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RESUMO

A histamina é um dos mais importantes mediadores quimicos do organismo.
Envolvida em numerosas condicdes fisiologicas e patoldgicas, seus efeitos séo
produzidos mediante a interacdo com receptores histaminérgicos acoplados a
proteina G (GPCR). At¢é o momento foram descritos quatro receptores para
histamina (Hi, Hz, H3 e Hs) que diferem quanto a localizacdo e mecanismo de
sinalizacao celular. Desde a sua descoberta, o receptor Hy (H4R), tem sido foco de
muita atencdo. E expresso principalmente em células de origem imunoldgica e
hematopoiética, apresentando, portanto, forte relacdo com respostas inflamatorias e
imunologicas, e consequentemente, com a fisiopatologia de distlrbios imuno-
inflamatorios. Assim, o H4R € considerado potencial alvo para o desenvolvimento de
novas entidades quimicas. Haja vista o potencial terapéutico dos ligantes H4R, o
objetivo deste trabalho foi sintetizar 1-(2-(2,3-diidrobenzofuranil)metil)piperazinas
inéditas e avaliar sua atividade ligante no H4R, bem como em H3R para analisar a
seletividade frente os dois receptores e obter compostos com o maior indice de
seletividade H4R possivel. As moléculas foram obtidas utilizando reacdes de
iodociclizacdo, gerando o 2-(iodometil)-2,3-diidrobenzofurano, seguida da
substituicdo do halogénio pelas piperazinas N-substituidas, chegando aos
compostos finais (LINS01001, LINS01003, LINS01004 e LINS01005). A atividade
biolégica foi realizada através do deslocamento da [*H]-histamina de HsR e H4R para
se obter a constante de interacdo (K;) a partir dos valores de ICso, empregando a
equacdo de Cheng-Prussoff. Os resultados indicaram que 0s compostos
apresentaram discreta afinidade para ambos receptores exibindo valores de K; na
faixa de micromolar. Entretanto, os compostos demonstraram seletividades distintas.
O grupo fenil, presente em LINS01005, levou a boa interacdo, porém inespecifica
entre os receptores (H4R K; 28 pM; H3R K; 17 pM) e grupos alquila conferiram maior
seletividade H3R, como observado com os compostos LINS01003 (H3R K; 25 uM) e
LINS01004 (H3R K; 7 pM). Além disso, notou-se que a aromaticidade do nucleo
central é importante para boa afinidade aos dois receptores, assim como a presenca
de um substituinte hidrofébico ligado ao N*-piperazinico, uma vez que a molécula
nao substituida LINS01001, obteve a mais baixa afinidade e os valores de K; para
ambos receptores ndo foram determinados. Os dados obtidos neste trabalho
contribuem diretamente para o desenvolvimento de novos ligantes de H4R.
Pretende-se futuramente continuar com o planejamento e otimizacéo estrutural dos
compostos propostos para obtencéo de maior afinidade e seletividade.




ABSTRACT

Histamine is one of the most important chemical mediators of the body.
Involved in numerous physiological and pathological conditions, their effects are
produced by interaction with histamine G-protein coupled receptors (GPCRs). So far
it was described four histamine receptors (H1, Hz, Hz and H,) differing among them in
cell signaling mechanisms. Since its discovery, the H, receptor (H4R) has been the
focus of much attention. It is expressed primarily in immune cells of hematopoietic
origin and, therefore has strong relationship with inflammatory and immune
responses, and consequently with the pathophysiology of immuno-inflammatory
disorders. Thus, the H4R is considered to be potential target for the development of
new chemical entities. Considering the therapeutic potential of H4R ligands, this work
aimed to synthesize 1-(2-(2,3-dihydrobenzofuranyl)methyl)piperazines inedited and
evaluate their binding activity in H4R as well as H3R to analyze the selectivity towards
the two receptors and obtaining compounds with increased selectivity index to H4R.
Series of compounds were synthesized using iodociclization reaction, yielding 2-
(iodomethyl)-2,3-dihydrobenzofuran, followed by halogen substitution with N-
substituted piperazines, reaching the final compounds (LINS01001, LINS01003,
LINS01004 e LINS01005). The biological activity was performed by displacement of
[*H]-histamine from HsR and H.R to obtain the binding constant (K;) from the ICso
values using the Cheng-Prussoff equation. The results indicated that the compounds
had mild affinity for both receptors, exhibiting K; values in the micromolar range.
However, the compounds demonstrate different selectivity. The phenyl group,
present in LINS01005, took good interaction, but non specific between the receptors
(H4R K; 28 uM; H3R K; 17 uM)and alkyl groups give more selective H3R, as observed
with compounds LINS01003 (H3R K; 25 pM) e LINS01004 (H3R K; 7 uM). Moreover, it
was noted that the aromaticity of the core is important for good affinity to both
receptor as well as the presence of a hydrophobic substituent attached at the N*-
piperazine, since the molecule unsubstituted LINS01001, had the lowest affinity and
Ki values for both receptor have not been determined. The results obtained in this
work contribute directly to the development of new H4R ligands. It is intended to
continue with future design and structural optimization of the proposed compounds to
obtain higher affinity and selectivity.
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1 INTRODUCAO

A histamina é um mediador quimico responsavel por inumeras fungdes no
organismo. Encontrada em uma variedade de células (MINNEMAN, WECKER,
2006), estd envolvida em processos como a inflamacdo, reacdes de
hipersensibilidade, producdo da secrecdo gastrica e diversas funcdes no sistema
nervoso central (CAMELO-NUNES, 2006; ZIMMERMANN et al., 2011) que incluem
controle do sono, fome, processos cognitivos (PASSANI, BLANDINA, 2011) e

liberacdo de outros neurotransmissores (DANDU et al., 2011).

Os efeitos da histamina sdo exercidos mediante a interacdo com receptores
transmembranares, nomeados receptores acoplados a proteina G (G-protein
coupled receptor, GPCR) (LIM et al., 2005). Atualmente, sdo conhecidos quatro
subtipos de receptores histaminérgicos que foram descobertos e nomeados
progressivamente de H; a H,. Estes diferem quanto a localizacdo e mecanismo de
sinalizacdo celular e assim, exercem distintas respostas fisioldgicas (AKDIS;
SIMONS, 2006; PARSONS, GANELLIN, 2006).

O receptor H; (H:R) é o mais conhecido, pois esta relacionado as respostas
alérgicas e inflamatérias, sendo amplamente utilizado como alvo na pratica clinica
(PASTORINO, 2010). Ja o receptor H, (H2R) participa, primordialmente, da secrecao
de &cido gastrico, sendo explorado para o tratamento de Ulceras gastricas e
duodenais e doencas relacionadas com a hipersecrecao gastrintestinal (BRUNTON
et al., 2010). O receptor Hz (H3R) apresenta funcbes tanto autoreceptoras ao
modular a liberacdo de histamina, como heteroreceptoras inibitérias ao regular a
liberacdo de outros neurotransmissores (DANDU et al., 2011). Clinicamente, ligantes
Hs; poderdo ser utilizados no tratamento de doencas como Alzheimer, depressao,
esquizofrenia e disturbios do sono (CELANIRE et al., 2005).

