representativo de uma Sn1 e Sn2.

Mecanimo SN1:

\\\\\.y[C]—GF’ __lento _ /c— + Gp-
Substrato Carbocation

’,

rapido

o |
/)
Nu: -

Mecanimo SN2:

Produto

N3 A

\\\\\ [C]-GP

Substrato ““(r/

Nu: -

Fonte: Adaptado de Ouellette; Rawn, 2015.

As reagdes SN2 sao caracterizadas por acontecerem em uma Unica etapa e
em atomos de carbono primarios e secundarios, pois o impedimento estérico nao
permite que carbonos terciarios ocorram através de uma Sn2. Além disso, reagdes
SN2 caracterizam-se por ocorrerem geralmente no centro de carbonos sp? alifaticos

ligados a um grupo de saida estavel e mais eletronegativo, sendo comumente um
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halogénio. Vale salientar que a velocidade com que uma reagéo Sn2 ocorre depende
de diversos fatores tais como a forca do nucledfilo utilizado, a concentragao do
substrato ou do nucledfilo, o grupo de saida do substrato e o solvente utilizado,
sendo que solventes aproticos polares séo preferiveis para reagdoes Sn2 (Ouellette;
Rawn, 2018). Isso porque solventes apréticos polares, como a acetonitrila, nao
interagem com o nucledfilo, ja que ndo ha ligagao de hidrogénio entre o solvente e 0

nucledfilo, deixando o nucledfilo livre para atacar o substrato (Hansen et al., 2022).

Desta maneira, a sintese dos compostos iniciou-se por meio da formacéao de
moléculas intermediarias através de reacdes de substituicdo nucleofilica, mais
provavelmente do tipo bimolecular (Sn2) do composto halogenado com os fendéis (4-
fenilfenol, 4-clorofenol e 4-metoxifenol) correspondentes, representados na (Figura
37).

Figura 37 - Provavel mecanismo geral da alquilagdo de fendis por substituicao

nucleofilica Sn2.

0.\
fpy™ — SO (AR S g—
(e} R

I O

O g — o

R'= Ph, Cl, MeO X=Br, Cl

Fonte: Autoria prépria.

Para essa alquilagao, utilizou-se o iodeto de potassio (KI) como catalisador,
que promove a substituicdo do cloro da cadeia alquilica do éster pelo iodo (Kim et
al., 2003; Darehkordi; Kazemi, 2020). Isso porque haloalcanos podem reagir com um
anion haleto (iodeto), através de uma Sn2 (Ouellette; Rawn, 2015). Desta forma,
apos a substituicdo do cloreto pelo iodeto na cadeia alquilica, a reagao é favorecida
pelo fato do iodo ser melhor grupo abandonador (superior ao cloro), conduzindo a
rendimentos superiores com relagdo a reagdes semelhantes na qual ndo ha adicao
de Kl (Dewick, 2013; Carey; Sundberg, 2017; Kasal; Jindfich, 2022).
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O carbonato de potassio (K2COs) foi utilizado como base com objetivo de
remover o hidrogénio da hidroxila fendlica e formar o ion fenolato, um nucleéfilo mais
forte. Dessa forma, o nucledfilo pode fazer o ataque nucleofilico no carbono
deficiente em elétrons com maior probabilidade (Hutchins; Fife, 1973; Gbayo et al.,
2017).

Como o substrato utilizado € um haleto de alquila primario, infere-se que o
mecanismo envolvido na reagao é do tipo bimolecular (Sn2). Por essa raz&o, optou-
se pela acetonitrila como solvente, ja que em reagdes de Sn2, solventes polares
aproticos aumentam a velocidade da reagdo comparado com solventes polares
préticos. No caso dos solventes polares préticos, ocorre o efeito de solvatacdo em
que ha uma estabilizagcdo do nucledfilo (ligagdo de hidrogénio) que dificulta sua
reatividade em uma Sn2 (Hamlin et al., 2018). Além disso, como a acetonitrila é
menos volatil que a acetona, é possivel realizar reagdes em temperaturas mais

altas, favorecendo os rendimentos (Hayami et al.,1971; Kim et al., 2006).

Os rendimentos obtidos na alquilagdo dos fendis variaram de 30% a 65% e
sdo apresentados na Tabela 1. Entretanto, os rendimentos foram um pouco abaixo
do esperado quando comparados com reagdes semelhantes aos da literatura, que
variaram entre 60-99% (Baker et al., 2015; Pajaro et al., 2017; Sonawane et al.,
2019). Essas diferengas observadas podem ser atribuidas a diversos fatores como
diferentes nucleofilos, grupos abandonadores, solvente e substratos utilizados (Park
et al., 2007; Bajda et al., 2018; Hamlin et al., 2018; Corréa et al., 2017; 2019). Pajaro
et al. (2017), por exemplo, mostram a alquilagdo de fendis com o 1,2-dibromoetano
em que € possivel observar que o fenol ndo substituido apresentou um rendimento
ligeiramente maior do que os fendis substituidos. Além disso, nota-se diferengas no
rendimento da alquilagdo de acordo com a posigdo dos substituintes no fenol, na
qual substituintes na posicao orto, apresentaram menores rendimentos, denotando,

desta forma, a influéncia que o nucledfilo exerce no rendimento da reagéo.
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Tabela 1- Rendimentos referentes a sintese de alquilagdo dos fendis.

0
OH o K,CO;4 O\/\)J\O/\
O et L oy
1 refluxo 1
R 24 h R
Composto R1 Rendimento
3a Ph 30%
3b Cl 65%
3c MeO 50%

Fonte: Autoria propria.

Considerando os rendimentos alcancados na alquilacdo dos fenodis, pode-se
inferir que as diferengcas observadas entre os compostos 3a, 3b e 3c deve-se
principalmente a influéncia dos substituintes presentes no anel aromatico (R'). O
composto obtido com maior rendimento foi o 3b (65%), que possui como R' o
substituinte Cl. Isso se deve principalmente ao fato do cloro ser um retirador de
elétrons por efeito indutivo negativo, que diminui a densidade eletrénica do anel
aromatico e consequentemente aumenta a acidez do hidrogénio ligado ao grupo
hidroxila para-orientado. Isso contribui para a formagao do ion fenolato, que é mais
nucleofilico que o fenol correspondente, favorecendo a substituicdo nucleofilica. Ja o
composto 3c apresentou um rendimento menor (50%) que o 3b, possivelmente
devido ao R' ser o substituinte metoxila. Este substituinte € um doador de elétrons
por efeito mesomérico positivo, que consequentemente diminui a acidez do
hidrogénio ligado ao grupo hidroxila para-orientado, dificultando a sua dissociacéo e
a substituicdo nucleofilica (House, 2013; Ouellette; Rawn, 2015; Barret, 2018;
Hamlin et al., 2018). Entretanto, o rendimento obtido para o composto 3a (30%) foi o

mais baixo, mesmo sendo R' o sustituinte fenila, um retirador de elétrons.

Tentativas iniciais foram realizadas utilizando-se haletos de alquila com o
grupamento acido carboxilico na sua estrutura como substrato. Entretanto, os
rendimentos obtidos foram irrelevantes, sugerindo que o grupamento acido estivesse
influenciando negativamente a reagdo. Assim, optou-se por utilizar os ésteres
correspondentes, que forneceram maiores rendimentos na alquilagdo. Visando

reduzir etapas sintéticas, outra estratégia foi avaliada. Nessa abordagem, a amida
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com substituinte piperazinico foi primeiramente preparada, e posteriormente
procedeu-se com a alquilagdo do fenol. Entretanto, ao invés de ocorrer substitui¢ao,

verificou-se que ocorreu uma reag¢ao de eliminagao.

As reacdes de substituicdo estdo sempre em competicdo com reagdes de
eliminagao, ou seja, as duas reagdes podem ocorrer como reacgdes indesejadas uma
da outra (Hamlin et al., 2018). Um fator determinante com relagdo a preferéncia de
cada reacédo é a base utilizada na reagéo. No geral, quando o nucledfilo é uma base
fraca e estericamente menos impedida as reag¢des de substituicdo sao favorecidas.
Ja quando a base é mais forte e estericamente mais impedida a reagdo de
eliminacao é favorecida (Vermeeren et al., 2020). Além disso, a qualidade do grupo
de saida, e a acidez do hidrogénio beta em relagdo ao grupo de saida do substrato
envolvido também s&o fatores importantes. Um esquema genérico de uma reagao

de eliminacéo é apresentado na Figura 38.

Figura 38 - Esquema representativo de uma Sn2 e E2 em competigao.

s2 H X

\ / H —
3 H“'C_C‘ + Y
/ \

HeoH H H

\ a/‘H + X_
H/ _C\
Y E2 H H
> C=¢C + X—H + Y
H H

Fonte: Adaptado de Vermeeren et al., 2020.

No caso das alquilagdes do fenil-fenol com as amidas correspondentes, muito
provavelmente o mecanismo de reagao se deu da seguinte forma: 1. O nufledfilo
(ion fenolato) ataca a ligagdo C-H do carbono 3 removendo o hidrogénio ao mesmo
tempo em que o cloro se despreende da molécula. 2. No estado de transicao,
ligagdes parciais sao formadas na qual as ligagdes C-H e C-Cl sdo quebradas e uma
nova ligacédo m C-C é formada (par de elétrons da ligagdo C-H se movem para
formar dupla ligagéo), com a consequente saida do cloro. Finalmente a ligagédo C=C
é formada e os outros produtos séo o nucledfilo no seu estado ndo ionizado (fenol) e
o cloreto (Figura 39) (Rablen et al., 2014).
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Figura 39 - Mecanismo de reagcdo de possivel eliminagdo bimolecular (E2) na

alquilacao do fenil-fenol com as amidas correspondentes.

¥
H (e} ¥

oq 0 WP
Lk o g 13
+ : -
Oy BH "Q‘ —_ Os. _— HMN/\ + O + Cl
! v e O

R2=Me (1a)
R =Et(1b)
R? =Boc (1¢c)

Fonte: Autoria prépria.

Ap6s a reagao entre o 4-fenil-fenol e a amida correspondente, foram
encontradas duas manchas na placa de CCD. Os dois compostos foram isolados por
coluna cromatografica aberta e caracterizados por RMN 'H. A primeira mancha
encontrada correspondia ao espectro de hidrogénio do fenil-fenol utilizado, e a
segunda mancha, que acreditava-se ser o produto de interesse, apresentou o
espectro correspondente ao produto de eliminagdo indesejado da reacéo,
demonstrando que a eliminagdo possa ter ocorrido de acordo com o espectro de

hidrogénio obtido (Figura 40).

Figura 40 - Espectro de possivel produto de eliminagdo do composto 1c.

RMN'H (300 MHz, CDCls) & 6,56 (dd, J = 16,8, 10,5 Hz, 1H), 6,31 40000
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Fonte: Autoria propria.
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Através dos deslocamentos quimicos de 1H do composto em questao,
observou-se que na&o havia sinais na regido entre 7,0 e 7,5 ppm que
corresponderiam a 4-fenil-fenoxila. Além disso, os sinais dos hidrogénios menos
blindados estavam na regido entre 5,5-7,0 ppm, ou seja, correspondentes aos
hidrogénios alcenos (C=C) do produto de eliminagdo. Ja os sinais de hidrogénios da

Boc piperazina encontraram-se a regiao de deslocamento esperada.

De maneira semelhante, a reacdo de eliminacdo também ocorreu entre o 4-
fenil-fenol e a N-(1-metil-piperazinil)-3-cloropropanamida. Observam-se novamente
os sinais dos hidrogénios do alceno formado, mas com os sinais correspondentes ao

substituinte metilpiperazina (Figura 41).

Figura 41 - Espectro de possivel produto de eliminagdo do composto 1a.

RMN'H (300 MHz, CDCl,) & 6.57 (dd, J = 16.8, 10.5 Hz, 1H), 24000
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Fonte: Autoria propria.
5.1.2. Hidrdlise

Os ésteres foram hidrolizados para gerar novamente os acidos necessarios
para a formacao das amidas. Para esta reacao, utilizou-se o principio da hidrélise
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basica ou alcalina, caracterizada por ser uma reagao hidrolitica em que um alcali (ou
base) é utilizado geralmente no lugar da agua, fazendo com que ao final se obtenha
como produto um sal alcalino e um acido (Hijazin et al., 2010). Desta forma, utilizou-
se o hidroxido de litio (LiOH) como base, pois o cation litio acelera a hidrolise do
ester em conjunto com o ion hidroxila em meio aquoso e no solvente
tetrahidrofurano (THF) (Figura 42) (Hayashi et al., 2021).

Figura 42 - Mecanismo de hidrdlise dos ésteres em meio basico.

R' = Ph; Cl; MeO
Fonte: Autoria propria.

As reacgbes de hidrdlise apresentaram o6timos rendimentos mostrados na
Tabela 2, comparaveis aos da literatura que geralmente sdo acima de 80% em

condigdes reacionais semelhantes (Dayal et al., 1990; Hayashi et al., 2021).

Tabela 2 - Rendimentos referentes a hidrélise dos ésteres em meio basico.

0 (0]
Ov\)]\o/\ . Loy HeO/MeoH OV\/U\O H
1/©/ ' THF 1
R R
Composto R1 Rendimento
5a Cl 74%
5b MeO 96%
5c Ph 81%

Fonte: Autoria propria.
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5.1.3. Sintese das amidas com o uso de agentes de acoplamento

As amidas sdo caracterizadas por serem fungdes organicas derivadas das
reagcdes entre aminas e acidos carboxilicos, geradas apos etapas sequenciais de
adicdo-eliminagdo (Leggio et al., 2017). Neste trabalho, os produtos finais foram
preparados através de reacbes de amidacao utilizando os intermediarios acidos

carboxilicos com as piperazinas N-substituidas.

Para a formagdo da amida de interesse, utilizou-se a 1-etil-3-(3-
dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) concomitante com o hidroxibenzotriazol
(HOBt). O EDC possui a fungao de acoplar aminas a acidos carboxilicos através do
ataque da carbonila do acido a carbodiimida do EDC, havendo uma subsequente
transferéncia de prétons. A amina entdo ataca o carbono carbonilico do acido que
gera um intermediario tetraédrico antes de colapsar e descarregar o subproduto da
uréia (Ghosh; Shanabi, 2021). Enquanto outras carbodiimidas como a N,N’-
diciclohexilcarbodiimida (DCC) OU N,N’-diisopropilcarbodiimida (DIC) também sé&o
empregados com esse proposito, o EDC possui a vantagem de gerar uma ureia
facilmente soluvel em agua como subproduto, que pode ser facilmente removida da
reagao (Khorana, 1953). Ja o HOBt é um catalisador que otimiza esse acoplamento,
gerando ésteres ativos capazes de promover a acilagao eficiente dos grupos amino
(Figura 43) (Wang et al, 1981; Bodanszky, 1988). Esta associacédo ¢é
frequentemente reportada na literatura, por conduzir a bons rendimentos, em uma
faixa de aproximadamente 90-94% (Sharma et al., 2017; Chan; Cox, 2007).
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Figura 43 - Mecanismo geral da sintese das amidas com o uso do EDC como

agente de acoplamento e o HOBt como catalisador.
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Fonte: Autoria prépria.

Apesar disso, as reagdes de amidacao realizadas com os fenoxialquil
geraram baixos rendimentos como pode ser observado na Tabela 3. Entretanto,
quando realizadas com os haloalquil acidos, maiores rendimentos foram obtidos
apesar das dificuldades de purificacdo (Tabela 4) acidos e das piperazinas N-
substituidas utilizados (Ghosh; Shanabi, 2021).
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Tabela 3 - Rendimentos referentes a amidagdo do fenoxialquil acidos.

HN\) K/N
DCM R1 \R2

O\/\/lL R? HOBtH,0 O\/\/lL
/©/ OH K\N/ EDC.HCI N/\
R1

Composto R R? Rendimento
6a Ph Me 18%
6b Ph Bn 9%
6¢c Ph Et 20%
7a Cl Mel 47%
7b Cl Bn 9%
7c Cl Et 31%
7d Cl Boc 51%
7e Cl nPr 18%
8a MeO Me 25%
8b MeO Bn 20%
8c MeO Et 20%

Fonte: Autoria prépria.

Tabela 4 - Rendimentos referentes a amidacao do haloalquil acidos.

HOBtH,O _R2
R2 2 N
Br OH - K\
N EDC.HCI
M{ + H@ _— BFM(N\)

o} DCM
o}
Composto R2 Rendimento
2a Bn 54%
2b Boc 85%

Fonte: Autoria propria.
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5.1.4. Sintese de desprotecao da Boc

O composto 7d possui o grupo protetor terc-butiloxicarbonila (Boc), que foi
utilizado para impedir que o acido reagisse com a outra amina presente na molécula
da piperazina durante a reacdo de amidacdo, impedindo a formagdo de duas
amidas. Desta forma, a protecdo de aminas com o grupo Boc é uma reagao
amplamente utilizada em sintese organica por causa de sua inércia a hidrogenolise
catalitica e resisténcia a hidrélise na maioria das condi¢gdes basicas e reagentes
nucleofilicos. A desprotecdo da Boc é geralmente alcangada através de condigdes
acidas suaves, como a utilizagao do acido trifluroacético (TFA) (Figura 44), que gera
rendimentos acima de 60% (Agami; Couty, 2002; Cherai et al., 2012; Lopez-Soria et
al., 2015; George et al., 2020).

Figura 44 - Mecanismo de desprotecao da Boc-piperazina.

ONTo! bt
O\o/\/\‘/NJ H

Fonte: Autoria prépria.

O grupo protetor Boc do composto 7d foi entdo desprotegido gerando o
composto 7f, que apresentou um rendimento dentro do esperado de 63%. Na
sequéncia, este composto foi empregado em uma reacgao de substituicdo nucleofilica
com o brometo de alila, levando a formagéao dos composto 7g.