Desde a sua descoberta o receptor histaminérgico Hs (H4R) tem sido alvo de
muita atencdo. Expresso principalmente em células de origem hematopoiética, como
mastocitos, eosinofilos, monacitos, basofilos, células dendriticas e linfocitos T
(THURMOND, GELFAND, DUNFORD, 2008), apresenta importante papel nas
respostas inflamatdrias e imunolégicas (SUWA et al., 2011; YAMAURA et al., 2013).
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Assim, 0 uso de antagonistas ou agonistas inversos do receptor Hy é considerado
alternativa promissora no tratamento de doencas como dermatite atépica, asma,
rinite alérgica, dor e outras doencas inflamatorias cronicas (DIC) como doenca
inflamatodria intestinal (ZAMPELI; TILIGADA, 2009; ANDALOUSSI et al.,, 2013;
LAZEWSKA et al., 2014).

Os receptores histaminérgicos sdo muito semelhantes estruturalmente, ja que
sdo todos GPCRs. Assim, possuem consideravel homologia entre si (KISS et al.,
2008). A maior homologia foi observada entre receptores Hz e Hy (~39%) (JADIDI-
NIARAGH; MIRSHAFIEY, 2010). Desta maneira, ligantes dos receptores Hz também
possuem alta afinidade pelos receptores H,, e vice-versa. Desta forma, grupos de
pesquisa tém dedicado esforcos para o desenvolvimento de farmacos que se liguem
com maior seletividade ao receptor Hs tentando evitar os efeitos indesejaveis

causados pela ligagdo com o receptor Hs.

Apesar das promissoras indicacdes, ainda ndo ha farmacos ligantes dos
receptores H, disponiveis no mercado. No entanto, muitos compostos tém sido
sintetizados e avaliados continuamente. Além disso, relacdes entre estrutura
quimica e atividade biolégica também s&o definidas para guiar o planejamento de
novos ligantes (VENABLE et al., 2005; ALTENBACH et al., 2008; LANE et al., 2012;
SAVALL et al., 2014; JARSKOG et al., 2015).

Entre os antagonistas relatados na literatura as indolcarboxamidas sao
compostos com boa afinidade e seletividade pelos receptores Hs. Ao inibir a
migracdo de mastécitos em camundongos, o antagonista JNJ-7777120 (K; 20 nM
(H4) vs. 2000 nM (Hg)), foi utilizado como referéncia para estudos entre uma série de
indolpiperazinas (TERZIOGLU et al., 2004; GAO et al., 2013; SANDER et al., 2009),
apresentando assim interessante atividade anti-inflamatéria e potencial utilidade no
tratamento da inflamacdo (TERZIOGLU et al., 2004; THURMOND et al., 2004). A
partir destas, diversos grupos iniciaram pesquisas em torno de suas estruturas e
muitos outros quimiotipos foram relatados, como 2-aminopirimidinas, quinazolinas, e
quinoxalinas entre outros (CORREA; FERNANDES, 2015).
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Diante as potenciais aplicacOes terapéuticas de ligantes do receptor H, e
baseando-se nas caracteristicas quimicas e das possiveis caracteristicas
farmacoforicas dos ligantes relatados na literatura, propde-se neste trabalho a
sintese e avaliacdo de compostos 1-(2-(2,3-diidrobenzofuranil)metil)piperazinicos
como ligantes do receptor H,. Utilizando os compostos planejados e suas constantes
de interacao (K;) obtidas, possiveis requisitos estruturais responsaveis pela afinidade

e seletividade para H, também séo apresentados.




2 REVISAQ BIBLIOGRAFICA

2.1 Histamina

A histamina (HA), ou 2-(4-imidazolil) etilamina (Figura 1), € uma das mais
importantes aminas biogénicas mediadora de numerosas reagfes fisiologicas e
patofisiologicas (JUTEL; AKDIS; AKDIS, 2009). Esta substancia foi descoberta por
Windaus e Vogt em 1907. Porém, foi em 1910 que seus efeitos biolégicos foram
conhecidos através de investigacbes realizadas por Laidlow e Daley (apud
MONTES; FLORES; BARRON, 2005). Além de agir em grande niimero de musculos
lisos, que incluem vasos, intestino, Utero e bréonquios (BRUNTON et al., 2010),
produz atividade na musculatura cardiaca estimulando sua contracdo. A histamina
foi amplamente reconhecida como um mediador quimico pela presenca de reacdes
anafilaticas e respiratdrias em animais de laboratério apds sua infusdo (EMANUEL,
1999). Iniciaram-se entdo, investigacfes acerca de suas funcdes, bem como de
substancias que mimetizassem seus efeitos (RAMOS-JIMENEZ; GARDUNO-
TORRES; ARIAS-MONTARNO, 2009).

\_NH

Figural: Modelo estrutural da histamina.

Apesar da histamina ser produzida e armazenada principalmente em
mastécitos e outras células inflamatérias (BRUNTON et al., 2010), também
apresenta importantes funcées moduladoras no sistema nervoso central (SNC). Os
neurbnios que contém histamina podem participar do estado de vigilia, controle da
fome e consolidacdo da memodria (PASSANI; BLANDINA, 2011), bem como na

liberacdo de outros neurotransmissores (FENG; HOU; LI, 2013).

Trata-se de uma molécula hidrofilica de baixa massa molecular com um anel
imidazolico e um grupo amino conectados por dois grupos metileno.
Estruturalmente, a histamina pode estar em duas formas tautoméricas. Quando em

pH fisiolégico, o atomo de nitrogénio pertencente a amina primaria encontra-se
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protonado (Figura 2), e a histamina fica na forma de cation monovalente (I), seu
estado de ionizacdo predominante. Ja em meio mais &cido é amplamente
encontrada na forma de cation bivalente (ll). Apesar das duas formas serem
consideradas ativas, estudos sugerem que 0 monocation é suficiente para a

interacao agonista com o receptor histaminérgico (NELSON, 2012).

NH3 NH3
N/Y\/ — HN*V\/

\_NH \_NH

Figura 2: Histamina nas formas de cation mono e bivalente.

2.1.1 Biossintese e metabolismo da histamina

A biossintese da histamina ocorre no meio intracelular através da
descarboxilagdo do aminoacido I-histidina mediante a acdo da enzima I-histidina
descarboxilase (I-HD) (Figura 3) (AKDIS; BLASER, 2003). Sua producédo é
observada por todo o organismo em uma variedade de tipos de células que
expressam esta enzima (MAINTZ;, NOVAK, 2007). No SNC a histamina é
proveniente de uma populacdo restrita de neurbnios histaminérgicos. Os corpos
celulares se localizam exclusivamente no nucleo tdbero-mamilar do hipotalamo
(PASSANI, BLANDINA, 2011) e dao origem a uma vasta rede que se projeta por
praticamente todo o SNC (LEURS; SMIT; TIMMERMAN, 1995). Perifericamente,
pode ser sintetizada por mastoécitos, linfécitos, plaquetas e células da mucosa
gastrica (CRIADO et al., 2010).

O armazenamento da histamina ocorre majoritariamente nos mastocitos e
basdfilos, que sdo os locais predominantes de reserva, sendo liberada sob
estimulacdo (CAMELO-NUNES, 2006). A histamina armazenada nestas células
desempenha um papel essencial no contexto de varias reacdes alérgicas e
inflamatorias, particularmente na patogénese desses processos. Cronicamente,
exerce efeitos sobre células inflamatérias ocasionando ativacdo celular e liberacao
de mediadores pré-inflamatérios (TILIGADA, 2012). No SNC, a histamina é
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armazenada em vesiculas nos terminais nervosos de neurdnios histaminérgicos
(RAMOS-JIMENEZ; GARDUNO-TORRES; ARIAS-MONTANO, 2009).

Uma vez que a histamina é liberada, o controle de sua acdo em varias areas
do organismo é de suma importancia. Para isso, sdo necessarios mecanismos que
regulam sua concentracdo de forma rapida e eficaz. A cessagdo de seus efeitos em
mamiferos deve-se, em grande parte, a biotransformacdo através de duas vias.
Nelas, a histamina é rapidamente metabolizada por duas enzimas primordiais:
histamina N-metiltransferase (HNMT) e diamina oxidase (DAO) (AKDIS; BLASER,
2003).

A histamina é catabolizada pela HNMT ou pela DAO (Figura 3) dependendo
de sua localizacdo. A HNMT catalisa uma reacdo de N-metilacdo, levando a
formacdo de N-metilhistamina (CHEN et al., 2003). Posteriormente, a N-
metilhistamina € oxidada pela moamina oxidase (MAO) ao acido N-metil-
imidazolacético. Ja a inativacdo pela DAO leva a formacédo do acido imidazolacético
(AKDIS; BLASER, 2003).

AN NH2 NH, NH
NH = — =
0 on \=N \=N
I-histidina histamina N-metil histamina
DAO MAO

0o o]
HN/QQT/A\T? \\N/QQT/A\T?
\=

\=N  OH N  OH

acido imidazol acético acido N-metil imidazol acético

Figura 3: Metabolismo da Histamina. I-HD — I-histidina, HNMT - N-metil transferase, DAO - diamina

oxidase, MAO - monoamina oxidase.
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2.1.2 Receptores histaminérgicos

Os efeitos da histamina sao produzidos mediante a interagcdo com receptores
acoplados a proteina G (KURAMASU et al., 2011). Até o momento foram descritos
quatro receptores para histamina (H;R, H:R, H3R e H4R) que diferem quanto a
localizacdo e mecanismo de sinalizagédo celular (PARSON; GANELLIN, 2006). A
histamina apresenta diferentes afinidades pelos diferentes receptores, como pode
ser observado pelos valores de pK;: 4,2 + 0,1 para H;R; 4,3 + 0,1 para H;R; 7,8 £ 0,1
para H3R e 8,1 + 0,1 para H4R (HUANG; THURMOND, 2008).

Apesar dos GPCRs (também conhecidos como receptores metabotrépicos)
em geral exibirem diferentes tamanhos moleculares, a estrutura de todos os
membros dessa classe € semelhante. S&o formados por uma regido amino-terminal
(N-terminal) no meio extracelular e uma regido carboxi-terminal (C-terminal) na face
citoplasmatica (FIDOM et al., 2015) (Figura 4). Apresentam sete a-hélices que
atravessam a membrana plasmatica, sendo denominados como receptores de sete
dominios transmembranares (TM) e heterotriméricos por serem formados por trés
polipeptidios distintos, a (alfa), B (beta) e y (gama) (GHANEMI, 2013). As proteinas
G podem ser classificadas e divididas em trés familias de acordo com a sinalizacao
produzida: Gas, Gaio, Gag, (YAMAURA et al.,, 2013). As proteinas Gs e G; sdo
responsaveis, respectivamente, pela estimulacdo e inibicdo da enzima adenilato
ciclase. A isoforma G, esta envolvida com a ativagéo da fosfolipase C e a proteina
G, com a regulacao de canais de calcio (MOURA; VIDAL, 2011).

Meio extracelular

C Meio intracelular

Figura 4: Modelo de um receptor histaminérgico. Adaptado com permissao de HOELZ et al. Direitos
autorais 2013 Creative Commons.
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Os GPCRs traduzem os sinais extracelulares para o ambiente celular interno
levando a diversas respostas fisoldgicas (HOELZ et al., 2013). O H1R, relaciona-se
principalmente com respostas alérgicas e inflamatdrias, ja o H;R participa
primordialmente da secrecdo de acido gastrico. O HzR interfere principalmente na
liberacdo de neurotransmissores, enquanto o receptor H4;R estd envolvido nas
funcdes reguladoras da histamina nas respostas imune e inflamatdria (DANDU et al.,
2011).

e Receptor Hy

O H;R foi o primeiro receptor histaminérgico a ser identificado (JUTEL;
AKDIS; AKIDS, 2009) e € o mais conhecido na prética clinica por estar intimamente
relacionado as respostas inflamatorias e as relacdes de hipersensibilidade
(OKAMOTO et al., 2009).

E amplamente distribuido no organismo. Os principais locais onde H;R é
encontrado incluem musculo liso vascular, vias aéreas, hepatdcitos, células
epiteliais, neutrofilos, mondcitos, linfocitos T e linfécitos B (DY; SCHNEIDER, 2004).
E responsavel por efeitos tais como prurido, rinorréia e broncoespasmo
(O'MAHONY; MUBECCEL; CEZMI, 2011), além de levar a contragéo da musculatura
lisa intestinal (CRIADO et al.,, 2010) e aumento da permeabilidade vascular (DY;
SCHNEIDER, 2004). Sua expressdo em células neurais pode ainda levar a efeitos
centrais como aumento da ingestdo de alimentos e agua, e ao estado de vigilia
(O'MAHONY; MUBECCEL; CEZMI, 2011).