5.1.5. Sintese de alilacdo das piperazinas

O composto obtido a partir da desprotecéo da Boc-piperazina foi empregado
em uma reagao de substituicdo nucleofilica com o brometo de alila. Este tipo de
reagdo podera ocorrer tanto por Sn1 quanto por Sn2, entretanto o fato de que o

substrato €& primario e altamente reativo favorece que a reacdo ocorra por
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mecanismo Sn2. Considerando que a ligagdo m do brometo de alila pode ser
deslocalizada, um mecanismo mais especifico (chamado Sn2’) pode ocorrer (Figura
45). Esse tipo de mecanismo ocorre pelo ataque do nucledfilo no carbono 3 em
relagdo ao grupo de saida, ja que a deslocalizagdo dos elétrons favorece o ataque

nucleofilico ao carbono sp? (Smith; March, 2007; Fernandes et al., 2011).

Figura 45 - Representagdo dos mecanismos envolvidos em reagdes de substituicao

nucleofilica a partir de brometo de alila.

Mecanismo S,2°
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Fonte: Autoria prépria.

Dados da literatura reportam altos rendimentos para as reagdes de alilagao,
dentro de uma ampla faixa de 45% a 76%, devido a alta reatividade dos haletos de
alila. Esses rendimentos sao influenciados por caracteristicas basicas das
piperazinas e variagdes no substrato como o grupo abandonador (Lopes, 2023).

Entretanto, o rendimento do composto 7g foi de 26%, considerado como ruim.

Vale ressaltar que buscas na literatura permitiram concluir que os compostos

finais sintetizados para este trabalho sao inéditos até o presente relato.

5.2. Avaliagao da atividade farmacolégica

Nove compostos foram testados e avaliados com relacdo a capacidade de
inibicdo nas enzimas AChE e BuChE. Inicialmente, uma triagem na concentragéo de
100 uM foi realizada, e para os compostos que produziram inibicdes relevantes, os
valores de ICso foram determinados usando regressao nao-linear de curvas
concentragao-resposta. Apenas 2 compostos (6a e 6b) foram avaliados a 1 yM no
HsR quanto a porcentagem de deslocamento do ligante radiomarcado. Os dados

estao representados na Tabela 5.
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Tabela 5 - Atividade inibitéria dos compostos sintetizados medida apo6s incubagdao com AChE ou BuChE. Os dados sao expressos

em porcentagem de atividade inibitoria (1%) + erro padrao da média (EPM).

eeAChE eqBUChE BuChE/ AChE  hH:R
ICs0 i
Composto Estrutura 1% 100 uM 1% 100 uM ICs0 indice de
(M, = o 1% 1 uM
(x EPM) (XEPM) (uM, +EPM) seletividade
EPM)
(0]
] ) oA 59,89 + ] 65,35 + 5775 + o6 i
a n.a. ) )
N 3,17 0,39 11,13
\/\/?J\
o N 41,71 + 51,42 + 64,45 +
6b () n.d. 1,23 49,8
~ 0,69 0,95 19,03
, oI ~ 42,63 + ] 16,16 + ]
a n.d. n.d. - -
C.@ e 1,76 217
(o]
48,31 + 58,51 + 72,83 +
7b /@OV\/U\N/\\/Q n.d. 1,21 i
c. o 4,71 1,51 10,31
, ON‘LNﬁ 51,77 + . 21,57 + .
C n.a. n.da. - -
C|@/ ne 2,34 0,79
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eeAChE

eqBuChE BuChE/ AChE  HsR
ICs0 .
Composto Estrutura 1% 100 uM 1% 100 uM ICs0 indice de
(MM, * 1% 1 uM
(+ EPM) (+EPM) (uM, 2 EPM) seletividade
EPM)
(0]
46,742 32,20 +
7e O\/\/U\N/\ n.d. n.d. - -
. n 1,01 1,68
(0]
40,60 + 19,15 +
79 o\/\/U\N/\ n.d. n.d. - -
y LN 2,87 1,43
(0]
45,82 + 32,60 +
8a QOV\/U\N/\ n.d. n.d. - -
N p 4,66 0,78
(0]
53,97+ 35,64 +
8b /QOV\/U\N/\\D n.d. n.d. - -
~o (L 1,21 0,68
88,60
donepezila - - - - -
+0,392
. 47,98 +
neostigmina - - 0,98+ 0,05° - -
3,59°

a Porcentagem de inibicdo a 200nM; b Porcentagem de inibicdo a 20 yM; n.d.: IC50 > 200 pM.

Fonte: Autoria propria.
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Através da anadlise dos dados obtidos na triagem inicial, verifica-se que
apenas uma pequena parte dos compostos foi capaz de inibir significativamente a
atividade da BuChE, ou seja, uma inibicao superior a 50% com relagéo ao controle.
Por outro lado, nenhum composto da série inibiu consideravelmente a atividade da
AChE.

Os compostos 6a, 6b e 7b mostraram as melhores inibicdes na BuChE da
série (eqBuChE ICso = 57,75 + 11,13 pM, ICs0 = 64,45 £ 19,03 pM e ICs0 = 72,83 £
10,31 pM) respectivamente, em que tanto o composto 6a quanto o composto 6b
apresentaram valores de ICso semelhantes. Nota-se que ambos os compostos
possuem um anel aromatico na posicao para da regiao lipofilica arbitraria, sugerindo
que haja interagbdes especificas dessa regido com a BuChE. Ademais, de acordo
com Ha et al. (2020), os residuos de aminoacidos alifaticos menos volumosos da
BuChE permitem que moléculas maiores como os compostos 6a e 6b interajam com

esta enzima.

Além disso, ao comparar o composto 6b com o 7b, ambos possuem o
fragmento benzilpiperazina em sua estrutura, fragmento este semelhante a
benzilpiperidina da donepezila. Ishola et al. (2021), mostram em seu trabalho um
estudo de ancoragem molecular da donepezila na BuChE, verificando que o
fragmento benzilpiperidina realiza interagdes 1T- 11 stacking com o residuo Trp82 da
BuChE. Ja a amina terciaria protonada pode realizar interagdes ibnicas com o
residuo Tyr332 (Pourshojaei et al., 2019). Desta forma, pelo fato do fragmento
benzilpiperazina ser semelhante ao fragmento benzilpiperidina e devido o segundo
nitrogénio dos compostos 6b e 7b ser neutro por estar em ressonancia com uma
carbonila vizinha, sugere-se que o fragmento benzilpiperazina destes compostos

possa estar realizando interagdes semelhantes.

Entretanto, cabe ressaltar que a afinidade da donepezila pela BuChE é muito
menor que pela AChE. Aparentemente, o grupo benzilpiperidina interage com a
regido CAS da AChE através de interagdes 11- 11 stacking com o residuo Trp84 e -
cation com os residuos Asp72 e Phe330 (Kryger et al.,1999; Hassan et al., 2020;
Saglik et al.,, 2020). Devido a semelhanga da benzilpiperazina, acreditava-se que
compostos contendo este fragmento como o 6b, 7b e 8b apresentariam maior

atividade na AChE, entretanto, tal comportamento nao foi observado.
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Adicionalmente, esperava-se que o0 composto benzilpiperazinico 8b
mantivesse também boa afinidade pela BuChE, o que de fato ndo ocorreu. Lopes et
al. (2022) apresentaram duas moléculas semelhantes (Figura 24) em que o
composto com o substituinte tert-butil ligado ao grupo lipofilico arbitrario apresentou
melhor atividade nas colinesterases do que o grupo contendo o grupamento MeO,
que é menos lipofilico que o tert-butil. Tal fato refor¢ca a ideia de que o substituinte
MeO, que € mais hidrofilico que os outros substituintes da série nessa regido, pode

ter contribuido para a redugao da atividade na BuChE.

Trabalhos anteriores do grupo também mostraram que a troca de um grupo
metila por uma alila na regiao lipofilica ligada ao grupo basico, que poderia realizar
interagdes com a regido CAS das colinesterases, favoreceu notavelmente a inibigao
nas colinesterases (Corréa et al.,, 2021). Hipotetizou-se que uma interacéo -
stacking do grupo alila com o residuo Trp84 poderia ocorrer de maneira semelhante
ao grupo benzila. Desta forma, explorou-se neste trabalho a adicdo de um grupo
alila na regiao lipofilica ligada ao nitrogénio protonavel dando origem ao composto
79. Entretanto, ndo houve um aumento na atividade inibitéria do composto 7g nas
colinesterases como esperado, gerando porcentagens de inibicdo inferiores ao do

composto propilico 7e.

Por fim, todos os compostos geraram porcentagens de inibigdo semelhantes
na AChE, que variaram de 40 a 60% a 100 pM. Ademais, pelo fato de todos os
compostos apresentarem porcentagens de inibicdo baixa e parecidas entre si, ndo
foi possivel estabeler a relagao estrutura-atividade (REA) entre eles. Entretanto, os
dados sugerem que substituintes hidrofébicos na regido aromatica e o fragmento

benzilpiperazina na regido basica podem aumentar a afinidade pela BuCHE.

Ja com relagao aos ensaios de afinidade por H3R, apenas os compostos 6a e
6b foram avaliados de maneira preliminar na concentracdo de 1 uyM. O composto 6a
apresentou uma porcentagem de inibicdo de 57,8% enquanto para o composto 6b
foi de 49,8%. Assim, fica evidente que a afinidade dos compostos testados foi muito
baixa. Em suma, os compostos precisam ser aprimorados futuramente para atingir

melhores resultados como inibidores das ChEs e ligantes dos HsR.
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5.3. Avaliagao in silico das propriedades fisico-quimicas

Apesar da afinidade pelo alvo de interesse e a sua eficacia serem cruciais
para o desenvolvimento de um farmaco, existem diversos compostos que falham na
etapa de desenvolvimento devido a problemas farmacocinéticos e de
biodisponibilidade. Portanto, monitorar os perfis farmacocinéticos dos compostos a
serem desenvolvidos € importante para aumentar a qualidade clinica dos candidatos
obtidos (Reichel; Lienau, 2016).

Desta forma, a aplicagdo de abordagens computacionais durante o
planejamento e desenvolvimento de um farmaco oferece um potencial consideravel
com relagdo a diminuicado de estudos experimentais requeridos para a escolha do
composto e, portanto, aumentando o indice de sucesso. Neste contexto, técnicas in
silico vem sendo muito utilizadas atualmente para avaliar as propriedades
relacionadas a absorgao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME) dos
compostos nos estagios iniciais. Essa avaliacdo antecipada € de extrema
importancia para a selecao dos melhores compostos a serem desenvolvidos, assim
como para descartar compostos que provavelmente terdo pequenas chances de

sucesso (Boobis et al., 2002).

A administragcdo oral de um farmaco € a sua forma mais convencional de
administracao devido a simplicidade, baixo custo e conveniéncia. Porém, para o
desenvolvimento de um farmaco de uso oral, € necessario que este tenha uma
solubilidade adequada em agua (Savjani et al., 2012). A solubilidade em agua de um
composto é geralmente expressa como logaritmo da da concentragdo molar (logS) e

reflete a solubilidade do composto a 25°C (Flores-Holguin et al., 2021).

Delaney (2004) descreveu um método computacional para calcular o logS que
foi denominado ESOL, proveniente das palavras em inglés Estimated SOLubility.
Este método utilizou compostos da literatura para derivar o modelo em que foram
descritos 8 parametros calculados diretamente a partir de sua conectividade em 2D.
Este conjunto inicial de paréametros inclui clogP (calculado usando o Daylight
CLOGP versao 4.72), peso molecular, ligagdes rotaveis, propor¢gdo aromatica,
proporcdo nao-carbono, quantidade de doadores de ligagdo de hidrogénio,
quantidade de aceptores de ligagado de hidrogénio e area de superficie polar. Ao

final, utilizando regressao linear multipla, foi possivel observar que os compostos
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que levaram em consideracdo esses 8 parametros apresentaram solubilidade

semelhante a experimental.

Entretanto, a solubilidade ndo € o unico fator importante a ser levado em
consideragao, pois um farmaco para ser absorvido devera apresentar também uma
lipofilicidade desejavel. Compostos que possuem lipofilicidade excessiva geralmente
tem baixa solubilidade e absor¢do inadequada, alta toxicidade e alta depuragao
metabdlica. Por outro lado, baixa lipofilicidade origina compostos que apresentam

propriedades de ADME inadequadas (Arnott; Planey et al., 2022).

A lipofilicidade de um composto pode ser determinada experimentalmente
atraves do logaritmo do coeficiente de partigdo n-octanol/agua (logP). Assim, a
lipofilicidade reflete o resultado de todas as forgas intermoleculares envolvendo um
soluto e as duas fases entre os quais ele particiona, sendo que quanto maior o logP,

maior € a lipofilicidade do composto (Testa et al., 2000).

Para que o logP de um composto seja calculado computacionalmente, séo
levados principalmente em consideragao os atomos presentes na molécula. Desta
forma, Wildman & Crippen (1999) desenvolveram um método computacional preciso
de calculo de logP que fornece resultados semelhantes ao logP calculado
experimentalmente. Neste método, o logP de moléculas pequenas pode ser
calculado como a soma das contribuigdes de cada um dos atomos. Enquanto essas
propriedades nao sao estritamente aditivas, interagdes intramoleculares podem ser
explicadas classificando os atomos em diferentes tipos com base em atomos

anexados e vizinhos, dando origem ao descritor wLogP.

Tanto o logS ESOL quanto o wlogP podem ser calculados na plataforma
SwissADME (Daina et al., 2017). Através do SwissADME, €& possivel prever
propriedades farmacocinéticas como a area de superficie polar molecular (PSA), que
se correlaciona com o transporte molecular passivo através de membranas
biolégicas. O calculo da PSA é bastante demorado devido a necessidade de gerar
uma geometria molecular 3D razoavel. Assim, baseado na soma das contribuicbes
superficiais tabuladas de fragmentos polares das moléculas, o PSA topoldgico
(TPSA) fornece resultados praticamente idénticos aos do PSA 3D, mas de forma
muito mais rapida (Ertl et al., 2020).
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Visando prever as propriedades farmacocinéticas, os 11 compostos finais
obtidos nesse trabalho tiveram suas propriedades fisico-quimicas calculadas no
SwissADME. A donepezila, um farmaco bastante estudado e que ja possui as suas
caracteristicas farmacocinéticas bem estabelecidas na literatura, foi utilizada como
referéncia (Tabela 6) (Shigeta; Homma, 2006).

Tabela 6 - Estimativa das propriedades farmacocinéticas de solubilidade logS

(ESOL), de lipofilicidade (wlogP) e de transporte (TPSA) dos compostos finais.

Solubilidade TPSA
Composto WLogP Log S (ESOL)

(mg/mL) (A)
6a 2,53 -3,80 5,40 x 102 32,78
6b 3,94 -5,15 2,93x 103 32,78
6¢c 2,92 -4,04 3,23 x 1072 32,78
7a 1,51 -2,84 4,27 x 10" 32,78
7b 2,93 -4,24 2,15 x 102 32,78
7c 1,90 -3,09 2,55 x 10" 32,78
7e 2,29 -3,42 1,22 x 10" 32,78
79 2,07 -3,25 1,80 x 10 32,78
8a 0,87 -2,32 1,39 42,01
8b 2,29 -3,72 6,95 x 102 42,01
8c 1,26 -2,57 8,32 x 10" 42,01
donepezila 3,83 -4,81 5,87 x 103 38,77

Fonte: SwissADME, 2023.

Observa-se de acordo com a Tabela 6 que todos os compostos finais

apresentaram valores de lipofilicidade adequados, ja que a maioria dos compostos
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apresentou valores de WLogP entre 1 e 3, variagao esta que parece ser ideal para
alcancgar caracteristicas fisico-quimicas adequadas (Arnott et al., 2012; Benet et al.,
2016). Ademais, todos apresentaram também solubilidade desejavel, exibindo
valores que variaram de -5,15 a -2,32, dentro do valor apropriado de solubilidade
esperado para farmacos (-6 a 0) (Wang; Hou, 2011). Por fim, de acordo com Clark
(2011), compostos que apresentam a TPSA abaixo de 105 A2 apresentam boa
permeabilidade aparente, que € o caso dos compostos apresentados na Tabela 6.
Vale salientar também que todos os compostos apresentaram essas propriedades
semelhantes a da donepezila, o que reforgaria um possivel sucesso desses

compostos em testes farmacocinéticos in vitro e in vivo.

A absorcdo gastrintestinal € um fator importante para o sucesso de um
farmaco (Azman et al., 2022). Entretanto, antes disso, o farmaco deve passar por
processo de dissolugao no trato gastrintestinal para que possa ser absorvido (Matos,
2017). Essas etapas sao diretamente relacionadas a solubilidade e a lipoficilidade.
Apesar desses descritores serem essenciais para a previsao de sucesso do farmaco
com relacdo as propriedades ADME, outros fatores também devem ser levados em
consideragao. Por exemplo, a capacidade dos compostos de permearem a barreira

hematoencefalica (BHE) é importante para a acdo no SNC.

A BHE impede a permeacdo livre de compostos para o SNC, sendo
considerada uma barreira protetora. Assim, € necessario considerar a permeagao
pela BHE durante o planejamento de novas moléculas. Segundo Pardridge (2012),
moléculas pequenas podem atravessar a BHE através de difusdo passiva desde que
possuam peso molecular inferior a 400 Da e forme menos de 8 ligagbes de
hidrogénio. Além disso, € importante observar se esse candidato é substrato da
glicoproteina P (Pgp), que é um transportador que pode limitar funcionalmente a
captagao celular de farmacos da circulagdo sanguinea para o cérebro (Lin;
Yamazaki, 2003).