Quando estimulado o H;R leva ao aumento do célcio intracelular a partir da
ativacéo da fosfolipase C (PLC) induzida pela proteina G4 (HILL et al., 1997). Os
agonistas de H;R ndo sdo Uteis terapeuticamente (STARK, 2007), no entanto os
anti-histaminicos HiR existentes sdo largamente utilizados como antialérgicos
(PARSONS, GANELLIN, 2006).

O primeiro anti-histaminico atil na pratica clinica, a fenbenzamina (Figura 5),
foi desenvolvido por Staub (1939), através do composto piperoxano, relatado

inicialmente por Founeau e Bouvet em 1933. A descoberta da fenbenzamina,
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juntamente com o posterior desenvolvimento da difenidramina (outro anti-histaminico
atil terapeuticamente), aumentou o interesse para o desenvolvimento de anti-
histaminicos H;R e atualmente estdo disponiveis na terapéutica diversos compostos
(FERNANDES, 2012).

‘W Ty

difenidramina piperoxano fenbenzamina

Figura 5: Anti-histaminicos H;.

Os anti-histaminicos H;R séo divididos em 2 grupos, denominados primeira e
segunda geracado (BREIER, 2007). O que os diferem € o grau de efeitos colaterais,
principalmente atividade sedativa, devido ao bloqueio destes receptores presentes
no SNC. Como esses farmacos possuem também alta afinidade pelos receptores
muscarinicos, podem levar a consideraveis efeitos anticolinérgicos, como
xerostomia, cicloplegia, retencdo urindria e constipacdo intestinal (SLATER;
ZECHNICH; HAXBY, 1999).

Os anti-histaminicos de primeira geracdo podem ser divididos em classes
quimicas devido a distintas caracteristicas estruturais e consequentemente
farmacolégicas. A primeira classe relatada é composta por derivados da
etilenodiamina, que possui como exemplos a fenbenzamina, mepiramina e
tripelenamina, sendo os efeitos sedativos comumente relacionados aos agentes
desta série. Outras estruturas exploradas foram derivadas da etanolamina, que
geraram como respresentantes a carbinoxamina, doxilamina e difenidramina. Este
grupo, além da atividade sedativa, causa significativos efeitos anticolinérgicas devido
a maior semelhanga estrutural com farmacos anticolinérgicos como a atropina e
proprantelina. Na tentativa de diminuir as acbes anticolinérgicas e aumentar 0s
efeitos anti-histaminicos, foram ainda desenvolvidas as alquilaminas, piperazinas,
fenotiazinas e os dibenzocicloeptanos (NELSON, 2012). Entretanto, os efeitos
indesejaveis anteriormente citados podem ainda ser verificados, principalmente o

sedativo.
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A estrutura geral dos anti-histaminicos HiR € representada na Figura 6, onde
X pode ser um &tomo de nitrogénio, oxigénio ou carbono e ligado a dois anéis
aromaticos ou heteroaromaticos. A amina terciaria pode pertencer a um anel ou

estar ligada a grupos metila, como normalmente observado (FERNANDES, 2012).
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difenidramina doxilamina tripelenamina
Q9
N
cl X
(o) N\/\N/
N7
|
Z
. . (0]
carbinoxamina - mepiramina

Figura 6: Modelo estrutural dos anti-histaminicos H;R e alguns ligantes.

A intensidade de efeitos colaterais descritos anteriormente varia de acordo
com a estrutura dos farmacos pertencentes a cada classificacdo. Desta forma, os
anti-histaminicos de segunda geracdo possuem em sua estrutura caracteristicas
estruturais que os tornam menos lipofilicos e consequentemente dificultam a sua
passagem pela barreira hematoencefalica, diminuindo ou eliminando a atividade
sedativa. Além disso, apresentam longa duracdo e menores reacdes adversas. Por
serem mais seletivos, os anti-histaminicos de segunda geracdo possuem também

menos ac¢des anticolinérgicas em comparacdo com os de primeira geracdo. Como
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exemplos desta categoria citam-se a fexofenadina e desloratadina (Figura 7)
(CAMELO-NUNES, 2006).

Durante muito tempo estes medicamentos foram relatados como antagonistas
do HiR. Entretanto, estudos posteriores demonstraram que essa nomenclatura ja
nao se enquadra tdo adequadamente (BAKKER et al., 2000). Inicialmente postulou-
se que esses farmacos atuassem como antagonistas competitivos da histamina, no
entanto é amplamente aceito que existem duas conformacdes do receptor, ativa (R*)
e inativa (R), que encontram-se em equilibrio. De fato, GPCRs podem ter atividade
constitutiva (i.e. independente de ligante), produzindo um efeito fisioldgico basal.
Assim, os anti-histaminicos HiR podem atuar de modo a suprimir a atividade
intrinseca constitutiva do receptor livre (ndo ocupado), alterando o equilibrido dos
receptores que se encontravam ativados na auséncia do farmaco (CAMELO-
NUNES, 2006). Desta maneira, muitos destes farmacos atuam na verdade como
agonistas inversos. A partir deste pressuposto, o termo “anti-histaminicos H1R” inclui

farmacos com atividade agonista inversa e antagonista (STARK, 2007).

OH 0
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N N OH
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74
fexofenadina —

Figura 7: Anti-histaminicos de segunda geracgéao.
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desloratadina

e Receptor H,

O H3R, possui expressédo mais restrita no organismo em comparagéo ao H;R,
no entanto € encontrado em células do musculo liso, musculo cardiaco, endotélio,
epitélio e hepatdcitos. Estdo envolvidos com efeitos como hipotensdo, atividade
cronotropica e inotropica e broncodilatacdo (PASTORINO, 2010). Sdo tambéem

expressos em células do sistema imune inato, fundamentais na defesa do
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hospedeiro contra microrganismos. A histamina, ao atuar em HzR, inibe as funcbes

efetoras de neutrofilos e eosindfilos (REHER et al., 2012).

Acoplado & proteina Gs (estimulatoria), o H;R produz como principal
sinalizador celular o AMP. (monofosfato ciclico de adenosina) através da ativacéo da
adenilato ciclase (AC) (THURMOND, GELFAND, DUNFORD, 2008). No entanto,
sinalizacéo através da proteina G4 com consequente ativacéo da fosfolipase C (PLC)
e aumento de calcio intracelular também é observada (WERNER; NEUMANN;
SEIFERT, 2014). O H3R possui papel primordial na modulacdo da secrecéo gastrica
(PARSONS, GANELLIN, 2006) e desta forma, é amplamente explorado para o
tratamento de Ulceras géastricas e duodenais e doencas relacionadas com a
hipersecrecdo gastrintestinal, sendo os antagonistas H,R de grande utilidade na
pratica clinica (BRUNTON et al., 2010).