Uma forma de prever o potencial de um composto ter boa biodisponibilidade
oral, permear a BHE e seu potencial de interagdo com a Pgp é através do uso de
ferramentas in silico (Shaker et al., 2021). Em vista disso, o modelo “BOILED-Egg”
foi escolhido para avaliar se os compostos planejados possuem as caracteristicas

adequadas para atingir o SNC (Daina; Zoete, 2016).
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O modelo “BOILED-Egg” foi obtido através de 260 moléculas descritas na
literatura, das quais 156 permeavam a BHE e 104 s&o nao-permeantes. Com essa
série, foram determinadas elipses de classificagao utilizando os descritores WlogP e
TPSA para prever a permeacao na BHE. Neste modelo € mostrado que moléculas
moderadamente polares (TPSA < 79 A) e relativamente lipofilicas (WlogP de 0,4 a
6,0) possem alta probabilidade de permearem o SNC. Entretanto, este modelo gerou
22 falsos positivos que podem ser atribuidos as limitagbes dos descritores WlogP e
TPSA (Daina; Zoete, 2016).

Ademais, o SwissADME permite a estimativa de se um composto quimico &
ou nao substrato da Pgp. O software utiliza o algoritmo de maquina de vetores de
suporte (SVM) em um grande conjuntos de dados de substratos e ndo substratos da
Pgp ja estabelecidos na literatura (Daina et al., 2017). Desta maneira, esse método
binario reporta um “sim” ou “ndo” se o0 composto sob investigacao tiver maior

probabilidade de ser ou n&o substrato da Pgp.

Figura 46 - Estimativa da permeagao dos compostos finais pela BHE, pelo intestino
e potencial de interagcdo com a Pgp pelo modelo “BOILED-Egg”. Os compostos
representados na area amarela sdo estimados com boa permeacéo intestinal e pela
BHE, enquanto a area branca indica apenas potencial de adequada
biodisponibilidade oral. Os pontos azuis indicam compostos com potencial de serem

substratos da Pgp.

6b0 g donepezila
6¢
o

Fonte: SwissADME, 2023.
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Observa-se de acordo com a Figura 46, que todos os compostos finais se
encontram dentro da regido amarela, indicando que todos os compostos da série
tém potencial para permear pelo intestino e a barreira hematoencefalica. Ademais,
quase todos os compostos ndo parecem ser substratos da Pgp, e teoricamente néo

devem sofrer efluxo do SNC, o que limitaria seu acesso ao cérebro.

A excecdo disso, nota-se que tanto a donepezila quanto o composto 6b foram
previstos como substratos da Pgp. Aparentemente, ndo existe consenso se a
donepezila € ou ndo substrato da Pgp, ja que diversos estudos da literatura mostram
resultados contraditérios (McEneny-King et al., 2015). Alguns estudos in vitro
demonstram que a razéo de efluxo da donepezila pela Pgp é baixa para considera-la
como substrato. Ishiwata et al. (2007), demonstraram que a permeabilidade da
donepezila € limitada pela Pgp em células endoteliais. Nesse mesmo estudo, foi
verificado que a proporcdo de donepezila radiomarcada no cérebro aumentou
bastante na presenga de um inibidor da Pgp. Outro estudo também mostrou
evidéncias conclusivas de que a disponibilidade cerebral da donepezila é

dependente da Pgp em camundongos (Spieler et al., 2020).

Portanto, infere-se que o0s compostos finais sintetizados possuam
propriedades adequadas para boa biodisponibilidade oral e permeacao pela BHE, e
provavelmente nao apresentardo grandes problemas relacionados a

farmacocinética.
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6. CONCLUSOES

Como concluséao, foram sintetizados 11 compostos finais inéditos na literatura
através de métodos organicos classicos, devidamente caracterizados quanto a sua

estrutura e pureza pelas técnicas espectroscépicas adequadas.

Nove compostos foram testados nas colinesterases, sendo 6a, 6b e 7b os
mais promissores na BuChE (ICso 57,75, 64,45 e 72,83 uM, respectivamente),
sugerindo-se que substituintes lipofilicos na regido aromatica arbitraria e o fragmento

benzilpiperazina na regido basica parecem aumentar a afinidade pela BuCHE.

Ja na AChE, nenhum dos nove compostos testados apresentaram atividade
relevante nessa enzima. Além disso, pelo fato de todos os compostos apresentarem
porcentagens de inibigcdo baixa e semelhantes entre si, ndo foi possivel estabeler a

REA entre eles.

Apenas os compostos 6a e 6b foram testados em HsR, apresentando baixa

afinidade e resultados semelhantes entre si, ndo sendo possivel estabeler uma REA.

Em resumo, embora os compostos ndo tenham apresentado grande potencial
como ligantes dos alvos em questado, este trabalho apresenta dados valiosos para
auxiliar no planejamento futuro de novos compostos com atividade aprimorada, e
quica potenciais agentes uteis no tratamento de diversas doencas do SNC que

envolvem déficit cognitivo.
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7. EXPERIMENTAL

7.1. Sintese das aril-alquilamidopiperazinas
7.1.1. Sintese das acilpiperazinas

7.1.1.1. Acido 3-cloro-propandico

Esquema 10 - Procedimento sintético para a obtengdo das alquilamidopiperazinas

com espagcante de 3 carbonos.

2 HOBtH,0 _R
R 2 N
CIWO H K\N/ EDC.HCI o O Ri = Me(ﬂ;)
* _— R2 = Et
0 HN\) W R2 =Boc (1c)

Fonte: Autoria prépria.

Em um baldo de 25mL, foram adicionados 2,0 mmol do acido 3-cloro-
propandico, 2,0 mmol do EDC.HCI e 2,0 mmol do HOBt.H20. Apds a dissolugao de
todos os componentes da mistura, adicionou-se 3,0 mmol ou 4,0 mmol da piperazina
substituida. A mistura foi mantida em agitagcao a temperatura ambiente por 24 horas.
Ao final, a mistura foi lavada 2x com 10mL de solu¢cdo de bicarbonato de sddio
saturada e 1x com agua destilada. A fase organica foi separada, seca com Na2S0O4

anidro e evaporada (Tabela 7).

Tabela 7- Rendimento das alquilamidopiperazinas com espagante de 3 carbonos.

Piperazina N-

Composto R? Rendimento
substituida (mmol)
1a Me 3,0 19%
1b Et 3,0 29%
1c Boc 4,0 50%

Fonte: Autoria propria.
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K\N/

Cl NJ

O CgH,,CIN,O
190,67 g/mol

3-cloro-1-(4-metilpiperazin-1-il)propan-1-ona (1a): Rf = 0,5 (DCM:MeOH 9:1), 6leo
amarelado. RMN'H (300 MHz, CDCI3) & 3,83 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 3,69 — 3,63 (m, 2H),
3,53 — 3,46 (m, 2H), 2,81 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 2,38 — 2,44 (m, 4H), 2,32 (s, 3H).
RMN'™3C (75 MHz, CDCls) & 168,07, 55,01, 54,60, 45,98, 45,32, 41,56, 39,91, 36,03.

|
O C.H,,CIN,O
204,69 g/mol

3-cloro-1-(4-metilpiperazin-1-il)propan-1-ona (1b): Rf = 0,4 (DCM:MeOH 9:1), 6leo
amarelado. RMN'H (300 MHz, CDCI3) & 3,83 (t, J = 7,1 Hz, 3H), 3,70 — 3,62 (m, 3H),
3,54 — 3,46 (m, 3H), 2,81 (t, J=7,1 Hz, 3H), 2,49 — 2,40 (m, 10H), 1,10 (t, J = 7,2 Hz,
5H). RMN'3C (75 MHz, CDCI3) & 168,03, 52,84, 52,26, 45,40, 41,61, 39,93, 36,01,
11,86.

|
.
C1HnCINO, > Y1 j<

276,75 g/mol O

t-butil 4-(3-cloropropanoil)piperazina-1-carboxilato (1c): Rf = 0,4 (DCM:MeOH
9:1), solido amarelado. RMN'H (300 MHz, CDCI3) & 3,84 (t, J = 6,9 Hz, 1H), 3,67 —
3,56 (m, 1H), 3,44 (d, J = 11,8 Hz, 3H), 2,82 (t, J = 6,9 Hz, 1H), 1,47 (s, 5H). RMN'3C
(75 MHz, CDCIs) 6 168,30, 154,49, 80,39, 45,29, 41,49, 39,82, 36,02, 28,35.
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7.1.1.2. Acido 5-bromo-pentandico

Esquema 11 - Procedimento sintético para a obtengdo das alquilamidopiperazinas

com espacante de 5 carbonos.

2 HOBtH,O _R
Br OH R N
EDC.HCI
M{ . K\N Br N\) R2 = Bn (Za)
0 HN M( R2 = Boc (Zb)

0]

Fonte: Autoria prépria.

Em um baldo de 50 mL, foram adicionados o acido 5-bromo-pentandico, 2,0
mmol do EDC.HCI e HOBt.H20 em quantidade equivalente a do acido em DCM.
Apos a dissolugao de todos os componentes da mistura, adicionou-se 2,0 mmol da
piperazina substituida. A mistura foi mantida em agitacdo a temperatura ambiente
por 24 horas. Ao final, a mistura foi lavada 2 x com 10mL de solu¢do de bicarbonato
de sdédio saturada e 1x com agua destilada. A fase organica foi separada, seca com

Na2S0O4 anidro e evaporada (Tabela 8).

Tabela 8 - Rendimento das alquilamidopiperazinas com espacante de 5 carbonos.

Composto R? Acido (mmol) Rendimento
2a Bn 2,0 37%
2b Boc 2,2 85%

Fonte: Autoria prépria.

(\N
BFM(NJ /\O

O C,sH,3BrN,O
339,27 g/mol

1-(4-benzilpiperazin-1-il)-5-bromo-pentan-1-ona (2a): Rf = 0,64 (DCM:MeOH 9:1),
6leo amarelado. RMN'H (300 MHz, CDClz) & 7,34 — 7,28 (m, 5H), 3,65 — 3,59 (t, 2H),
3,52 (s, 2H), 3,48 — 3,39 (m, 4H), 2,43 (d, J = 8,3, 3,9 Hz, 4H), 2,33 (t, J = 9,5, 5,1
Hz, 2H), 1,95 — 1,85 (m, 2H), 1,84 — 1,74 (m, 2H). RMN"C (75 MHz, CDCI3)d
170,76, 137,37, 129,15, 128,35, 127,33, 62,80, 53,08, 52,72, 45,49, 41,52, 33,47,
32,19, 23,75.



99

SVsan
\/\/\(g(

C,,H,sBrN,O,

349,26 g/mol
t-Butil 4-(5-bromopentanoil)piperazina-1-carboxilato (2b): Rf = 0,51 (hex:AcOEt
3:1), solido branco. RMN'H (300 MHz, CDCl3) & 3,52 (t, 2H), 3,42 — 3,30 (m, 8H),

2,30 (t, J=7,2 Hz, 2H), 1,91 — 1,69 (m, 4H), 1,40 (s, 9H).
7.1.2. Alquilagao dos fenodis

7.1.2.1. Esteres como reagentes

Esquema 12- Procedimento sintético para a alquilagao dos fenais.

(@]
K, CO
/@/ \/\/[L . o\/\/lLo/\
O —>
R]

R! = Ph (3a)

R! = CI (3b)

R' = MeO (3c)

Em um baldo de 50 mL, foram adicionados 3,0 mmol do fenol correspondente
em cerca de 5 mL de acetonitrila. Em seguida, adicionou-se 6,0 mmol de carbonato
de potassio, 6,0 mmol de iodeto de potassio, 3,6 mmol do 4-cloro-butanoato de etila
e 10 mL do solvente. A mistura foi mantida em agitacdo sob aquecimento (80°C) por
24 horas, e a seguir, o solvente foi evaporado e o residuo foi redissolvido em 10 mL
de acetato de etila. A mistura foi lavada por 3 vezes com 10 mL de solucdo de NaOH
10%. A fase organica foi seca com Na2S0O4 anidro e evaporada (Rendimento: Tabela
9).

Tabela 9 - Rendimento dos ésteres sintetizados.

Composto Fenol (g) R Rendimento
3a 0,511 Ph 30%
3b 0,387 Cl 65%
3c 0,373 MeO 50%

Fonte: Autoria propria.
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g oo
CgH00;
284,34 g/mol

4-(4-fenilfenoxi)butanoato de etila (3a): RF = 0,33 (hex:AcOEt9:1), sdlido branco.
RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & 7,61 — 7,22 (m, 7H), 6,96 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 4,23 -
3,98 (m, 4H), 2,53 (t, J = 7,3 Hz, 2H),2,19-2,07 (m, 2H), 1,26 (t, J = 7,1 Hz, 3H).
RMN'3C (75 MHz, CDCI3) d 172,6, 60,4, 44,0, 31,2, 27,6, 14,1. GC/EMBR [M]+ 284
(20%), 239 (20%), 170 (35%), 115 (100%), 87 (70%), 43 (15%).

/©/ O\/\/U\o/\
cl C,,H,CIO,

242,69 g/mol

4-(4-clorofenoxi)butanoato de etila (3b): Rf = 0,5 (hex:AcOEt3:1), liquido
amarelado. RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 7,21 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,81 (d, J = 9,0 Hz,
1H), 4,14 (q, J = 7,1 Hz, 2H), 3,60 (t, J = 6,4 Hz, 1H), 2,50 (id, J = 7,2, 2,7 Hz, 2H),
2,09 (p, J = 6,8 Hz, 2H), 1,26 (d, J = 7,1, 2,4 Hz, 3H). CG/EMBR [M]+ 197 (20%),
128 (30%), 115 (75%), 87 (100%), 69 (20%), 43 (25%).

OM\)LO/\

C3H150,
238,27 g/mol

\O

4-(4-metoxifenoxi)butanoato de etila (3c): Rf = 0,56 (hex:AcOEt3:1), odleo
avermelhado. RMN 'H (300 MHz, CDCI3) & 6,81 (s, 4H), 4,13 (q, J = 7,1 Hz, 2H),
3,94 (t, J = 6,1 Hz, 2H, 3,75 (s, 3H), 2,50 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 2,15 — 2,00 (m, 2H),
1,25 (t, J = 7,1 Hz, 3H). RMN '3C (75 MHz, CDCI3) & 173,2, 153,8, 152,9, 1154,
114,6, 67,3, 60,3, 55,6, 30,8, 24,7, 14,2. GC/EMBR [M]+ 238 (20%), 193 (20%), 175
(10%), 124 (30%), 115 (95%), 109 (35%), 87 (100%), 69 (10%), 43 (20%).7.1.2.1.

Amidas como reagentes
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Esquema 13 - Procedimento sintético para a alquilacdo dos fendis com espacgante

de 5 carbonos.

(\N)LOJ<

O OH+ B,A/\/CJ)\N/\ K,CO, O o\/\/YN\)
U@OK - 5

2b

Fonte: Autoria prépria.

Em um baldo de 25mL, foram adicionados 1,5 mmol do 4-fenil-fenol em cerca
de 5 mL de acetonitrila. Em seguida, adicionou-se 3,0 mmol de carbonato de
potassio 1,5 mmol da amida e 5mL do solvente. A mistura foi mantida em agitacao
sob aquecimento (80°C) por 24 horas, € a seguir, o solvente foi evaporado e o
residuo foi redissolvido em 10 mL de acetato de etila. A mistura foi lavada por 3
vezes com 10 mLde H20. A fase organica foi seca com Na2S0O4 anidro e evaporada.
O composto foi purificado em coluna cromatografica aberta utilizando-se silica como
fase estacionaria e uma fase movel por gradiente de hex:AcOEt3:1 e

posteriormente, hex:AcOEt1:1. O rendimento obtido foi de 6%.

® o
owq

(N0
Co6HaN,0, W j<

438,55 g/mol 0

t-Butil 4-[5-(4-fenilfenoxi)pentanoil]piperazina-1-carboxilato (4a): RF = 0,16
(hex:AcOEt3:1), solido branco. RMN 'H (300 MHz, CDCI3) 67,53 (dd, J = 14,1, 5,1
Hz, 4H), 7,40 (t, J = 7,5 Hz, 2H), 7,28 (dd, J = 11,9, 4,5 Hz, 1H), 6,95 (d, J = 8,7 Hz,
2H), 4,02 (t, J = 5,4 Hz, 2H), 3,62 — 3,55 (m, 2H), 3,46 — 3,36 (m, 6H), 2,42 (t, /= 6,8
Hz, 2H), 1,90 — 1,82 (m, 4H), 1,47 (s, 9H).RMN "3C (75 MHz, CDCI3)d 171,38,
158,50, 154,59, 140,80, 133,70, 128,73, 128,15, 126,69 (d, J = 4 ,1 Hz), 114 74,
80,32, 67,55, 45,36, 41,37, 32,90, 28,88, 28,39, 21,91.
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7.1.3. Sintese dos acidos

Esquema 14 - Procedimento sintético de hidrolise dos ésteres obtidos.

0 0
O\/\)L MeOH O\/\)L
/@/ o + LoH — /@/ OH
R R’
R' = Ph (5a)
R' = CI (5b)
R'=MeO (5¢)

Fonte: Autoria prépria.

Em um baldo de 25 mL foram adicionados 0,8 mmol do éster 3a-c
correspondente, 5 mL de tetraidrofurano e 2 mL de metanol. A mistura foi mantida
em agitagao a temperatura ambiente até a completa dissolugédo dos componentes, e
a seguir 3,2 mmol de hidréxido de litio monoidratado foi adicionado. A reacao foi
mantida em agitagéo, refluxo, overnight, e ao final o solvente foi evaporado e o
residuo foi redissolvido em 15 mL de solucio de cloreto de sddio saturado. A mistura
foi lavada com diclorometano, e a fase aquosa foi acidificada com HCI 1M até pH ~2
e extraida com 3 x 15 mL de acetato de etila. A fase orgénica foi seca com

Na2SOasanidro e evaporada (Rendimento: Tabela 10).