A descoberta de uma classe de farmacos com atividade antagonista em H;Rs
revolucionou o tratamento para Ulceras pépticas. As pesquisas iniciaram-se com
anélogos sintéticos da histamina. A partir da adicdo do grupo guanidila na cadeia
etilénica, um derivado (guanidil-histamina) apresentou atividade antagonista,
entretanto insuficiente. Visando distanciar-se da semelhanca estrutural do agonista
natural para obtencdo de compostos mais ativos, modificacdes na distancia entre o
sitio ionizavel terminal e o anel imidazdlico e a troca do nitrogénio do grupo guanidila
por enxofre deu origem a burinamida (WERMUTH, 2008; PATRICK, 2009), um
composto mais potente, mas com farmacocinética insatisfatoria (PARSONS;
GANELLIN, 2006). Posteriormente, com a introducdo de grupos alquila no anel
imidazolico e do &omo de enxofre na cadeia lateral, obteve-se o derivado
metiamida, 10 vezes mais potente que a burinamida. Entretanto, pode causar
severos efeitos adversos, como agranulocitose e nefrotoxicidade, limitando seu uso
clinico. A posterior adicdo do grupo ciano (ou nitro) na guanidila, levou ao aumento
da atividade antagonista do H,;R. Assim, atividade superior foi atribuida aos analogos
seguintes que apresentaram grupos com caracteristicas retiradoras de elétrons mais
fortes. Por fim, a reintroducdo da cioanoguanidina terminal originou a cimetidina
(Figura 8), primeiro farmaco introduzido na prética clinica e que se mostrou eficaz e
ativo por via oral (WERMUTH, 2008; PATRICK, 2009).
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Figura 8: Planejamento dos antagonistas H,R.

A partir da cimetidina outros antagonistas H,R foram desenvolvidos como a
ranitidina e famotidina (Figura 9) (BARREIRO, 2002). A principal vantagem destes
farmacos é o menor numero de interagbes medicamentosas em relacdo a
cimetidina, pela troca do anel imidazdélico por outros anéis isésteros. Compostos
imidazdlicos podem interagir com enzimas do citocromo P4s0 (CYP4s50) envolvidas na
biotransformacdo de varias substéncias e causar efeitos colaterais indesejaveis
(ZHANG et al., 2005).
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Figura 9: Antagonistas do H,R.

e Receptor Hs

O HzR € um receptor exclusivamente pré-sinaptico predominantemente
expresso no SNC (ZHANG et al., 2005). Entretanto, pode também ser localizado em
terminagBes nervosas periféricas do trato gastrintestinal e do coracdo (RAMOS-
JIMENEZ; GARDUNO-TORRES; ARIAS-MONTANO, 2009). Tem fungo tanto como

um autoreceptor, modulando a liberacdo de histamina, como um heteroreceptor
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inibitério, regulando a liberagdo de outros neurotransmissores (TILIGADA et al.,
2009), como a acetilcolina, norepinefrina, dopamina e serotonina (DANDU et al.,
2011). Uma vez que o H3R esta envolvido com a capacidade de afetar varios
sistemas de neurotransmissores, nota-se a importancia da relacdo entre a sua
modulacao e o tratamento de diversas alteracées do SNC (CHATTERJEE, 2015).

Sao receptores que possuem grande complexidade estrutural apresentando
varias isoformas (BAKKER, 2004) que podem apresentar diferentes mecanismos e
responder de maneiras distintas, implicando diretamente no processo de
desenvolvimento de ligantes (HANCOCK, 2006). Entretanto, as isoformas mais
comuns sao hH3zR445 € hH3R365 (TILIGADA et al., 2009).

O principal mecanismo de sinalizacao do H3R esté relacionado com a inibigédo
da adenilato ciclase através da proteina Gj, A interacdo com a proteina Gj, leva a
regulacédo negativa da adenilato ciclase seguida da diminuicdo do AMPc intracelular
(ODA et al.,, 2000; BUCKLAND; WILLIAMS; CONROY, 2003) e aumento da
mobilizag&o de calcio intracelular (THURMOND; GELFAND; DUNFORD, 2008).

Os ligantes do H3R poderédo clinicamente ser utilizados no tratamento de
desordens como sono, vigilia, processos cognitivos e memoria. Este receptor tem
também, demonstrado um papel regulador no consumo alimentar, e seus
antagonistas, tem potencial atividade anorexigena (CELANIRE et al., 2005), além de
utilidade no tratamento de doencas como doenca de Alzheimer, hiperatividade,
déficit de atencdo e esquizofrenia (LEURS et al., 2005). O H3R apresenta também
relacdo na liberacao (inibicdo) de citocinas por mastécitos e macréfagos alveolares
(RAMOS-JIMENEZ; GARDUNO-TORRES; ARIAS-MONTARNO, 2009), indicando sua

contribuicdo em processos inflamatorios

Apesar de todas as indicagOes descritas e o tempo decorrido desde que o
HsR foi identificado, ainda ndo ha farmacos disponiveis na terapéutica. Em
contrapartida, muitos ligantes sdo descritos (MIKO et al., 2004; CELANIRE et al.,
2005; LABEEUW et al., 2010). Alguns compostos como imetite e imepipe (Figura 10)
mostraram atividade agonista de HzR (LEURS et al.,, 2005), porém apds a

descoberta do H4R tornou-se evidente a baixa seletividade destes pelo HsR.
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Posteriormente, os compostos imetridine e metimepipe foram identificados como
potentes agonistas H3R seletivos (CELANIRE et al., 2005). Todavia, os antagonistas

H3R parecem possuir maior utilidade clinica.
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Figura 10: Agonistas e antagonistas do HsR.

O primeiro antagonista potente relatado para o HzR foi a tioperamida (K; 63
nM). No entanto, a adicdo de um grupo isotiouréia em sua cadeia lateral resultou em
um novo farmaco com maior eficacia e seletividade, o clobenpropite (Ki 0,4 nM)
(CELANIRE et al., 2005, RAMOS-JIMENEZ; GARDUNO-TORRES:; ARIAS-
MONTANO, 2009). Em contrapartida, a tioperamida e o clobenpropite demonstraram
baixa penetracdo pela barreira hematoencefalica (MEDHURST et al.,, 2007).
Ademais, como pode ser observado em suas estruturas (Figura 10), estes mantém o
anel imidazodlico da histamina. Como o anel imidazolico estd envolvido com
interacdes com enzimas do citocromo P59, cOmo mencionado anteriormente, foram
considerados inadequados como agentes terapéuticos e o planejamento de ligantes
nao-imidazolicos tem sido amplamente explorado (ESBENSHADE et al., 2004;
RIVARA et al., 2006).

A fenoxialquilamina nomeada como UCL-1972 (Figura 11), desenvolvida por
Ganellin et al. em 1998, foi 0 primeiro antagonista ndo-imidazolico enunciado para
HsR (ASLANIAN et al., 2008; SADEK, 2011). Ap6s novos estudos, a substituicdo da
regido imidazodlica por outras aminas ciclicas levou a descoberta de um potente
ligante, 0 UCL-2190, com K; de 1,5 nM (HsR) (MIKO et al., 2004). Substituicdes do
nacleo central foram também aplicadas com sucesso. A introducdo de um grupo

arila conduziu a descoberta de um potente antagonista (A-320436) com K; de 1,55
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nM (H3R). Entretanto, anéis biciclicos como benzotiazol, naftil, benzofurano
(CELANIRE et al., 2005), indol e benzotiofeno sdo também relatados (SANTILLAN et
al., 2010).

O ABT-239 apresentou K; de 0,45 nM (H3R) e eficacia pré-clinica em modelos
de esquizofrenia em animais (CELANIRE et al., 2005; SANTILLAN et al., 2010).
Entretanto, os testes em humanos foram descontinuados ap0s demonstrar perigoso
efeito colateral cardiogénico (ESBENSHADE et al., 2005).
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Figura 11: Antagonistas do H3R.

Outros ligantes foram descritos e com variadas potencialidades. O BF2.649
foi avaliado para o tratamento de sonoléncia diurna excessiva, narcolepsia e doenca
de Parkinson, enquanto o GSK-189254 apresentou eficacia para doenca de
Alzheimer e narcolepsia (LABEEUW et al., 2011). J& o MK-0249 foi desenvolvido
para distarbios de déficit de atencdo, doenca de Alzheimer e esquizofrenia
(BECKNELL et al., 2011). Recentemente, um candidato a farmaco denominado
GSK-239512 (Figura 12) foi indicado para fase Il da pesquisa clinica para o
tratamento da disfuncdo cognitiva em individuos com esquizofrenia (JARSKOG et
al., 2015).
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Figura 12: Ligantes do H3R.

E proposto que o modelo farmacoforico tradicional para os antagonistas dos
HsRs (Figura 13) constitui-se numa amina béasica (geralmente terciaria), acoplado a
um nucleo central que contém um grupo polar e um residuo lipofilico, através de um
ligante linear ou estruturalmente protegido (CELANIRE et al., 2005). Além disso,
acredita-se que a introducdo de um segundo grupo amina aumenta a afinidade por
HsR, pois esta forma uma ponte salina com Glu191 na TM3 do receptor, explicando
assim a maior afinidade de ligantes basicos por HsR em comparagdo com 0s ndo-
basicos (LABEEUW et al., 2011). Entretanto, uma ampla diversidade estrutural nesta

regido da molécula € aceita (CERAS et al., 2012).

/ 2° grupo basico

. Nucleo
Grupo basico N———. —» | Grupo polar

\ Residuo lipofilico

Figura 13: Modelo farmacoférico para antagonistas do HsR (CERAS et al, 2012).

e Receptor Hy

O H4R tem sido foco de grande interesse da comunidade cientifica. Expresso
em células de origem hematopoiética, demonstrou interessante aplicacdo em
processos imunes e inflamatérios e tornou-se um alvo potencial para o
desenvolvimento de novas entidades quimicas (NCE, New Chemical Entities) (GAO
et al., 2013).
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Uma vez que a obtencdo de novas moléculas bioativas com atividade em H4R
trata-se de um ponto crucial da proposta deste trabalho, revisdo sobre H4R, bem

como sobre os ligantes H4R serdo abordados nas sec¢des seguintes.

2.2 Receptor histaminérgico Hy

A existéncia do H4R foi proposta por Raible et al. (1994), através dos efeitos
de ligantes H3zR em eosindfilos. Resultados experimentais mostraram que a
afinidade de antagonistas HsR pelos receptores dos eosindfilos foram semelhantes
aos receptores presentes no SNC, sugerindo semelhanca entre 0s receptores
histaminérgicos dos dois locais. No entanto, ao utilizar agonistas H3R, as poténcias
destes compostos foram significantemente distintas, indicando uma consideravel
diferenca entre os HzR e esse novo receptor histaminérgico (expresso nos
eosinofilos). Posteriormente, a clonagem do H4R humano (hH4R) foi relatada por
diversos grupos entre os anos de 2000 e 2001 (ODA et al., 2000; LIU et al., 2001,
NGUYEN et al., 2001; MORSE et al., 2001; ZHU et al., 2001). Através da clonagem
do Hs3R, identificaram uma particular sequéncia de aminoacidos e caracterizou-se

como nova isoforma de receptor, nomeada H4sR (LEURS et al., 2009).

Como é principalmente expresso em células de origem hematopoiética, como
mastoécitos, basofilos, eosinodfilos, células dendriticas e linfécitos T, o H4R possui
forte relacdo com o sistema imune. Podem ser ainda encontrados em menor
quantidade no baco, timo, intestino delgado, célon, coracdo e pulmao (AKDIS;
SIMONS, 2006). Além disso, trabalhos recentes mostram que também sao

expressos no sistema nervoso central (CONNELLY et al., 2009).

O H4R apresenta trés isoformas, designadas como hH4Res7, hH4R302 € hH4R390
(TILIGADA et al., 2009). Acoplado a proteina Gj,, sugere-se possuir como via de
sinalizacdo o aumento do célcio intracelular, através da inibicdo da adenilato ciclase
e bloqueio na formacdo do AMPc (DE ESCH et al.,, 2005). Porém, estudos
demonstram que o hH4R produz efeitos sem transdugdo de sinais mediados
dependente de proteina G, pelas vias da [-arrestina regulada por quinase
extracelular (ERK) (SEIFERT et al., 2011). Assim, atualmente o H4R é considerado
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um receptor que produz resposta ligante-dependente em diferentes vias de
transducéo de sinal (CORREA; FERNANDES, 2015).

Os receptores histaminérgicos sdo bastante semelhantes estruturalmente,
pois sdo todos pertencentes a mesma familia de receptores. Desta forma,
apresentam certa homologia entre si (KISS et al., 2008). Em particular, ha uma
significante similaridade entre os H3zR e H4;R de cerca de 39% (JADIDI-NIARAGH,;
MIRSHAFIEY, 2010). Por comparacao, o H3R possui apenas 23% de homologia com
HiR e 22% com H;R (MARSON, 2011) ao passo que H4R apresenta
aproximadamente 19% de homologia com H;R e H;R (JADIDI-NIARAGH,;
MIRSHAFIEY, 2010). Nos dominios transmembranares, Hz;R e H;R possuem
similaridade de 54%. Porém, ao considerar as propriedades fisico-quimicas dos

diferentes aminoéacidos, a semelhanca aumenta para 68% (DE ESCH et al., 2005).