Tabela 10 - Rendimento dos acidos sintetizados.

Produto Reagente (g) R Rendimento
5a 0,227 Ph 81%
5b 0,194 Cl 74%
5c 0,190 MeO 96%

Fonte: Autoria prépria.
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O\/\/U\
¢ "
C16M160;
256,29 g/mol

Acido 4-(4-fenilfenoxi)butandico (5a): RF = 0,14 (hex:AcOEt3:1), sélido branco.
RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & 7,66 — 7,19 (m, 4H), 6,96 (d, J = 8,5 Hz, 1H), 4,07 (t, J
= 5,9 Hz, 1H), 2,62 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 2,48 — 1,80 (m, 2H). RMN '3C (75 MHz,
CDCIs) 6 128,7, 128,1, 126,7, 114,7, 77,4, 77,0, 76,6, 66,6, 30,3, 24,4.

O\/\/U\
/@/ OH
Cl C10H11C|03

214,64 g/mol

Acido 4-(4-clorofenoxi)butanéico (5b): RF = 0,2 (hex:AcOEt3:1), sélido branco.
RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & 7,28 — 7,16 (m, 2H), 6,86 — 6,74 (m, 2H), 3,99 (t, J = 6,1
Hz, 2H), 2,58 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,17 — 2,05 (m, 2H). RMN "3C (75 MHz, CDCIl3) d
178,1, 157,3, 129,3, 125,7, 115,7, 66,8, 30,2, 24,2.

O\/\/lL
\O C4H1,0,4

210,22 g/mol

Acido 4-(4-metoxifenoxi)butanéico (5¢c): RF = 0,1 (hex:AcOEt3:1), sélido
avermelhado. RMN 'H (300 MHz, CDCI3) & 6,82 (s, 4H), 3,97 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 3,76
(s, 3H), 2,58 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,15 — 2,01 (m, 2H). RMN '3C (75 MHz, CDCl3)
179,0, 153,9, 152,9, 115,4, 114,6, 67,1, 55,7, 30,5, 24,4. CG/EMBR [M]* 210 (20%),
124 (100%), 109 (60%).
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7.1.4. Acilagado das piperazinas com o acido 4-(4-fenilfendxi) butandico

Esquema 15 - Procedimento sintético para obtengdo dos compostos 6a-c.

i i
o) 2 (e}
~ N R HOBtH,O ~ N
OH (\N/ EDC HCI N/\
+ oot g
HN refluxo R
24h R? = Me (6a)
5a R2=Bn (6b)
R? = Et (6¢C)

Fonte: Autoria prépria.

Em um baldo de 25 mL foram dissolvidos 0,5 mmol (0,13 g) do acido 4-(4-
fenilfenoxi) butandico 5a em cerca de 1 mL de DCM. A seguir, foram adicionados 0,5
mmol (0,09 g) de EDC.HCI, 0,5 mmol (0,08 g) de HOBt.H20, 0,6 mmol da piperazina
correspondente e 3 mL de DCM. A reacdo foi mantida em agitacdo a temperatura
ambiente por 24 horas. Ao final, a mistura foi lavada com 10 mL de solugédo de
bicarbonato de sédio, com 2 x 10 mL de solugéo saturada de NaCl e com 10 mL de
agua destilada. A fase organica foi seca com Na2SOsanidro e evaporada. Os
compostos foram purificados em coluna cromatografica aberta utilizando-se silica
como fase estacionaria e uma fase movel isocratica de DCM:MeOH 20:1
(Rendimento: Tabela 11).

Tabela 11 - Rendimento das aril-alquipiperazinas sintetizadas.

Composto R2-piperazina (g) R? Rendimento
6a 0,060 Metil 18%
6b 0,111 Benzil 9%
6¢c 0,068 Etil 20%

Fonte: Autoria prépria.
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O
OM
g @
(L~
C21 H26N202 ~
338,44 g/mol

1-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(4-fenilfenoxi)butan-1-ona (6a): RF= 0,4 (DCM:MeOH
10:1), solido branco. RMN 'H (300 MHz, CDClI3) & 7,59 — 7,22 (m, 7H), 6,96 (d, J =
8,8 Hz, 2H), 4,07 (t, J=5,9 Hz, 2H), 3,73 — 3,55 (m, 2H), 3,55 - 3,41 (m, 2H), 2,54 (t,
J=7,2Hz, 2H), 2,42 - 2,26 (m, 7H), 2,16 (s, 3H). RMN "3C (75 MHz, CDClz) 5 170,7,
158,4, 140,7, 133,7, 128,7, 128,1, 126,7, 114,7, 67,1, 55,1, 54,7, 46,0, 45,3, 41,5,
29,3, 24,9. EMAR[M+H]*m/z calculado para C21H27N202: 339.2067, m/z encontrado
para [M+H]". 339,2054 (erro: 3,83 ppm).

O\/\/lL
‘ N/\ \)@
(N
C27H30N202
414,53 g/mol

N-[2-[benzil(metil)Jamino] etil]-4-(4-fenilfenoxi)butanamida (6b): Rf = 0,66
(DCM:MeOH 9:1), solido branco. RMN 'H (300 MHz, CDCl3) & 7,58 — 7,48 (m, 2H),
7,41 (dd, J = 10,3, 4,8 Hz, 1H), 7,32 — 7,23 (m, 3H), 6,99 — 6,91 (m, 1H),4,07 (t, J =
5,9 Hz, 1H), 3,67 — 3,61 (m, 1H), 3,51 — 3,46 (m, 2H), 2,53 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 2,41
(dd, J = 10,6, 6,2 Hz, 2H), 2,19 — 2,10 (m, 1H). RMN "3C (75 MHz, CDClz) & 170,7,
158,4, 140,8, 137,5, 133,7, 129,1, 128,7, 128,3, 128,1, 127,3, 126,7, 126,6, 1147,
67,0, 62,9, 53,1, 52,8, 45,4, 41,6, 29,7, 29,3, 24,9. EMAR [M+H]*m/z calculado para
C2o7H31N202: 415,2380, m/z encontrado para [M+H]*: 415,2348 (erro: 7,7ppm).
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O

OM
N/\
O C22H28N202

352,46 g/mol
1-(4-etilpiperazin-1-il)-4-(4-fenilfenoxi)butan-1-ona (6¢): Rf = 0,46 (DCM:MeOH
9:1), 6leo amarelado.RMN'H (300 MHz, CDCl3) & 7,53 (t, J = 8,5 Hz, 4H), 7,41 (t, J =
7,5 Hz, 2H), 7,28 (dd, J = 12,3, 4,9 Hz, 1H), 6,96 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 4,07 (t, J = 5,8
Hz, 2H), 3,70 — 3,60 (m, 2H), 3,54 — 3,46 (m, 2H), 2,54 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,41 (dd, J
= 5,9, 3,8 Hz, 6H), 2,14 (dd, J = 13,1, 6,7 Hz, 2H), 1,08 (t, J = 7,2 Hz, 3H).RMN 3C
(75 MHz, CDCls) & 170,75, 158,45, 140,79, 133,75, 128,74, 128,16, 126,69, 114,76,
67,09, 52,88, 52,31, 45,36, 41,50, 29,37, 24,94, 11,83. EMAR [M+H]*m/z calculado
para C22H29N202: 353,2223, m/z encontrado para [M+H]*: 353,2222 (erro:
0,28ppm).

7.1.5. Acilagéo das piperazinas com o acido 4-(4-clorofenoxi) butandico

7.1.5.1. Preparacéao dos produtos 7a-d.

Esquema 16 - Procedimento sintético para obtengao dos compostos 7a-d.

0
ov\/lL R’ EDC.HCI V\/u\
OH N HOBtH,0 © N
+ HN\) -
Cl refluxo N 2

S
5b 24h Cl R2 = Me (7a) R

R2 =Bn (7b)
R?=Et(7c)
R2 =Boc (7d)

Fonte: Autoria prépria.

Em um baldo de 25 mL foram dissolvidos 0,5 ou 1,0 mmol (0,107 ou 0,214 Qg)
do acido 4-(4-clorofenoxi) butanéico 3b em cerca de 5 mL de DCM. A seguir, foram
adicionados 1 equivalente (0,09 ou 0,19 g) de EDC.HCI e de HOBt.H20 (0,08 ou
0,15 g), 1,2 equivalente da piperazina correspondente e 3 mL de DCM. A reacgao foi
mantida em agitagcdo a temperatura ambiente por 24 horas. Ao final, a mistura foi
lavada com 10 mL de solugédo de bicarbonato de sddio, com 2 x 10 mL de solugao
saturada de NaCl e com 10 mL de agua destilada. A fase organica foi seca com

sulfato de sédio anidro e evaporada. Os compostos foram purificados em coluna
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cromatografica aberta utilizando-se silica como fase estacionaria e uma fase movel
isocratica de DCM:MeOH20:1 (Rendimento: Tabela 12).

Tabela 12 - Rendimento das aril-alquipiperazinas sintetizadas.

Produto R2-piperazina (g) R? Rendimento
7a 0,061 g Me 47%
7b 0,105 ¢ Bn 9%
7c 0,057 g Et 31%
7d 0,189 ¢ Boc 51%

Fonte: Autoria propria.

O

O\/\/U\
N/\
Qr N
Cl C15H21C|N202

296,79 g/mol

4-(4-clorofenoxi)-1-(4-metilpiperazin-1-il)butan-1-ona (7a): Rf = 0,33 (DCM:MeOH
9:1), 6leo amarelado. RMN 'H (300 MHz, CDCIz) & 7,22 (d, 2H), 6,82 (d, 2H), 4.00 (t,
J =5.9 Hz, 2H), 3,68 — 3,61 (m, 2H), 3,53 — 3,47 (m, 2H), 2,51 (t, J = 7.2 Hz, 2H),
2,42 — 2,34 (m, 4H), 2,30 (s, 3H), 2,18 — 2,05 (m, 2H). RMN '3C (75 MHz, CDCIz) &
170,6, 157,4, 129,2, 125,4, 115,7, 67,3, 54,9, 54,6, 45,8, 45,2, 41,4, 29,2, 24]7.
EMAR [M+H]*m/z calculado para C15H21N202CI: 297,1364, m/z encontrado para
[M+H]*. 297,1354 (erro: 3,36ppm).



108

Ov\iN
ST

C,4H,5CIN, O,

372,88 g/mol
4-(4-clorofenoxi)-1-(4-benzilpiperazin-1-il)butan-1-ona (7b): Rf = 0,46
(DCM:MeOH 9:1), 6leo amarelado. RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 7,32 — 7,25 (m, 4H),
7,22 (d, J=9,0 Hz, 2H), 6,81 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 3,99 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,63 (t, 2H),
3,51 (s, 2H), 3,47 (t, 2H), 2,50 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 2,44-2,36 (m, J = 10,5, 6,7 Hz, 4H),
2,10 (dd, J = 13,2, 6,8 Hz, 2H).6 170,6, 157,5, 137,5, 129,3, 129,1, 128,3, 127,3,
125,5, 115,7, 67,3, 62,8, 53,0, 52,7, 45,4, 41,6, 29,2, 24,8. EMAR [M+H]*m/z
calculado para C21H26N202CI: 373,1677, m/z encontrado para [M+H]* 373,1656
(erro: 5,6ppm).

0O

O\/\/U\N
JI T O

C16H2BC|N202
310,81 g/mol

4-(4-clorofenoxi)-1-(4-etilpiperazin-1-il)butan-1-ona (7c): Rf = 0,23 (DCM:MeOH
9:1), 6leo amarelado. RMN 'H & 7,13 (d, J = 8,9 Hz, 2H), 6,74 (d, J = 8,9 Hz, 2H),
3,92 (t, J=5,9 Hz, 2H), 3,57 (t, 2H), 3,42 (t, 2H), 2,44 (t, J=7,2 Hz, 2H), 2,33 (t, J =
5,7 Hz, 6H), 2,09 — 1,99 (m, 2H), 1,01 (t, J = 7,2 Hz, 3H). RMN "3C (75 MHz,
CDCI3)56169,57, 156,47, 128,26, 124,42, 114,71, 66,31, 51,87, 51,38, 51,18, 44,35,
40,52, 28,22, 23,77, 10,83. EMAR: [M+H]*m/z calculado para C17H2gCIN202:
311,1520, m/z encontrado para [M+H]*: 311,1524(erro: 1,28ppm).
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0O

O\/\/U\
I O
Ao
Cl CgH,;CINO, \ﬂ/ \’<
382,88 g/mol o

t-Butil 4-[4-(4-clorofenoxi)butanoil]piperazina-1-carboxilato (7d): Rf = 0,48
(DCM:MeOH 9:1 em 1% de NH4OH), sélido branco.

7.1.5.2. Preparacéao do produto propilpiperazinico 7e

Esquema 17 - Procedimento sintético para obtengdo do composto 7e.

TEA 0

ov\/lL EDC.HCI V\/U\
OH (\N/\/ HOBLH,0 (0] N/\
3 + HNJ 2HBr —— k/N
r X
efluxo ci NN

24 h
5b Te

Fonte: Autoria prépria.

Em um baldo de 25 mL foram dissolvidos 0,75 mmol (0,160 g) do acido 4-(4-
clorofenoxi)butandico 5b em cerca de 5 mL de DCM. A seguir, foram adicionados
2,7 mmol (0,273 g) da trietilamina, 0,75 mmol (0,143 g) de EDC.HCI, 0,75 mmol
(0,114 g) de HOBt.H20 e 0,9 mmol do dibromidrato de propilpiperazina. A reacao foi
mantida em agitagcdo a temperatura ambiente por 24 horas. Ao final, a mistura foi
lavada com 10 mL de solucdo de bicarbonato de sédio, 10 mL de solugao saturada
de NaCl e com 10 mL de agua destilada. A fase organica foi seca com sulfato de

sédio anidro e evaporada. O produto foi purificado (Rendimento 18%).

O

O\/\/U\N
CI/©/ O\/\

C,,H,5CIN, O,
324,84 g/mol

4-(4-clorofenoxi)-1-(4-propilpiperazin-1-il)butan-1-ona (7e): Rf = 0,43
(DCM:MeOH 9:1), 6leo amarelado. RMN 'H (300 MHz, CDCI3) & 7,21 (d, 2H), 6,82
(d, 2H), 4,00 (t, J = 6.0 Hz, 2H), 3,64 (t, 2H), 3,49 (t, 2H), 2,51 (t, J = 7.2 Hz, 2H),
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2,40- 2,35 (m, 4H), 2.30 (t, J=8.7, 6.7 Hz, 2H), 2.18 — 2.07 (m, 2H), 1.57 — 1.42 (m,
2H), 0.91 (t, J = 7.4 Hz, 3H). RMN "3C (75 MHz, CDClI3) & 170,5, 157,5, 129,2, 125,4,
115,7, 67,3, 60,4, 53,3, 52,8, 45,4, 41,5, 29,2, 24,8, 19,8, 11,8. EMAR: [M+H]*m/z
calculado para Cq17H26CIN202: 325.1677, m/z encontrado para [M+H]": 325,1666
(erro: 3,38ppm).

7.1.6. Desprotecédo do composto 7d

Esquema 18 - Procedimento sintético para a desprotecéo da Boc-piperazina.

i o
O\/\/lL
™ + H,0 N
o N\H/O DCM b"‘ y
7d 0 \’< cl 7f

Fonte: Autoria propria.

Em um baldo de 25 mL, foram adicionados 0,5 mmol de 7d em 5 mL de DCM,
e em seguida, 2,0 mL de TFA e 0,5 mL de agua destilada foram adicionados. A
reacao foi mantida em agitacdo a temperatura ambiente por 24 horas. Ao final, os
volateis foram evaporados e o residuo foi redissolvido em 15 mL de solugdo de
bicarbonato de sédio até pH ~11 e extraida com AcOEt (2 x 15 mL) e DCM (2 x 15

mL). O combinado das fases organicas foi seco com Na2S0O4 anidro e evaporado

(Rendimento 63%).
O\/\/H\
N/\
K/N H
Cl C,,H,4sCIN,O,

282,76 g/mol

4-(4-clorofenoxi)-1-piperazin-1-il-butan-1-ona (7f): Rf = 0,06 (DCM:MeOH 9:1 em
1% de NH4OH), 6leo amarelado. RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 7,14 (d, J = 9,0 Hz,
2H), 6,75 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 4,26 (s, 1H), 3,93 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,57 — 3,49 (m,
2H), 3,44 — 3,34 (m, 2H), 2,77 (d, J = 4,5 Hz, 4H), 2,44 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,11 —
1,99 (m, 2H). RMN '3C (75 MHz, CDCIls) 5 169,6, 156,4, 128,2, 124,4, 114,6, 66,2,
46,4,45,4,45,1, 41,5, 28,2, 23,7.
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7.1.7. Alilacido do composto 7f

Esquema 19 - Procedimento sintético para a alilagao da aril-alquilamidopiperazina.

(0]

0
|
O\/\/\N/\ K,CO o\/\/\Nﬁ
/\/ 2 3
CI/©/ k/NH t Br — g CI/©/ ) \\/N\/\
g

7f

Fonte: Autoria prépria.

Em um baldo de 25mL, foram adicionados 0,03 mmol do produto 7f em 10 mL
de THF, e em seguida, 0,6 mmol de K2CO3s e 0,6 mmol de brometo de alila foram
adicionados. A reacgao foi mantida sob agitagdo em temperatura ambiente por 24
horas. O solvente foi evaporado e o residuo foi redissolvido em 10 mL de acetato de
etila. A mistura foi lavada por 3 x 10 mL com agua destilada. A fase organica foi
coletada e seca com Na2SO4 anidro e evaporada. O composto foi purificado em
coluna cromatografica aberta utilizando-se silica como fase estacionaria e uma fase
movel isocratica de DCM:MeOH20:1 (Rendimento de 26%).

)

OM\/MN
ST

C,;H,;CIN,O,

322,82 g/mol
4-(4-clorofenoxi)-1-(4-alilpiperazin-1-il)butan-1-ona (7g): Rf = 0,6 (DCM:MeOH
9:1), 6leo amarelado. RMN "H (300 MHz, CDClI3) & & 7,14 (d, 2H); 6,74 (d, 2H); 5,76
(dd, J=16.9, 10.2, 6.6 Hz, 1H); 5,13 (t, J = 13.1, 5.7 Hz, 2H); 3,92 (t, J = 5.9 Hz, 2H);
3,57 (t, 2H); 3,42 (t, 2H); 2,92 (d, J = 6.6 Hz, 2H); 2,44 (t, J = 7.2 Hz, 2H); 2,34 (m,
4H); 2,10 — 1,99 (m, 2H). RMN '3C (75 MHz, CDCl3) d 170,6, 157,5, 129,3, 125,5,
115,7, 67,3, 61,5, 53,0, 52,7, 454, 41,5, 30,3, 29,2, 24,8. EMAR: [M+H]*m/z
calculado para Cq17H24CIN20O2: 323.1520, m/z encontrado para [M+H]*: 325,1474
(erro: 14,23ppm).
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7.1.8. Acilagédo das piperazinas com o acido 4-(4-metoxifenoxi) butandico

Esquema 20 - Procedimento sintético para a obteng¢ao dos produtos 8a-c.

O\/\/lL R2 EDC.HCI M
Oy Oy i I
+ HN\)
~o0 refluxo ~ k/N\RZ

5¢ 24 h 0 R? = Me (8a)
R2 = Bn (8b)
R2 = Et (8c)

Fonte: Autoria prépria.

Em um baldo de 25mL foram adicionados 0,5 mmol (0,10 g) ou 0,2 mmol
(0,045 g) do acido 4- (4-metoxifenoxi)butandico 5¢ em 2mL de DCM até a completa
dissolugcdo do acido. Em seguida, adicionou-se 0,5 mmol (0,09 g) ou 0,2 mmol
(0,038 g) de EDC.HCI, 0,5 mmol ou 0,2 mmol (0,030 g) de HOBt.H20, 0,6 mmol ou
0,3 mmol da piperazina correspondente e 3 mL do solvente adequado. A reacéo foi
mantida em agitagdo sob temperatura ambiente por 24 horas. A mistura foi lavada 1
vez com 10 mL de solucdo de bicarbonato de sddio, 1 vez com solucéo saturada de
NaCl e 1 vez com agua destilada. A fase organica foi seca com sulfato de soédio
anidro e evaporada. Os compostos foram purificados em coluna cromatografica
aberta utilizando-se silica como fase estacionaria e uma fase médvel isocratica de
DCM:MeOH20:1 (Rendimento: Tabela 13).

Tabela 13 - Rendimento das aril-alquipiperazinas sintetizadas.

Composto R2-piperazina (g) R? Rendimento
8a 0,064 Metil 25%
8b 0,101 Benzil 20%
8c 0,034 Etil 18%

Fonte: Autoria propria.
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I
C)\/\/~L
O C16H24N203 ~

292,37

4-(4-metoxifenoxi)-1-(4-metilpiperazin-1-il)butan-1-ona (8a): Rf = 0,33
(DCM:MeOH 9:1), 6leo amarelado. RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 6,75 (s, 4H), 3,90 (t,
J = 5,9 Hz, 2H), 3,69 (s, 3H), 3,59 — 3,53 (m, 2H), 3,45 — 3,38 (m, 2H), 2,45 (t, J =
7,3 Hz, 2H), 2,33 — 2,25 (m, 4H), 2,22 (s, 3H), 2,08 — 1,97 (m, 3H).RMN '3C (75
MHz, CDCI3)d 170,95, 153,78, 152,99, 115,34, 114,66, 67,55, 55,75, 55,10, 54,71,
46,02, 45,38, 41,52, 29,47, 25,04. EMAR: [M+H]*m/z calculado para C1gH25N203:
293,1859, m/z encontrado para [M+H]*: 293,1849(erro: 3,41ppm).

O
O\/\/[L
N/\
~0 K/N
C2oH06N,04
368,46 g/mol
4-(4-metoxifenoxi)-1-(4-benzilpiperazin-1-il)butan-1-ona (8b): Rf = 0,46

(DCM:MeOH 9:1), 6leo amarelado. RMN 'H (300 MHz, CDCls) & 7,27 — 7,15 (m, 5H),
6,74 (s, 4H), 3,88 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,67 (s, 3H), 3,55 (t, 2H), 3,44 — 3,35 (m, 4H),
242 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,31 (dd, J = 10,6, 6,2 Hz, 4H), 2,01 (dd, J = 13,3, 6,8 Hz,
2H). RMN 3C (75 MHz, CDCls) 5169,8, 152,7, 152,0, 136,6, 128,0, 127,2, 126,2,
114,3, 113,6, 66,5, 61,8, 54,7, 52,0, 51,7, 44,4, 40,6, 28,3, 24,0. EMAR: [M+H]*m/z
calculado paraCo2H29N203: 369,2172, m/z encontrado para [M+H]*: 369,2170
(erro: 0,54ppm).
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i
O\/\/[\
oy i@
~ K/N
O C17H26N203 ~
306,39 g/mol

4-(4-metoxifenoxi)-1-(4-etilpiperazin-1-il)butan-1-ona (8c): Rf = 0,33 (DCM:MeOH
9:1), 6leo amarelado. RMN "H (300 MHz, CDCI3)3 6,76 (s, 4H), 3,91 (t, J = 5,9 Hz,
2H), 3,69 (s, 3H), 3,62 — 3,54 (m, 2H), 3,49 — 3,40 (m, 2H), 2,51 — 2,39 (m, 2H), 2,33
(d, J = 4,9 Hz, 4H), 2,09 — 2,00 (m, 2H), 1,02 (t, J = 7,2 Hz, 3H). RMN "3C (75 MHz,
CDCls) 66 170,84, 153,39, 152,69, 115,34, 114,65, 67,57, 55,75, 52,93, 52,14,
45,39, 41,51, 29,43, 25,04, 11,86. EMAR: [M+H]*m/z calculado paraCq7H27N203:
307,2016, m/z encontrado para [M+H]*. 307,2002 (erro: 4,55ppm).
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3-cloro-1-4-(metilpiperazin-1-il) propan-1-ona (1a):
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ESPECTRO 1 - Espectro de RMN 'H do 3-cloro-1-4-(metilpiperazin-1-il) propan-1-ona (1a):

-S4nnn
5200
b= 0
2 ROOO
Ll

b= 231110

FEnnnG

=1 B0G0E

140060

=3 20000
eI
FE00E

o

- 2000

Foérmula molecular:C;H,;CIN,O
PM:190,67 g/mol

Rendimento:19%

Aspecto: 6leo amarelado

Tabela 14 — Dados de RMN 'H do 3-cloro-

1-4-(metilpiperazin-1-il) propan-1-ona (1a).

RMN "H 300 MHz (CDCl3) 5(ppm)

53,83 (t, J = 7,1 Hz, 2H), 3,69 — 3,63 (m,
2H), 3,53 — 3,46 (m, 2H), 2,81 (t, J = 7,1
Hz, 2H), 2,38 — 2,44 (m, 4H), 2,32 (s, 3H).
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3-cloro-1-4-(metilpiperazin-1-il) propan-1-ona (1a):

ESPECTRO 2 - Espectro de RMN '3C do 3-cloro-1-4-(metilpiperazin-1-il) propan-1-ona (1a):

.['_? S0
e | -
LS ’[‘ | s Tabela 15 — Dada de RMN13C do acido
s 3-cloro-1-4-(metilpiperazin-1-il) propan-1-
ona (1a).
RMN 13C 75 MHz (CDCls) 5(ppm)
25000
® 168,07, 55,01, 54,60, 45,98, 45,32,
41,56, 39,91, 36,03.
| , | L'h
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3-cloro-1-4-(etilpiperazin-1-il) propan-1-ona (1b):

ESPECTRO 3 - Espectro de RMN 'H do 3-cloro-1-4-(etilpiperazin-1-il) propan-1-ona (1b):

i e :”:” Férmula molecular:C4H,,CIN,O
| ___III” PM: 204,69 g/mol
d'ml Rendimento: 29%
| | 3 ! e Aspecto: 6leo amarelado
18000
0 o Tabela 16 — Dados de RMN 1H do 3-
C|/"x~,/LLNf‘W B cloro-1-4-(etilpiperazin-1-il)  propan-1-
l‘\erxx' e ona (1b).
L]
- RMN "H 300 MHz (CDCls) 5(ppm)
e 5 3,83 (t, J = 7,1 Hz, 3H), 3,70 — 3,62
[ (m, 3H), 3,54 — 3,46 (m, 3H), 2,81 (t, J
L I = 7,1 Hz, 3H), 2,49 — 2,40 (m, 10H),
Y 'S S S— — . [U . p—f'a—qp— . - 1,10 (t, J = 7,2 Hz, 5H).
’ w o o ? ! ! f1 ;-é_r::”} ! ! e i : JI" I w




3-cloro-1-4-(etilpiperazin-1-il) propan-1-ona (1b):
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ESPECTRO 4 - Espectro de RMN '3C do 3-cloro-1-4-(etilpiperazin-1-il) propan-1-ona (1b):

1 [ppem

75000

]

= BS000

+ GOOIH

= S50

= S0{00

A5

i Telikiti]

350400

]

25000

= 20000

—1504H

I+ LOG00

W

FER TaEa £
ROE Bsr =
0
— JJ\ o
ClI7 " N~ 3
LN
e Ly
i ‘ l ‘ |
l ‘ = SO0
5 - I e e ] - — — ——— e :' e — < T
190 180 1M 166 150 140 130 120 i L) 80 At {l A0 ¥ | i 1

Tabela 17 — Dados de RMN'C do

acido 4- (4-clorofenoxi) butandico (1b).

RMN 3C 75 MHz (CDCls) 5(ppm)

0 168,03, 52,84, 52,26, 45,40, 41,61,
39,93, 36,01, 11,86.




t-butil 4-(3-cloropropanoil)piperazina-1-carboxilato (1c):
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ESPECTRO 5 — Espectro de RMN 'H do t-butil 4-(3-cloropropanoil)piperazina-1-carboxilato (1c):

-

@ T D e
WE MR T T, @R

Rikaaaes amER
NN N

: 34000
[~ 32000
= 30000
28000
- 26000
= 24000
- 22000
= 20000
1800
- L6000
14000
12000
10000
- B000
~ 6000
= 400

= 2000

=0

==2000

T
B.0

Férmula molecular:C,,H,,CIN,O,

PM: 276,75 g/mol
Rendimento: 50%

Aspecto: sélido amarelado

Tabela 18 — Dados de RMN 1H do t-
butil 4-(3-cloropropanoil) piperazina-1-

carboxilato (1c).

RMN "H 300 MHz (CDCl3) 5(ppm)

5 3,84 (t, J = 6,9 Hz, 1H), 3,67 — 3,56
(m, 1H), 3,44 (d, J = 11,8 Hz, 3H), 2,82
(t, J = 6,9 Hz, 1H), 1,47 (s, 5H).
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t-butil 4-(3-cloropropanoil)piperazina-1-carboxilato (1c):

ESPECTRO 6 — Espectro de RMN '3C do t-butil 4-(3-cloropropanoil)piperazina-1-carboxilato (1c):
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| Tabela 19 - Dada de RMN13C do
— acido 4- (4-clorofenoxi) butandico
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5 (1e)

CI/\)J\N/\l RMN 13C 75 MHz (CDCls) 5(ppm)

QNYDK
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0 168,30, 154,49, 80,39, 45,29, 41,49,
39,82, 36,02, 28,35.
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1-4-benzilpiperazin-1-il)-5-bromo-pentan-1-ona (2a):

157

ESPECTRO 7 — Espectro de RMN 'H do 1-4-benzilpiperazin-1-il) -5-bromo-pentan-1-ona (2a):
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Foérmula molecular:C,;H,,BrN,O
PM: 339,27 g/mol
Rendimento: 37%

Aspecto: 6leo amarelado

Tabela 20 — Dados de RMN 'H do 1-
(4-benzilpiperazin-1-il) -5-bromo-

pentan-1-ona (2a).

RMN 'H 300 MHz (CDCl3) 5(ppm)

5 7,34 — 7,28 (m, 5H), 3,65 — 3,59 (t,
2H), 3,52 (s, 2H), 3,48 — 3,39 (m, 4H),
2,43 (d, J = 8,3, 3,9 Hz, 4H), 2,33 (t, J
= 9,5, 5,1 Hz, 2H), 1,95 — 1,85 (m, 2H),
1,84 — 1,74 (m, 2H).
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1-4-benzilpiperazin-1-il)-5-bromo-pentan-1-ona (2a):

ESPECTRO 8 — Espectro de RMN '3C do 1-4-benzilpiperazin-1-il) -5-bromo-pentan-1-ona (2a):
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Tabela 21 — Dados de RMN '3C do 4-

(4-fenilfenoxi) butanoato de etila (2a).

RMN *3C 75 MHz (CDCls) &(ppm)

o 170,76, 137,37, 129,15, 128,35,
127,33, 62,80, 53,08, 52,72, 45,49,
41,52, 33,47, 32,19, 23,75.
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t-butil 4-(5-bromopentanoil) piperazina-1-carboxilato (2b):

ESPECTRO 9 - Espectro de RMN 'H do t-butil 4-(5-bromopentanoil) piperazina-1-carboxilato (2b):

Pl e e e ﬁ.T aa T —— .
=" i Férmula molecular:C,,H,;BrN,03
[ 24000
( s PM: 349,26 g/mol
|
[ -22000 .
|' / I Rendimento: 85% (bruto)
| ¢ /' ' 20000 L
[ [ | , Aspecto: sélido branco
18000
16000 1
Tabela 22 — Dados de RMN 'H do Tert-
O - 14000

) butil 4-(5-bromopentanoil) piperazina-1-
LN_ o [ carboxilato (2b).

j(‘)r \K - 10000

RMN "H 300 MHz (CDCl3) 5(ppm)

8000

-&000

5 3,57 — 3,47 (t, 2H), 3,42 — 3,30 (m, 8H),
2,30 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 1,91 — 1,69 (m,
4H), 1,40 (s, 9H).
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4-(4-fenilfenoxi) butanoato de etila (3a):

ESPECTRO 10 — Espectro de RMN 'H do 4-fenilfenéxi 4-butanoato de etila (3a):

PR Y S WO bt Férmula molecular:C,gH,,0,
PM: 284,34 g/mol
-8000
Rendimento: 30%
7000 Aspecto: Sélido branco
-6000
Tabela 23 — Dados de RMN 'H do 4-
5200 fenilfenoxi 4-butanoato de etila (3a).
O O\/\)J\o/\
4000 RMN 'H 300 MHz (CDCls) &(ppm)
R 0753 (t, J=8,8Hz 4H), 7,41 (t, J =
- 7,5 Hz, 2H), 7,29 (t, J = 7,3 Hz, 1H),
. 6,96 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 4,15 (q, J =
\ ‘4 [ 7,1 Hz, 2H), 4,05 (t, J = 6,1 Hz, 2H),
1 1 2,53 (t, J = 7,3 Hz, 2H), 2,21 — 2,06 (m,
2H), 1,26 (t, J = 7,1 Hz, 3H),
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4-(4-fenilfenoxi) butanoato de etila (3a):

ESPECTRO 11 — Espectro de RMN '3C do 4-(4-fenilfenoxi) butanoato de etila (3a):
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4-(4-fenilfenoxi) butanoato de etila (3a):
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CROMOATOGRAMA 1 — Cromatograma de massas do4-(4-fenilfenoxi) butanoato de etila (3a):

Line#:1 R.Time:19.708(Scan#:1886)
MassPeaks: 136
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Peaks# R.Time LTime Area Arca% Height Height%a AH Mark Name
1 19.708 19.400 141668187  100.00 12733122 100.00
141668187  100.00 12733122 100.00
Spectrum

M1 - e
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Tabela 25 — Dados de Cromatografia a

gas acoplado a Espectrometria de
massas (CG/MS) (3a).

Espectrometria de massas (EM)

GC/EMBR [M]+ 284 (20%), 239 (20%),
170 (35%), 115 (100%), 87 (70%), 43
(15%).




4-(4-clorofenoxi) butanoato de etila (3b):

ESPECTRO 12 - Espectro de RMN 'H do 4-clorofenoxi 4-butanoato de etila (3b):
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Férmula molecular:C,,H,;CIO,
PM: 242,69 g/mol
Rendimento: 65%

Aspecto:6leo amarelado

Tabela 26 — Dados de RMN 'H do 4-

clorofenoxi 4-butanoato de etila (3b).

RMN "H 300 MHz (CDCl3) 5(ppm)

57,21 (d, J = 9,0 Hz, 1H), 6,81 (d, J =
9,0 Hz, 1H), 4,14 (q, J = 7,1 Hz, 2H),
3,60 (t, J = 6,4 Hz, 1H), 2,50 (td, J = 7,2,
2,7 Hz, 2H), 2,09 (p, J = 6,8 Hz, 2H),
1,26 (td, J = 7,1, 2,4 Hz, 3H).




4-(4-clorofenoxi) butanoato de etila (3b):

164

CROMOATOGRAMA 2-Cromatograma de massas do 4-(4-clorofenoxi) butanoato de etila (3b):
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Peak# R.Tune 1. Tme: F.Time Area Arca® Height  Height®s
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Spectrum
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Tabela 27 — Dados de Cromatografia a gas

acoplado a Espectrometria de massas
(CG/MS) (3b).