Esta homologia revela algumas semelhancas nas interacdes ligante-receptor,
levando a uma dupla acdo dos ligantes (VALTER; KOTTKE; STARK, 2011). A
histamina possui elevado nivel de afinidade por H3zR e H4R, com pK; de 7,8 e 8,1 nM,
respectivamente. Desta maneira, a consideravel homologia entre os receptores
propicia que muitos outros ligantes do H4R tenham relativa afinidade também pelo
HsR (MARSON, 2011). Conseguentemente, grupos especializados tém dedicado
esforcos para obtencdo de compostos com maior seletividade ao H4R para evitar os
possiveis efeitos indesejaveis causados pela interacdo com o HzR (JABLONOWSKY
et al., 2003; TERZIOGLU et al., 2004; VENABLE et al., 2005; KISS et al., 2008).

A importancia de alguns aminoacidos na estrutura do H4R pode ser verificada
em diversos trabalhos. Um trabalho descrito por Kiss et al. (2008) demonstrou,
através de triagem virtual baseada em modelo de homologia baseado no receptor f3-
adrenérgico, que cada composto investigado mostrou ao menos uma interacdo com
Asp94 (3.32) ou Glul82 (5.46). Aparentemente a regido TM3, onde se encontra o
residuo de aminoacido Asp94 que faz interacdo com grupos basicos, seja um local
crucial para a ligacdo da histamina e seus analogos, uma vez que se trata de uma
regido altamente conservada em todos os receptores de aminas biogénicas. Além
disso, Glul82 (TM5), que faz interacdo com o nitrogénio protonado da histamina,
também deve ser considerado (LIM et al., 2009; BHATT et al., 2010; FENG; HOU; LI,
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2013). A mutacdo deste aminoacido por alanina foi detrimental para a interacdo dos
ligantes, e a mutacdo para glutamina reduziu as afinidades (JONGEJAN et al.,
2008).

Sugere-se ainda que o aminoacido Thr323 (6.55) participa na ativacdo do
receptor. Investigacédo realizada com dois agonistas (OUP-16 e histamina) e um
antagonista (JNJ-7777120) mostrou que 0s agonistas formaram interagcbes com
Asp94 (3.32), Glul82 (5.46) e Thr323 (6.55), ao passo que 0 antagonista interagiu
somente com Asp94 (3.32) e Glul82 (5.46), como pode ser obervado na Figura 14

através da interacdo da histamina com o H4R (KISS et al., 2008).

Desta forma, ao se planejar e desenvolver novos ligantes, estas séo
caracteristicas que devem ser minuciosamente consideradas, pois pequenas
diferencas na estrutura da proteina podem produzir grandes alteracdes nas

propriedades farmacoldgicas do receptor.

\ GLU_ 168
l\

Figura 14: Interacdo da histamina com aminoacidos Asp94 (3.32), Glu182 (5.46) e Thr323 (6.55) do

H4R. Reproduzido com permisséo de KISS et al. Direitos autorais 2008 Elsevier Ltd.

Desde a sua descoberta, o H4sR tem sido foco de muita atencdo. Possui
importante papel na secre¢ao de interleucinas (IL-4, IL-12, IL-16, IL-17, IL-31, entre

outras), quimiocinas (como CCL2 e CXCL12) e citocinas (como IFNy e TNFa) que




43

induzem o recrutamento de diversos tipos celulares por quimiotaxia (CRAMP et al.,
2010; GUTZMER et al., 2011). Experimentos demonstraram que a ativacdo deste
receptor envolve a migracdo de eosindfilos e mastocitos, apresentando portanto
forte relacdo com respostas inflamatérias e imunoldgicas, e consequentemente com
a fisiopatologia de distarbios imuno-inflamatérios (O’'REILLY et al., 2002;
BUCKLAND; WILLIAMS; CONROY, 2003; LING et al., 2004; DE ESCH et al., 2005;
SHIN et al., 2012).

Diante do exposto, compostos antagonistas ou agonistas inversos do H4R
podem ser empregados clinicamente para o tratamento de doengas como asma,
doenca inflamatéria intestinal, artrite e outras doencas inflamatoérias crénicas, bem
como no controle de dor e prurido (CORREA; FERNANDES, 2015). O H4R é ainda
visto como potencial alvo para sinergismo com anti-histaminicos H;R, principalmente
em condicdes que apresentam sintomas resistentes aos anti-histaminicos H;R ja
existentes, como o prurido decorrente de processos inflamatérios proveniente de

dermatite atépica e urticaria crénica (YAMAURA et al., 2013).

2.3 Ligantes H4R

Assim como o H;R, o H4sR possui uma consideravel atividade agonista-
independente, ou seja, apresenta uma alta atividade basal da proteina G,
principalmente na forma ativa, independente de ligante. Desta maneira, dependendo
da condicao patoldgica, é interessante a utilizacdo de antagonistas ou agonistas
inversos (uma vez que agonistas nao trariam efeitos farmacoldgicos desejaveis). Se
a patologia estiver associada a atividade constitutiva do receptor (R*), os agonistas
inversos podem ter acdo mais vantajosa. Por outro lado, os antagonistas neutros
podem ser promissores por levar ao menor estimulo do receptor ao estabilizar o
estado inativo (R) (DEML et al., 2009; SCHNEIDER et al., 2009; SCHNEIDER et al.,
2010; CORREA; FERNANDES, 2015).

Os primeiros ligantes identificados com boa afinidade por H4R foram aqueles
inicialmente desenvolvidos para o H3R. Imetite, imepipe e tioperamida (K; 0,3, 0,4 e
25 nM respectivamente) demonstraram afinidade (Kj) de 2,7, 9,0 e 27 nM,
respectivamente, para H4sR (LIU et al., 2001). Desta maneira, tais compostos foram
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utilizados para o planejamento de compostos seletivos para HsR. Diversos prototipos
foram relatados e com variadas modificacbes estruturais para obtencdo de maior
seletividade H4R e avaliacdo sobre as relagdes entre estrutura quimica e atividade
biolégica (REA). Um dos primeiros relatos de ligantes de H4sR foram compostos
tetraidrofuranilimidazoéis substituidos, dos quais teve destaque o OUP-16 (1, figura
15). Este apresentou seletividade para o H4R 15 vezes superior em relagdo ao HsR,
além de atividade agonista (HASHIMOTO et al., 2003).

Em outro trabalho, uma série de 22 compostos analogos do clobenpropite
(antagonista H3R) foram sintetizados e o VUF5228 (2) teve maior notoriedade. A
substituicdo por um grupo lipofilico no nitrogénio do grupo tiouréia levou a baixa
afinidade por HsR (pK; 1,66) e alta seletividade H4R, entretanto com atividade
agonista total. A principal proposta desta série foi avaliar as variacbes estruturais
que influenciam a seletividade H4sR e observou-se que os compostos guanidinicos
apresentaram maior afinidade por H4R (LIM et al., 2009).