Espectrometria de massas (EM)

CG/EMBR [M]+ 197 (20%), 128 (30%), 115
(75%), 87 (100%), 69 (20%), 43 (25%).
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4-(4-metoxifenoxi) 4-butanoato de etila (3c):

ESPECTRO 13 - Espectro de RMN 'H do 4-metoxifenoxi 4-butanoato de etila (3c):

2 nMNoRTHE HEsYeE8E N4Y
T wyysss GP{es . _
oo Férmula molecular:C,;H,,0,
PM: 238,27 g/mol
Kl Rendimento: 50%
Aspecto: 6leo avermelhado
30000
i [ Tabela 28 - Dados de RMN 'H 4-
O\AJ\O/\ ' metoxifenoxi 4-butanoato de etila (3c).
T o
RMN "H 300 MHz (CDClIs) &(ppm)
15000
o 6,81 (s, 4H), 4,13 (q, J = 7,1 Hz, 2H),
| Ul 3,94 (t, J = 6,1 Hz, 2H), 3,75 (s, 3H), 2,48
- | ._ oo (t, 2H), 2,06 (dd, J = 13,4, 7,0 Hz, 2H),
M ‘h 1,25 (t, J = 7,1 Hz, 3H).
=) iu— A3, = P“IIL e o
8.’5 B.’El ?.IS IIO B.IS 6.‘0 5.‘5 5..0 i (q;nslr 4I0 35 30 2.5 2.0 1"1 1’0 0.5 0.0




4-(4-metoxifenoxi) 4-butanoato de etila (3c):
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CROMATOGRAMA 3 - Cromatograma de massas do 4-metoxifenoxi 4-butanoato de etila (3c):
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Tabela 29 — Dados de Cromatografia a
gas acoplado a Espectrometria de
massas (CG/MS) (3c).

Espectrometria de massas (EM)

GC/EMBR [M]+ 238 (20%), 193 (20%),
175 (10%), 124 (30%), 115 (95%), 109
(35%), 87 (100%), 69 (10%), 43 (20%).
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t-Butil 4-[5-(4-fenilfenoxi)pentanoil]piperazina-1-carboxilato (4a):

ESPECTRO 14 - Espectro de RMN 'H do t-Butil 4-[5-(4-fenilfenoxi)pentanoil]piperazina-1-carboxilato (4a):
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Férmula molecular: C26H34N204
PM:438,55 g/mol
Rendimento:6%

Aspecto:sélido branco

Tabela 30 — Dados de RMN 'H dot-Butil 4-[5-
(4-fenilfenoxi)pentanoil]piperazina-1-

carboxilato (4a):

RMN "H 300 MHz (CDCl3) 5(ppm)

57,53 (dd, J = 14,1, 5,1 Hz, 4H), 7,40 (t, J =
7,5 Hz, 2H), 7,28 (dd, J = 11,9, 4,5 Hz, 1H),
6,95 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 4,02 (d, J = 5,4 Hz,
2H), 3,62 — 3,55 (m, 2H), 3,46 — 3,36 (m, 6H),
2,42 (t, J = 6,8 Hz, 2H), 1,90 — 1,82 (m, 4H),
1,47 (s, 9H).
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t-Butil 4-[5-(4-fenilfenoxi)pentanoil]piperazina-1-carboxilato (4a):

ESPECTRO 15 - Espectro de RMN '3C do t-Butil 4-[5-(4-fenilfenoxi)pentanoil]piperazina-1-carboxilato (4a):
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Acido 4-(4-fenilfenoxi) butanéico (5a):

ESPECTRO 16 - Espectro de RMN 'H do acido 4-(4-fenilfenoxi) butanéico (5a):

BRRITHABEER 858 TREG 520
Y ka i - Férmula molecular:C, H,0,
PM: 256,29 g/mol
: F3500 Rendimento: 81%
' .-'I .- . ' Aspecto: solido branco
3000
L2500 Tabela 32 — Dados de RMN 'H do
‘ O\A)OLOH ——m acido 4-(4-fenilfenoxi) butandico (5a).
O . RMN 'H 300 MHz (CDCls) 5(ppm)
1500
. 0753 (t J=82Hz 4H), 7,41 (t, J =
|- 7,4 Hz, 2H), 7,31 (d, J = 7,2 Hz, 1H),
aw ' . 6,96 (d, J = 8,5 Hz, 2H), 4,07 (t, J =
“) ‘ “ |“ L ﬁ | oo 5.9 Hz, 2H), 2,62 (t, J = 7,2 Hz, 2H),
| ',,I-[i\I I I ") ' 2,20 — 2,10 (m, 2H).
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Acido 4-(4-fenilfenoxi) butanodico (5a):

ESPECTRO 17 — Espectro de RMN '3C do acido 4- (4-fenilfenoxi) butandico (5a):
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30000 Tabela 33 — Dados de RMN '3C do
0 acido 4- (4-fenilfendxi) butandico (5a).
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Acido 4- (4-clorofenéxi) butanéico (5b):

ESPECTRO 18 — Espectro de RMN 'H do acido 4- (4-clorofenoxi) butandico (5b):
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' [ 57,22 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 6,81 (d, J =
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Acido 4- (4-clorofenéxi) butanéico (5b):

ESPECTRO 19 - Espectro de RMN '3C do acido 4- (4-clorofenoxi) butanéico (5b):
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35000

acido 4- (4-clorofenoxi) butandico

/@/O \/\)LOH -30000 (5b).
Cl

20| RMN 13C 75 MHz (CDCl3) 5(ppm)

~20000

o 178,18, 157,35, 129,33, 125,71,
-15000 115,74, 66,80, 30,26, 24,29.

= 10000

I . |1‘ | . " m

e e e e
200 150 180 170 180 150 140 130 120 110 100 S0 8 70 60 = 1] 40 30 0 10 6] -10 -20
f1 {ppm)
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1-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(4-fenilfenoxi) butan-1-ona (6a):

ESPECTRO 20 - Espectro de RMN 'H do 1-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(4-fenilfenoxi) butan-1-ona (6a):

BH2O28R88R 258832035 BERRAR{ESLAS 14000
oy s RS - Férmula molecular:C,,H,;N,O,
I o | | PM: 338,44 g/mol
M [ Rendimento: 20%
| s Aspecto: oleo amarelado
o 7 Tabela 36 — Dados de RMN 'H 1-(4-

‘ O\/\/LLN/\I s metilpiperazin-1-il)-4-(4-fenilfendxi) butan-1-

‘ L 7% ona (6a).

F5000

RMN 'H 300 MHz (CDCl3) 5(ppm)

-4000

57,52 (t, J = 8,6 Hz, 4H), 7,40 (t, J = 7,5 Hz,
| | 2H), 7,29 (t, J = 8,2 Hz, 1H), 6,96 (d, J = 8,8

1| | ﬁ 2000 Hz, 2H), 4,07 (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,68 — 3,60
H“ “ m “'! d“)" i (m, 2H), 3,52 — 3,44 (m, 2H), 2,54 (t, J = 7,2
g e — S M e Hz, 2H), 2,41 — 2,31 (m, 4H), 2,28 (s, 3H),
S h R R h s B A ks hd B ba s | 215(tJ=131,65Hz3H)
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1-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(4-fenilfen6xi) butan-1-ona (6a):

ESPECTRO 21 - Espectro de RMN '3C do 1-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(4-fenilfenéxi) butan-1-ona (6a):

@ W ~ 0000

170.78
— 158,46

0.

3

8,

3

5

4

73
45,37
—29.39

14

13

1

it

1

1
—&710
~—41.54

—=46.03

—24.94

<—E.

FBS000
Fe0000
75000
0 :?coc-:»
O OMN/\l ;65000 Tabela 37 — Dados de RMN '3C do 1-(4-

‘ K/N\ i metilpiperazin-1-il)-4-(4-fenilfenoxi)

55000

butan-1-ona (6a).

RMN 3C 75 MHz (CDC3) 5(ppm)

[=2 5 170,78, 158,46, 140,79, 133,76,
128,73, 128,15, 126,71, 114,77, 67,10,
55,11, 54,73, 46,03, 45,37, 41,54, 29,39,
(- 24,94.

g
8

i

T T T T T T T T T T T T T T T T T
a0 150 180 170 180 150 1490 130 120 100 20 By 40 0] 20 10 Le]

110
1 {ppm)
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1-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(4-fenilfen6xi) butan-1-ona (6a):

ESPECTRO 22 - Espectrometria de Massas de Alta Resolugao do 1-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(4-fenilfenéxi) butan-1-ona (6a):

Intens6.: FFOBOMP_1-1_01_24249.d: +MS, 0.2-0.2min #11-12
x100 {

g 339.2054
1,254

1.00
0.754

0.50

0.25
N 412.2565

1 l l 677.3991
0.00 L . Ll . L : T .
200 400 600 800 1000 m/z

Intense.: FFOBOMP_1-1_01_24249.d: +MS, 0.2-0.2min #11-12
x10° 4

E 339.2054

1.254

1.00

0.754

0.50
] 340.2077

0.254

341.2097

0.00-]

339.0 339.5 340.0 340.5 341.0 341.5 342.0 miz

EMAR: [M+H]*m/z calculado para C21H27N202: 339.2067, m/z encontrado para [M+H]*: 339,2054 (erro: 3,83 ppm).
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1-(4-benzilpiperazin-1-il)-4-(4-fenilfenoxi)butan-1-ona (6b):

ESPECTRO 23 - Espectro de RMN 'H do 1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-fenilfenéxi) butan-1-ona (6b):

Férmula molecular:C,,H,,N,O,
13000
PM: 414,53 g/mol
12000
Rendimento: 9%
| 11000
I Aspecto: 6leo amarelado
ol = 10000
0 9000 Tabela 38 — Dados de RMN 'H do 1-(4-

7000 butan-1-ona (6b).

O\/\/LLD\/@ e [ benzilpiperazin-1-il) -4-(4-fenilfenoxi)
J N

-E000

RMN "H 300 MHz (CDCl3) 3(ppm)

-S000

<0 | 5758747 (m, 2H), 7,41 (t, J = 7,5 Hz,
=0 | q1H), 7,28 (dt, J = 7,3, 5,6 Hz, 3H), 6,96 (d,

1 . | 2000 J = 8,8 Hz, 1H), 4,07 (t, J = 5,9 Hz, 1H),
.m )J * A g||I Mi ]i -1000 3,68 — 3,60 (m, 1H), 3,52 — 3,44 (m, 2H),
5 0—80 8 . - ;}; *le R | . 2,53 (t, J = 7,2 Hz, 1H), 2,41 (dd, J = 10,6,

— e R e 6,2 Hz, 2H), 2,20 — 2,09 (m, 1H).
Q.0 85 B.0 75 7.0 6.5 6.0 55 E;-lofmm?. 5 4.0 3.5 30 2.5 2.0 15 1.0 Q5 00
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1-(4-benzilpiperazin-1-il)-4-(4-fenilfenoxi)butan-1-ona (6b):

ESPECTRO 24 - Espectro de RMN '3C do 1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-fenilfenoxi) butan-1-ona (6b):

s 2 BRESLUTRNG g w = op ®z B e
& B ¢HERNEENAN I 59 oy $F &% 6504
| == e | Y. 2 I
FE000
55008

OMJN/\l 5000
‘ L~ Tabela 39 — Dados de RMN 3C do 1-(4-

™ benzilpiperazin-1-il) -4-(4-fenilfendxi) butan-1-
F000)

ona (6b).

35008

RMN "H 300 MHz (CDCl3) 5(ppm)

30008

-250d ® 170,77, 158,46, 140,80, 137,58, 133,76,
L2000 129,16, 128,74, 128,26, 127,30, 126,70,
i | L 114,76, 67,08, 62,91, 53,10, 52,83, 45,48,
41,64, 29,37, 24,97.
1 (L

T T T T T T T T T T T U T T T T T T T T T
00 190 180 170 180 150 140 130 120 110 B g ) 90 20 70 &0 0 40 30 20 10 0 -0 -20
m.

1000

} 5000
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1-(4-benzilpiperazin-1-il)-4-(4-fenilfenoxi)butan-1-ona (6b):

ESPECTRO 25 — Espectrometria de Massas de Alta Resolugao do 1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-fenilfenoxi) butan-1-ona(6b):

Intens. | FFOBONP_1-2_01_24250.d: +MS, 0.2-0.2min #11-13

5
x10 415.2348

6_

108.0809
0 1 ll A

200 400 600 800 1000 miz

Intens. | FFOBONP_1-2_01_24250.d: +MS, 0.2-0.2min #11-13

415.2348

416.2381

417.2405

415.0 415.5 416.0 416.5 417.0 417.5 m/z

EMAR: [M+H]*m/z calculado para C27H31N202: 415,2380, m/z encontrado para [M+H]*:415,2348 (erro: 7,7ppm).
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1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-fenilfenoxi) butan-1-ona(6c):

ESPECTRO 26 - Espectro de RMN 'H do 1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-fenilfenoxi) butan-1-ona (6c¢):

Rl i T T Tl I L B o w
TR S R Y S

'\“"‘ﬂw;.”:».n:\;‘ itJviTm§§w Fi e R e T\_I.; L 18000 i
T e i - Férmula molecular:C,,H,,N,0,
17000
|' 16000 PM: 352,46 g/mol

( L .

.' || ( 13000 Rendimento:20%

| f ( / i [/ ' 14000 .

(17 | - i | ] Aspecto: 6leo amarelado

Jigd | / e gl o | 13000
12000 1
| Tabela 40 — Dados de RMN 'H do 1-(4-
F11000

0 Uit etilpiperazin-1-il) -4-(4-fenilfenoxi) butan-1-

D\A)L I
N/\ 5000
= k/N\/ 8000

ona (6c¢).

. Fro0n RMN 'H 300 MHz (CDCls) 5(ppm)

6000

5753 (t J=85Hz 4H), 7,41 (t, J=7,5

. | Hz 2H), 7,28 (dd, J = 12,3, 4,9 Hz, 1H),

J | . | o | 6,96 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 4,07 (t, J = 5,8

M, o 11 JL ] Mz 2H), 3,70 - 3,60 (m, 2H), 3,54 — 346
1 i it i H | (m2H), 2,54 (t, J = 7.2 Hz, 2H), 2,41 (dd,
AR EEE "R R N J=59,38Hz, 6H), 2,14 (dd, J = 13,1, 6,7

Hz, 2H), 1,08 (t, J = 7,2 Hz, 3H).
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1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-fenilfenoxi) butan-1-ona(6c):

ESPECTRO 27 - Espectro de RMN '3C do 1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-fenilfenoxi) butan-1-ona (6c¢):

: i ? Ef“i%; —I : @m T T T ;? i 85000
80000
o M\)C)L = 70000
U\/ 65000 Tabela 41 — Dados de RMN '3C do 1-
=
| oo (4-etilpiperazin-1-il)  -4-(4-fenilfenoxi)
:Sm_l butan-1-ona (6c).
45000
RMN 3C 300 MHz (CDCls) 5(ppm)
40001
5 170,75, 158,45, 140,79, 133,75,
30000
. | 128,74, 128,16, 126,69, 114,76, 67,09,
| S0 52,88, 52,31, 45,36, 41,50, 29,37,
ol 0 o | 24,94, 11,83
‘ ‘ ‘ " ‘l 10000
@ i
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 5 %pﬂgm} a0 80 70 60 50 40 30 20 10 0 -10 =20
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1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-fenilfenoxi) butan-1-ona (6¢):

ESPECTRO 28 — Espectrometria de Massas de Alta Resolugao do 1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-fenilfenoxi) butan-1-ona (6¢):

Intens. 1 FFOBOEP_1-3_01 24251.d: +MS, 0.1-0.4min #7-25

X106{ 353.2222
1.25%
1.00%
0.75%

0.501

0.257
] 705.4315

200 400 600 800 1000 miz

0.00-!

Intensé: FFOBOEP_1-3_01_24251.d: +MS, 0.1-0.4min #7-25
x10° 1
. 353.2222

1.25
1.00
0.751
] 3542232

0.501

0.251
i 355.2250

0.00- , . : : . r
353.0 353.5 354.0 354.5 355.0 3555  miz

EMAR:[M+H]*m/z calculado para C22H29N202: 353,2223, m/z encontrado para [M+H]*: 353,2222 (erro: 0,28ppm)
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1-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7a):

ESPECTRO 29 - Espectro de RMN 'H do 1-(4-metilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7a):

L e e o Férmula molecular:C,H,,CIN,O,
14000
PM: 296,79 g/mol
| ¢ -13000
| Rendimento: 9%
( | 12000
| | .' | i Aspecto: 6leo amarelado
[ | 11000
- 10000
Q
O\A/U\N/\ 555 Tabelall 4.2 - D.ado§ de RMN 'H 1-
CI/O/ K/“\ . (4-metilpiperazin-1-il) -4-(4-
S clorofenoxi) butan-1-ona (7a).
FE000
RMN "H 300 MHz (CDCls) &(ppm)

-S000

4000 57,22 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 6,82 (d, J

| " L3000 = 9,0 Hz, 2H), 4,00 (t, J = 5,9 Hz,

! 2000 2H), 3,68 — 3,61 (m, 2H), 3,53 —

l H 1000 3,46 (m, 2H), 2,51 (t, J = 7,2 Hz,

el D WL B, | e 2H), 2,42 — 2,35 (m, 4H), 2,30 (s,

LA R T ‘3 T g‘ — T T T T | R— % -':? T 1I ‘1 T U— T 3H), 2,19 - 2,04 (m, 2H)
8.5 8.0 7.5 7.0 €5 &0 5.5 ?]I.O(pﬁm)qls 4.0 3.5 3.0 25 20 15 1.0 0.5 0.0
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1-(4-metilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7a):

ESPECTRO 30 - Espectro de RMN '3C do 1-(4-metilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7a):

T 1 IV V7T I—
-1E+05
-1E+0S
o [ Tabela 43 — Dados de RMN '3C do
/©/O\/\)LN/\I 80000 1-(4-metilpiperazin-1-il) -4-(4-
cl AN [ clorofendxi) butan-1-ona (7a).
o RMN 3C 75 MHz (CDCl3) 5(ppm)
-S0000
® 170,63, 157,48, 129,28, 125,46,
40000
115,72, 67,31, 54,97, 54,60, 45,87,
[ 45,20, 41,40, 29,24, 24,77.
] I _20:-:0
| | I -10000
‘ A L y Lo

T T T T T T T T T T

¥ T T T T T T T T T ¥ T
200 1%0 180 170 180 150 140 130 120 110F %gg ) 20 a0 70 &0 50 40 30 2 e} 8] -10  -20
Ay m
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1-(4-metilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7a):

ESPECTRO 31 - Espectrometria de Massas de Alta Resolugaodo 1-(4-metilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7a):

Intensé CIFOBOMP_1-4_01_24252.d: +MS, 0.2min #12
x10°]
1.0 1

297.1354

0.8

0.6

0.4+

0.21 373.1662

1 108.0806
ul,

0.0 T T = T T T
200 400 600 800 1000 m/z

Intensﬁ. CIFOBOMP_1-4_01_24252.d: +MS, 0.2min #12
x10°]
1.0

297.1354

0.8+

0.6 1

0.4+ 299.1325

0.2 1 298.1375

300.1351

0.0 T T T T T T T T T
296.5 297.0 297.5 298.0 298.5 299.0 299.5 300.0 300.5 m/z

EMAR: [M+H]*m/z calculado para C15H21N202Cl: 297,1364, m/z encontrado para [M+H]*:297,1354 (erro: 3,36ppm).
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1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenéxi) butan-1-ona (7b):

ESPECTRO 32 - Espectro de RMN 'H do 1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenOxi) butan-1-ona (7b):

HERRNENRES 585 BUmesWMEBTIseRSIian [
R Y W Pl 7% .
[ Férmula molecular:C,,H,,CIN,O
7000
oo PM: 370,91 g/mol
| Rendimento: 9%
f ! [ HE000
| L] [ s Aspecto: 6leo amarelado
| | I ! / i
5000
Lasss Tabela 44 — Dados de RMN 'H 1-(4-

o s benzilpiperazin-1-il)  -4-(4-clorofendxi)

O\/\)LN/\ - butan-1-ona (11b).
Cl/©/ R/N\@ |

[ RMN 'H 300 MHz (CDCls) &(ppm)

Losoo
[ 57,32 — 7,25 (m, 4H), 7,22 (d, J = 9,0
| | T Hz, 2H), 6,81 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 3,99
. K | )u' | l :m (t, J = 5,9 Hz, 2H), 3,63 (t, 2H), 3,51 (s,
| A i | o 2H), 3,47 (t, 2H), 2,50 (t, J = 7,1 Hz,
i I S+ O S 2H), 2,44-2,36 (m, J = 10,5, 6,7 Hz,
85 80 75 70 65 60 55 5;? - 40 35 30 25 20 15 10 05 00 4H), 2,10 (dd, J = 13,2, 6,8 Hz, 2H).




1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7b):

186

ESPECTRO 33 - Espectro de RMN '3C do 1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7b):

f1 (pom)

g 3 gu=nfag © g 52 2g g 8
£ & 5 REERYg 2 59 go @3 & &
| | “{ | LY I [
0
O\/\/|L
N/\I
J\/N
cl
|
': } ] ] : ] I
| . , |
L& 1 B PLog i ]
T T T |' i T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 120 180 170 160 150 140 130 120 110 100 a0 a0 70 &0 50 40 30 -10

45000

40000

35000

=30000

25000

~ 15000

- 10000

-5000

Tabela 45 - Dados de RMN '3C do
1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-

clorofenoxi) butan-1-ona (7b).

RMN 3C 75 MHz (CDCls) 5(ppm)

5'3C NMR (75 MHz, CDCl3) 5 170,86,
157,5, 137,5, 129,3, 129,1, 128,3,
127,3, 1255, 1157, 67,3, 62,8,
53,0, 52,7, 45,4, 41,6, 29,2, 24 8.
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1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7b):

ESPECTRO 34 - Espectrometria de Massas de Alta Resolugaodo1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7b):

Intenss: CIFOBOBNP_1-5_01_24253.d: +MS, 0.2min #11
x10 b 373.1656

] 108.0807 L 487.2181
il b

200 400 600 800 1000 miz

wl

Intens. - CIFOBOBnP_1-5_01_24253.d: +MS, 0.2min #11
373.1656

375.1627

374.1678

376.1651

372.5 373.0 3735 374.0 374.5 375.0 375.5 376.0 376.5 miz

EMAR: [M+H]*m/z calculado para C21H26N202Cl: 373,1677, m/z encontrado para [M+H]*: 373,1656 (erro: 5,6ppm).
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1-(4-etilpiperazin-1-il)-4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7c):

ESPECTRO 35 - Espectro de RMN 'H do 1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7c):

o pR EURBLBIYY $T74A588288 858 [0
VAR WP GV WP ]
6500 Férmula molecular:C,,H,.CIN,O
f oo || PM: 308,84 g/mol
| _. 5500 Rendimento: 31%
| l _-'I H5000 Aspecto: 6leo amarelado
4500
& lLiooo Tabela 46 — Dados de RMN 1H 1-(4-
o . L AL -
/©/ \A)LN/\I . etilpiperazin-1-il) 4-(4-clorofenoxi)
cl k/N\/ [ butan-1-ona (7¢).
| 3000
2500 RMN 'H 300 MHz (CDCIs) &(ppm)
~2000
5% 6713 (d, J=8,9 Hz, 2H), 6,74 (d, J =
s 8,9 Hz, 2H), 3,92 (t, J = 5,9 Hz, 2H),
503 3,57 (t, 2H), 3,42 (t, 2H), 2,44 (t, J =
JU [, 7,2 Hz, 2H), 2,33 (t, J = 5,7 Hz, 6H),
z é 2,09 - 1,99 (m, 2H), 1,01 (t, J = 7,2
Hz, 3H).




1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7c):

ESPECTRO 36 - Espectro de RMN '3C do 1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7c):

169.57
156.47

—128.26
—124.42
114.71

|

8187
-51,38
51,18
— 44,35
— 40,52
—28.22
277

10,83

F1E+05

F1E+05

~1E+05

F1E+05

F1E+05

20000

FB00C0

10000

T ® T ¥ T T T T T | —
190 180 170 160 150 140

rrrrrrr

Tabela 47 — Dados de RMN '3C
do 1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-

clorofendxi) butan-1-ona (7¢).
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RMN *3C 75 MHz (CDCl3) 5(ppm)

0 169,57, 156,47, 128,26, 124,42,
114,71, 66,31, 51,87, 51,38,
51,18, 44,35, 40,52, 28,22, 23,77,
10,83.




1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7c):

ESPECTRO 37 - Espectrometria de Massas de Alta Resolugao do 1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7c):

Intens.
x1067

1.0+
0.8+
0.6
0.4

0.2

1 108.0806
L

311.1524

CIFPBOEP_1-6_01_24254.d: +MS, 0.1-0.5min #7-29

0.0

200

400

600

1000 m/z

Intens.
x1067

1.0
0.8
0.6
0.4

0.2 1

311.1524

312.1537

313.1485

CIFPBOEP_1-6_01_24254.d: +MS, 0.1-0.5min #7-29

314.1505

0.0

[M+H]*m/z calculado para C17H26CIN202: 311,1520, m/z encontrado para [M+H]*: 311,1524 (erro: 1,28ppm).

311,

0

3115 312.0

3125

3135 314.0 miz

190
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1-(4-propilpiperazin-1-il)-4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7e):

ESPECTRO 38 - Espectro de RMN 'H do 1-(4-propilpiperazin-1-il)-4-(4-clorofenéxi) butan-1-ona (7e):

88 B8 SEFUIEETT DBRTTFEMRLMBERTEIRGE
vV WA gy oo 135 [
Formula molecular: C,,H,.CIN,O,
: -12000
|
. | PM:324,84g/mol
| | 11000
| -' | Rendimento:18%
. | [ / . 10000
' | | /] ' | Aspecto: 6leo amarelado
3000
6000 Tabela 48 - Dados de RMN 1H 1-(4-
o L7000 propilpiperazin-1-il)-4-(4-clorofendxi)
/Q/O\/\)LN/\I Lsono butan-1-ona (7e).
cl k/N\/\\ -
RMN "H 300 MHz (CDCIs) &(ppm)
i 4000
3000
By . . 6 7,22 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 6,82 (d, J =
| 1. [ 9,0 Hz, 2H), 4,00 (t, J = 6,0 Hz, 2H),
- | | |ﬁ,i\, “ﬂ‘ j\ "\iﬁ e 3,67 — 3,60 (m, 2H), 3,52 — 3,44 (m,
e ML A R B O 1| VO /1. U O N . I PP . _ Lo
Tor v TTLT ™ | 2H), 2,51 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,43 — 2,36
B0 75 70  6s 60 55 50 4;51(;“;;.'0 35 30 25 20 15 10 05 o0 ) (m’ 4H)’ 2,34 — 2,26 (m’ 2H)’ 2,17 -

2,07 (m, 2H), 1,57 — 1,42 (m, 2H), 0,91
(t, J = 7,4 Hz, 3H).
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1-(4-propilpiperazin-1-il)-4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7e):

ESPECTRO 39 - Espectro de RMN 3C do 1-piperazin-1-il-4-(4-clorofendxi) butan-1-ona (7e):

70000
FE0000
o Tabela 49 — Dados de RMN '3C do 1-
-55000
/@/O%AO o piperazin-1-il-4-(4-clorofenoxi)  butan-1-
gl g
i [ ona (7e).
! 25000 RMN "3C 75 MHz (CDCIs3) &(ppm)
30000
o 170,56, 157,50, 129,29, 125,48,
-25000
s 115,73, 67,36, 60,44, 53,32, 52,82,
: L | o 45,41, 41,58, 29,23, 24,80, 19,88, 11,85.
=t 10000
¥ = 0
J.;O léli’ I}I'D ‘LEID 150 l‘llO 150 1‘33 l:llO 100 ‘ QID E;D ?‘0 6l0 5‘3 4I0 0 ZID lIO I C‘ﬁ
f1 {ppm)
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1-(4-propilpiperazin-1-il)-4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7e):

ESPECTRO 40 - Espectrometria de Massas de Alta Resolugao do 1-(4-propilpiperazin-1-il)-4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7e):

Intens. | CIFOBOPP_1-7_01_24255.d: +MS, 0.2min #11
x10% | 325.1666

1.0
0.8-
0.6-
0.4-

0.2

1 108.0800
0.0 H

200 400 600 800 1000 m/z

intens. | CIFOBOPP_1-7_01_24255.d: +MS, 0.2min #11
X102 325.1666

0.8+

0.6
0.4 327.1632

326.1686
0.2

328.1648

0.0 T T — T T T T T
325.0 325.5 326.0 326.5 327.0 327.5 328.0 m/z

[M+H]*m/z calculado para C17H26CIN202: 325.1677, m/z encontrado para [M+H]*: 325,1666 (erro: 3,38ppm).
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1-piperazin-1-il-4-(4-clorofenéxi) butan-1-ona (7f):

ESPECTRO 41 - Espectro de RMN 'H do 1-piperazin-1-il-4-(4-clorofenéxi) butan-1-ona (7f):

TR ® R2aBuNSRn BL $TeEnESS B |
(VR T Y& VPG : ]
B Férmula molecular: C,,H,,CIN,O,
7500
PM: 282,76 g/mol
7000
l:' e Rendimento: 63%
.l (. || oo Aspecto: 6leo amarelado
=5500
5000 Tabela 50 — Dados de RMN 'H 1-
o) e piperazin-1-il-4-(4-clorofenéxi)  butan-1-
OV\)LN/\ 1 ona (7).
cl I\/NH [
= [ RMN 'H 300 MHz (CDCl3) 3(ppm)
-2500
| . 2000
| e | 87,14 (d, J=9,0 Hz, 2H), 6,75 (d, J = 9,0
T |'| - o | Hz, 2H), 4,26 (s, 1H), 3,93 (t, J = 5,9 Hz,
I J » |'i| (| | )JI lI || =0 | 2H), 3,57 — 3,49 (m, 2H), 3,44 — 3,34 (m,
b, S ) U O . N | (| L
i 4 D ’ 2H), 2,77 (d, J = 4,5 Hz, 4H), 2,44 (t, J =
80 75 70 65 &0 S5 S0 45 40 35 30 25 20 15 10 05 00 7,2 Hz, 2H), 2,11 — 1,99 (m, 2H).
f1 (ppm}
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1-piperazin-1-il-4-(4-clorofenéxi) butan-1-ona (7f):

ESPECTRO 42 — Espectro de RMN "'3C do 1-piperazin-1-il-4-(4-clorofenéxi) butan-1-ona (7f):

25000

169,67
156,43
— 128,25
— 124,44
114,67
—66.28
4546
.15
4473
41.50

N
—z.20
— 574

24000
-—.?EDCO
22000
21000

20000
| S OV\/[LN/\ 15000
e LN wm|  Tabela 51 — Dados de RMN 13C do

17000 . . . .
E— 1-piperazin-1-il-4-(4-clorofenoxi)

s butan-1-ona (7f).
_-140[30

13000

x|  RMN 3C 75 MHz (CDCL3) 3(ppm)

11000
S 5 169,67, 156,43, 128,25, 124,44,
000 114,67, 66,28, 46,44, 4546, 4511,
—F000
o0 41,50, 28,20, 23,74.
~5000
~4000

WWQLNW U il u.i . 22

e e ey ey B Atk bt ubttionsitrbanieloeoteial it il —t—— L S =

20 190 180 170 160 150 MO0 130 120 110 " lﬁ(p% ) 20 80 0 &0 50 4 30 20 10 Q -10 -2
1 (ppm
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1-(4-alilpiperazin-1-il)-4-(4-clorofenoxi)butan-1-ona (7g):

ESPECTRO 43 - Espectro de RMN 'H do 1-(4-alilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenoxi) butan-1-ona (7g):

T R 12000 Férmula molecular: C,,H,,CIN,O,
H1000 PM: 322,82 g/mol
[ Rendimento: 26%
Aspecto: 6leo amarelado
1000
s Tabela 52 — Dados de RMN 'H 1-(4-
e alilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofendxi)
0 butan-1-ona (79g).
,.-ft:\[/ox /‘\,—JL» oo
| “ ~
NP LN 5000 RMN 'H 300 MHz (CDCls) 5(ppm)
4000
- 57,22 (d, J = 9,0 Hz, 2H), 6,82 (d, J =
> 9,0 Hz, 2H), 5,84 (ddt, J = 16,8, 10,2,
20 6,6 Hz, 1H), 5,23 — 5,13 (m, 2H), 4,00 (t,
| A | 1000 J = 5,9 Hz, 2H), 3,68 — 3,60 (m, 2H),
&l L5, A 3,52 — 3,45 (m, 2H), 3,00 (d, J = 6,6 Hz,
g g 8 8 _
L VR SV . ... 2H), 2,51 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,43 — 2,38
&0 55 S.Orl {ppd:ns) 4.0
(m, 4H), 2,17 — 2,07 (m, 2H).
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1-(4-alilpiperazin-1-il)-4-(4-clorofenoxi)butan-1-ona (7g):

ESPECTRO 44 - Espectro de RMN '3C do 1-(4-alilpiperazin-1-il) -4-(4-clorofenéxi) butan-1-ona (79):

2 & 2e £ 5 B 82 9L 8%z 7000
5 o LR = 5 3 BU ¥=% B8
| | | | (. 200 1l ~B5000
-80000
— 75000
- FO000
~65000
s Tabela 53 — Dados de RMN '3C
I do 1-(4-alilpiperazin-1-il) -4-(4-
O\/\/[LN 55000 ( .pp ) (
@/ 50000 clorofenoxi) butan-1-ona (7g).
Ccl” B
45000
. RMN 13C 75 MHz (CDCL.)
35000 5(ppm)
- 30000
6 170,63, 157,50, 129,30,
- 25000
5 125,51, 115,74, 67,34, 61,55,
. 15000 53,03, 52,70, 4540, 41,57,
, : | -10000 30,33, 29,24, 24,81.
! e 5000
- .‘H H|H|} .
200 130 B0 10 160 19 140 13 120 10 100 w40
f1 (ppm)




1-(4-alilpiperazin-1-il)-4-(4-clorofenoxi)butan-1-ona (7g):
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ESPECTRO 45 — Espectrometria de Massas de Alta Resolugao do 1-(4-alilpiperazin-1-il)-4-(4-clorofenoxi)butan-1-ona (7g):

Intens.

x10%]

1.5

0.5

0.0

1 108.0799

NI

323.1474

T

CIFOBOAP_1-8_01_24256.d: +MS, 0.2-0.3min #12-15

667.2661
I N

Intens.

200

400

600 800 1000 miz

x109]

0.5

0.0

323.1474

324.1502

CIFOBOAP_1-8_01_24256.d: +MS, 0.2-0.3min #12-15

325.1451

326.1475

323.0

3235

324.0

325.0 3255 326.0 miz

[M+H]*m/z calculado para C17H24CIN202: 323.1520, m/z encontrado para [M+H]*: 325,1474 (erro: 14,23ppm).
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1-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(4-metéxifenoxi) butan-1-ona (8a):

ESPECTRO 46 - Espectro de RMN 'H do 1-(4-metilpiperazin-1-il) -4-(4-metoxifenoxi) butan-1-ona (8a):

% HSBIRLRIYT FLOSRENSSDog 40000
! TRNVES R Férmula molecular:C,;H,,N,O,
. 35000 PM: 292,37 g/mol
: \ Rendimento: 25%
[ e Aspecto: 6leo amarelado
[ Tabela 54 — Dados de RMN 'H 1-(4-
0 metilpiperazin-1-il)  -4-(4-metdxifenoxi)
/[%rov\/kr\(“\l“ 0 butan-1-ona (8a).
o e < P
4000 RMN 'H 300 MHz (CDCIs) &(ppm)
-10000
, 0 6,75 (s, 4H), 3,90 (t, J = 5,9 Hz, 2H),
oo 3,69 (s, 3H), 3,59 — 3,53 (m, 2H), 3,45 —
| ‘. 3,38 (m, 2H), 2,45 (t, J = 7,3 Hz, 2H),
. _ ___ﬁ_. AN ___.'iuui'l.mjl' w—— b by 2,33 - 2,25 (m, 4H), 2,22 (s, 3H), 2,08 —
1,97 (m, 3H).
55 50 4;%;34.'( 35 30 25 20 15 10 05 00
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1-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(4-metéxifenoxi) butan-1-ona (8a):

ESPECTRO 47 — Espectro de RMN '3C do 1-(4-metilpiperazin-1-il) -4-(4-metoxifenoxi) butan-1-ona (8a):

I v \/ WUt [
60000
55000

) 2 ™ | Tabela 55 — Dados de RMN 13C

/Ej NN s | 4o 1-(4-metilpiperazin-1-il) -4-(4-

L4000 metoxifenoxi) butan-1-ona (8a).

™| RMN '3C 75 MHz (CDCLs3) &(ppm)

30000

[Asm o 170,95, 153,78, 152,99, 115,34,
20000 114,66, 67,55, 55,75, 55,10, 54,71,
46,02, 45,38, 41,52, 29,47, 25,04.

15000

10000

5000

L

|
1

Il b |+ il
| _— L |_ II l - 'I l L
T Y T X T b T Y T o T ¥ T T \/ T . T L T T T T T Al T v T i T ¥ T T T L] T L
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 B0 70 60 50 40 30 20 10 0
f1 (ppm)

¥}




1-(4-metilpiperazin-1-il)-4-(4-metéxifenoxi) butan-1-ona (8a):

ESPECTRO 48 — Espectrometria de Massas de Alta Resolugao do

(8a):

1-(4-metilpiperazin-1-il) -4-(4-metoxifenoxi) butan-1-ona

Intens.
x10 |

108.0805
1

293.1849

\ 366.2365

607.3411

|

MeOFOBOMP_1-9_01_24257.d: +MS, 0.1-0.4min #7-23

200 400

600

800 1000 m/z

Intens.
x109 ]

293.1849

294.1872

MeOFOBOMP_1-9_01_24257.d: +MS, 0.1-0.4min #7-23

293.0

203.5

294.0

2045 295.0 2955 miz

[M+H]*m/z calculado para C1gH25N203: 293,1859, m/z encontrado para [M+H]*: 293,1849(erro: 3,41ppm).
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1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-metoxifenoxi)butan-1-ona (8b):

ESPECTRO 49 - Espectro de RMN 'H do 1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-metoxifenoxi) butan-1-ona (8b):

NANRERER RIS aonEREes 2400
T e 0 Férmula molecular:C,,H,,N,O,
, S PM: 368,46 g/mol
| ~20000
|| 19000 Rendimento: 20%
. :I |' | f' 12000 Aspecto: 6leo amarelado
J | .I | R F17000
-—16050
& 15000
| 14000 Tabela 56 — Dados de RMN 'H do 1-(4-
f\TO\NLN/\ o benzilpiperazin-1-il) -4-(4-met6xifendxi) b
g AN J\/Nv 00 enzilpiperazin-1-il) -4-(4-metoxifenodxi) butan-
11000 1-ona (8b).
10000
:“9(130
ﬁz RMN 'H 300 MHz (CDCls3) 3(ppm)
Z—BCOO
| 9 57,27 - 7,15 (m, 5H), 6,74 (s, 4H), 3,88 (t, J =
3000 5,9 Hz, 2H), 3,67 (s, 3H), 3,55 (t, 2H), 3,44 —
| ‘ i ‘\ , ﬁz 3,35 (m, 4H), 2,42 (t, J = 7,2 Hz, 2H), 2,31
g ; = Wia— ——g-{"g e e (dd, J =10,6, 6,2 Hz, 4H), 2,01 (dd, J = 13,3,
¥ < SeEe N 1000
Ei.rCl 7,'5 ?.Io 6‘15 60 575 5.[0 é.r%p;md)jo 3.|5 3‘10 2,r5 2T0 1T5 1,'o|0.15 o.lo ~oT.5 -10 15 ~io 6’8 HZ’ 2H)'




1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-metoxifenoxi)butan-1-ona (8b):
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ESPECTRO 50 - Espectro de RMN '3C do 1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-metoxifenoxi) butan-1-ona (8b):

— 169,80
16278
S=152.01
— 136,60
128.09
127,29
Nizezs

£

L1

_~114.35
113,64

B8 RBR 28
8 ¢ E0E T
| R (A |

—28.37
—.05

-1E+09

-1E+0

F1E+09

- 1E+0

r1E+05

90000

= 70000

FE00C0

FS00C0

F40000

30000

- 20000

- 10000

120 180 170 180 150 140 130 120

----- Tt r —

—
110

|||||

lllll

Tabela 57 — Dados de RMN '3C do 1-(4-
benzilpiperazin-1-il)  -4-(4-metoxifenoxi)
butan-1-ona (8b).

RMN *3C 75 MHz (CDCL3) 5(ppm)

0169,80, 152,78, 152,01, 136,60, 128,09,
127,29, 126,23, 114,35, 113,64, 66,56,
61,85, 54,70, 52,07, 51,78, 44,46, 40,60,
28,37, 24,05.
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1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-metoxifenoxi)butan-1-ona (8b):

ESPECTRO 51 - Espectrometria de Massas de Alta Resolug¢ao do 1-(4-benzilpiperazin-1-il) -4-(4-metoxifenoxi) butan-1-ona
(8b):

Intense.: MeOFOBOBNP_1-10_01_24258.d: +MS, 0.1-0.4min #8-25
x10°+
1 369.2170

1.25

200 400 600 800 1000 miz

Intens. 1 MeOFOBOBNP_1-10_01_24258.d: +MS, 0.1-0.4min #8-25
369.2170

0_50_- 370.2174

R 371.2189
0.00 , , — ; . , LI .
369.0 369.5 370.0 370.5 371.0 371.5 miz

[M+H]*m/z calculado paraC22H29N203: 369,2172, m/z encontrado para [M+H]*: 369,2170 (erro: 0,54ppm).
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1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-metoxifenoxi)butan-1-ona (8c):

ESPECTRO 52 — Espectro de RMN 'H do 1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-metoxifenoxi) butan-1-ona (8c):

= 28000
Férmula molecular:C,,H,,N,O,
! -26000
|' PM: 368,46 g/mol
¢ / = 24000
| [ 4 ; Rendimento: 20%
[ ‘ [ lu' | [ | 22000
‘ || i /] r' .' Aspecto: 6leo amarelado
| [ i - | 20000
|2 Tabela 58 — Dados de RMN 'H do 1-
0 16000 (4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-
/O“»/\-ALN/“W s metoxifenoxi) butan-1-ona (8c).
‘\O/ LVN\// -12000
s RMN 'H 300 MHz (CDCls) &(ppm)
[ 5 6,76 (s, 4H), 3,91 (t, J = 5,9 Hz,
2H), 3,69 (s, 3H), 3,62 — 3,54 (m,
[40%0 2H), 3,49 — 3,40 (m, 2H), 2,51 - 2,39
L L JMA 2000 (m, 2H), 2,33 (d, J = 4,9 Hz, 4H),
| J; g;ﬁ% T4y 7 L 2,09 - 2,00 (m, 2H), 1,02 (t, J=7,2
T T T d T T T d T T T d T T T " T .' T " T " T " I| " T . .|. " T " T " T HZ, 3H)
8.0 7.3 7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 4.5 4.0 3.5 3.0 2.5 2.0 1.5 1.0 .5 0.0 0.5
f1 (ppm)




1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-metoxifenoxi) butan-1-ona (8c):

ESPECTRO 53 — Espectro de RMN '3C do 1-(4-etilpiperazin-1-il)

206

-4-(4-metoxifenoxi) butan-1-ona (8c):

170.84
_~A5377
™~ 153.01
- 11534
"= 11485

52.4%

52.24
—45.3%
—a1 5
— 294
— 2504

7
<

11.86

—o00on
- 85000
-800on
-73000

= 70000

Tabela 59 — Dados de RMN '3C do
-4-(4-

metoxifenoxi) butan-1-ona (8c).

- 65000
- 60000

1-(4-etilpiperazin-1-il)

=55000

= 50000

RMN "3C 75 MHz (CDCL3) 5(ppm)

45000

40000

6 170,84, 153,39, 152,69, 115,34,
114,65, 67,57, 55,75, 52,93, 52,14,
45,39, 41,51, 29,43, 25,04, 11,86.

~35000

—30000

-25000

- 20000

- 15000

= 100600

| =5000

al

150 189 170 160 150 140 130 120 110 100

f1 (ppm)

|||||

220
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1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-metoxifenoxi) butan-1-ona (8c):

ESPECTRO 54 - Espectrometria de Massas de Alta Resolug¢ao do 1-(4-etilpiperazin-1-il) -4-(4-metoxifenoxi) butan-1-ona (8c):

Intens. ] MeOFOBOEP_1-11_01_24259.d: +MS, 0.2min #13

x1063
1.50 1 307.2002

1.25%
1.00%
o.75§
0.505

0.257
] 6353711

0.00 " , L , - l . . .
200 400 600 800 1000 m/z

Intensé: MeOFOBOEP_1-11_01_24259.d: +MS, 0.2min #13
x10°]
1_50: 307.2002

1.25%
1.00%
0.75%
o.5oé

1 308.2022
0.25+

309.2037

0.00- : : y y T T
307.0 307.5 308.0 308.5 309.0 3095 miz

[M+H]*m/z calculado paraC417H27N203: 307,2016, m/z encontrado para [M+H]*: 307,2002 (erro: 4,55ppm).
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Departamento de Ciéncias Farmacéuticas R LMD TR N O AAD RS

DECLARACAO DE RESPONSABILIDADE

Titule do Projeto de Pesquisa: Sintese e avaliagio da atividade de aril-slguilamido-piperazinas como figantes
duais de receptores H; e colinesterases

Pesguisador Responsdvel: Jodo Paulo dos 5antos Farnandes

Campus UNIFESP/ Departamento: Diadema/Departamento de Ciéncias Farmacéuticas

Ohbjetivo académico: Projeto de mestrado

Mormne do alune: Isabela Will de Andrade

Local ande serd realizada a pesquisa: Laboratorio de Insumaos Naturais e Sinteticos/campus Diadema

E-mail para contato: joao.fernandes@ unifesp.br

Eu, pesquisador responsdvel pelo projeto acima especificado, dedaro gue:

1. O projeto de pesquisa nao incluird participantes de pesquisa, nem utilizara materiais obtidos diretamente
de seres humanos (por exemplo células, sangue periférico, tecidos, entre outros), nem utilizara
imagem/som/questiondrios/entrevistas/grupo focal gue permitam sua identificagdo individual, dados de
prontuarios de assisténcia do paciente, fichas de cadastros pessoais efou fichas escolares;

2. 0 projeto de pesquisa ndo utilizara animals vertebrados ndio humanos nem materiais obtidos diretamente
de animais vertebrados ndo humanos (por exemplo células, sangue periférico, tecidos, entre outros);

3. Estou ciente de que se nesta pesquisa houver manipulagdc genética (organismos geneticamente
madificados), serd necessario obter carta de aprovacio da Comisséo Interna de Biosseguranga da Unifesp
(CIBin), & gue & minha responsabilidade obté-la antes do inicio da pesguisa (Lei n2 11.105/2005
http:/ mww2.unifesp, br/reitoria/orgaos/comissoes/cibio/findex. phpfeod=apresentaj;

4. Estou ciente de que caso a pesquisa envolva acesso a patriménio genético brasileiro efou conhecimento
tradicional, o projeto deverd ser cadastrado no sistema auto declaratorio SisGen, conforme Lel n®
13.123/2015, antes da sua publicagio &f/ou comercializacio do produto, sendo de minha responsabilidade
realizar e manter este cadastro atualizado (https:f/sisgen.gov.br/];

5. Estou clente de gue caso os dados utilizados nesta pesquisa ndo forem de acesso plblico efou se a
pesquisa ndo for realizada em local pliblico, sera necessario obter o documento de autorizacio emitido pela
instituigdo em gue sera realizada a pesquisa e/ou detentora dos dados a serem utilizados, onde deverd
conter as atividades que serfo desenvolvidas e assinatura do dirigente institucional ou pessoa por ele
delegada, com identificacio de carge/funcdo e respectiva assinatura, antes do inicio da pesquisa (Lei no
12.527/2011});

6. Estou ciente de que se houver coleta de exemplares biologicos efou se a pesquisa for realizada em
unidades de conservacio federais ou em cavidade natural subterrdnea, serd necessaric obter documento de
autorizacdo do Ministéric do Melo Ambiente, conforme Instrucio Normativa n® 03/2014 do instituto Chico
Mendes de Conservagio da Biodiversidade, e & de minha responsabllidade obter este documento antes do
Inicio da pesquisa (https:/fwww.icmbio gov.br/sisbiof);
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7. Estou ciente de que se o projeto tiver a possibilidade de gerar conhecimento passivel de protec3o
intelectual {patentes, direito autoral, novos tratamentos, marcas, softwares, cultivares, segredo industrial), &
minha responsabilidade entrar em contato com a Agéncia de Inovagdo Tecnologica e Social (Agits);

8. Estou ciente de que se houver use do Hospital 580 Paulo ou algum de seus ambulatdrios ou setores serd
necessdtio anexar autorizacdo expedida pelo Comité de Ensing, Pesquisa e Extensdo do Hospital 580 Paulo
(CoEPE/HSP), &8 & minha responsabilidade obter este oficio antes do inicio da pesquisa (email:
coepi@huhsp.org,br);

9. Estou ciente de que se houver o uso de agentes radioativos, serd necessdrio obter documenta de
autorizagio do Micleo de Protecdo Radiclogica [MPR) e & minha responsabilidade obter sste documento
antes do inicio da pesguisa (para maiores informagbes sobre o NRP, contato: npr@unifesp.br; VOIP:2882);

10. O referido projeto cumpre as normas legais vigentes relacionadas a protecdo intelectual, boas praticas e
étlca em pesguisa e que sera minha responsabilidade zelar pela correta condugdo do projeto de pesquisa;

11. Comprameta-me a manter a confidencialidade dos dados coletados e gerados pela pesquiza bem como
manter a privacidade de seus contetidos. Também & minha a responsabilidade nio repassar os dados
coletados cu o banco de dados em sua integra, ou parte dele, a pessoas ndo envolvidas na equipe da
pesquisa;

12. Declaro a precisdo de todas as informacbes acima fornecidas e comprometendo-me a informar todos os
demais pesquisadores envolvidos no projeto sobre elas,

Diadema, 03 de janeiro de 2022
e a Pestle dri syl dl @ LA pesile
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Pesquisador Responsdvel
Prof. Or. Jodo Paulo dos Santos Fernandes

Assinatura do ﬁenta nda

Isabela Will de Andrade
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Chefe do Departamento ou Diretor de Campus
Prof. Dr. Luiz Elidio Gregdrio
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Anexo 3

ATIVIDADES DESENVOLVIDAS NA POS-GRADUACAO

1. Discilplinas realizadas

a. Seminarios em Ciéncias Farmacéuticas (1° semestre 2022- 1° semestre de 2023);
b. Metodologia da pesquisa aplicada as ciéncias farmacéuticas (1° semestre 2022);

c. Fundamentos de simulacdo computacional na absorcédo oral de farmacos (1° semestre
2022);

d. Elucidacao estrutural de substancias organicas (1° semestre 2022);
e. PAD: UC Quimica Farmacéutica Il (1° semestre 2022);
f. Técnicas de separagao para insumos ativos naturais e sintéticos (2° semestre 2022);

g. Avaliagcao de propriedades farmacocinéticas in silico e in vitro para o desenvolvimento de

moléculas biotivas (1° semestre 2023).

h. Formas covalentes para o transporte de farmacos (1° semestre 2023).

i. Advanced research topics on neuroinflammation pharmacology (2° semestre 2023).
1. Paticipagcdo em congressos

a. 11" Brazilian Symposium on Medicinal Chemistry (BrazMedChem 2022). 24-27 de
outubro, 2023. Apresentacido de péster: Isabela W. ANDRADE; Marina T. VARELA; Flavia
B. LOPES; Cecilia M.S.Q. Aranha; Jodo Paulo S. FERNANDES. Design, Synthesis and
Evaluation of Phenoxyalkylamido Piperazines as Dual Ligands of H 3 Receptor and

Cholinesterases

b. 10" Brazilian Symposium on Medicinal Chemistry (BrazMedChem 2022). 25-28 de
setembro, 2022. Apresentacdao de pdster: Varela, M. T; Andrade, |.W.; Redondo, D. V;
Fernandes, J. P. S. Fragment-based design of anticholinesterase agentes on a multitarget

approach.

c. VIII Congresso Académico da Unifesp — Universidade, Conhecimento e Democracia. 27
de junho a 1 de julho, 2022. Apresentacdo de video-péster online: Andrade, . W.;
Fernandes, J. P. S. Estudo fatorial para otimizacdo do rendimento sintético de

benzilpiperazina.
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Ill. Outras atividades realizadas pelo programa

a. Estagio pelo Programa de Aperfeicoamento Didatico (PAD), na disciplina de
Quimica Farmacéutica Il. Orientacdo: Prof. Dr. Jodo Paulo dos Santos Fernandes
(1° semestre 2022).

b. Paticipacdo como representante dos alunos do Programa de P6s-Graduagéo em

Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF).