Outros trabalhos tem apresentado compostos com seletividade. Os derivados
acilguanidinicos, especialmente as sulfonilguanidinas, demonstraram maior
seletividade H3R, enquanto que as carbamoilguanidinidinas e cianoguanidinas
apresentaram melhor seletividade H4;R. O composto UR-PI376 (3) pode ser
destacado, pois apresentou alta afinidade, mas com atividade agonista (pECso 7,47,
a = 0,93). Aparentemente a basicidade do nucleo central (guanidina) € importante
para seletividade H4;R (IGEL et al.,, 2009a; IGEL et al., 2009b; GEYER;
BUSCHAUER, 2011).
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Figura 15: Ligantes do H4R.

REA de ligantes H4R foram também exploradas por Wijtmans et al. (2011).
Estes propuseram ligantes triazélicos visando decifrar os fatores responsaveis pela
seletividade H4R/H3R. Dentre os compostos destacou-se o (4) (pK; 8,08), com
espacamento de 3 carbonos (entre os grupos imidazol e triazol) e grupo cicloexila.
Homaologos menores ou maiores levaram ao comprometimento da afinidade. Tais
dados podem ser corroborados pelo estudo realizado por Wiecek et al. (2011), em
gue a partir de uma série de alquilcarbamatos observou-se que quanto maior o
espacante, maior a afinidade pelo Hs3R e menor pelo H4R. Entretanto, excessiva

distancia leva ao decréscimo da afinidade por ambos receptores.

Desta maneira, acredita-se que propriedades estéricas sejam essenciais para
interacdo H4R, pois o anel hexila pode ser acomodado no bolso hidrofébico entre
TM3, TM5 e TM6. A mudanca do anel imidazol também foi avaliada e a sua
substituicdo por aminas ciclicas trouxe valores de pK; baixos (< 5,0), bem como a
substituicdo do anel imidazol e do cicloexil por duas piperidinas (5) trouxe maior
seletividade H3zR (> 300 vezes). Acredita-se que esta modificacdo desloca o outro
anel piperidinico para fora do bolso lipofilico H4R, como pode ser observado na
Figura 16, através da interacdo dos compostos 4 e 5 com HzR e H4R (WIJTMANS et
al., 2011).
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Figura 16: Modo de interagdo do composto 4 (atomos em roxo) no HsR (A) e H4R (B) e do composto
5 (4&tomos em laranja) no H3;R (C) e H4R (D). Reproduzido com permissdo de WIJTMANS et al.

Direitos autorais 2011 American Chemical Society.

Nota-se que os ligantes descritos até este momento apresentam em sua
estrutura o anel imidazélico. Além do previsivel potencial de inibicdo de diferentes
isoformas do CYP45p, compostos imidazélicos levam, em sua grande maioria, a
atividade agonista, possivelmente por ser uma caracteristica presente no agonista
enddégeno (histamina). Assim, esses compostos tém sido considerados pouco
interessantes como ligantes H4R e o desenvolvimento de novos ligantes néo-

imidazdlicos tornou-se mais promissor.

Entre os primeiros antagonistas H4R néo-imidazdlicos destacam-se o0s
derivados indolcarboxamidicos. Dentre eles, a indolpiperazino-carboxamida JNJ-
7777120 (6) e a benzimidazolpiperazino-carboxamida JNJ-10191584 (7) foram
descritas com boa afinidade e alta seletividade apresentando K; 20 nM (H4R) vs.
2000 nM (H3R) para JNJ-7777120 e K; 79 nM (H4R) vs. 3950 nM (H3R) para JNJ-
10191584 (FENG; HOU; LI, 2013).
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Figura 17: Antagonistas ndo-imidazoélicos do HyR.

O antagonista JNJ-7777120 (6, figura 17), foi relatado por Jablonowski et al.
(2003). Este composto apresentou interessante atividade anti-inflamatéria in vivo ao
inibir a migracdo de mastécitos induzida pela histamina em testes com
camundongos, demonstrando sua potencial utilidade no tratamento da inflamacéo
em seres humanos (TERZIOGLU et al., 2004; THURMOND et al., 2004). Estudos
também avaliaram suas caracteristicas farmacoldégicas em modelos de dermatite
atopica (MARSON, 2011). Entretanto, apesar das promissoras indicacdes, o JNJ-
7777120 (6) apresentou farmacocinética indesejavel por apresentar tempo de meia
vida curto, atribuido a rapida desmetilacdo da N-metil piperazina (MOWBRAY et al.,
2011; SAVALL et al.,, 2014). Porém, por ser considerado um ligante com alta
afinidade e seletividade, ainda é considerado um importante protétipo, sendo o mais
usado entre uma série de indolpiperazinas como referéncia de antagonista de H4R
em estudos da literatura (GAO et al., 2013; SANDER et al., 2009).

Investigacdo realizada atravées de uma série de derivados
indolcarboxamidicos, permitiu discutir a REA destes compostos. Modificacbes na
estrutura de JNJ-7777120 (6) foram feitas e levaram a obtencdo de analogos com
atividade semelhante. O trabalho mostrou que substituicbes no anel aromatico néo
conferem grandes vantagens na afinidade dos compostos. J& substituicbes em R4,
R6 ou R7 (Figura 18) levaram a afinidades semelhantes ou menores e apenas a
substituicdo em R5, por um atomo de cloro ou flaor, trouxe melhoria na afinidade
H4sR (ENGELHARDT et al., 2012).
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Figura 18: REA das indolcarboxamidas. Adaptado com permissdo de ENGELHARDT et al. Direitos
autorais 2012 Elsevier Ltd.

Os derivados indolcarboxamidicos mostraram ainda que bioisésteros do
nucleo indolico, como os nucleos benzimidazolico, benzofurénico e benzotiofénico,
sdo tolerados. O anel piperazinico ndo € essencial, ja que compostos com boa
afinidade contendo outros bioisdsteros ja foram descritos. Entretanto, a piperazina
tem proporcionado melhores atividades, especialmente com o substituinte metila.
Em geral, € observado que a metila € o grupo que leva a maior afinidade quando
presente no nitrogénio basico. Jablonowski et al. (2003) sugerem que para manter a

poténcia menor que 100 nM a substituicdo deve ser limitada a metila.

Lane et al. (2012) relataram ligantes analogos das indolpiperazino-
carboxamidas publicadas por Venable et al. (2005) com alta afinidade pelos H4Rs.
Entre os analogos inddlicos, benzimidazélicos e azainddlicos foram observadas
certas diferencas na atividade. Compostos azainddlicos demonstraram reducdo na
atividade em relac&o aos inddis (ver compostos 8 e 9, figura 19), sugerindo que pelo
fato do anel azainddlico ser menos rico em elétrons, este pode impactar em provavel
interagdo Tr-stacking que o ligante fagca com o receptor. Assim, como publicado por

outros pesquisadores, o0 nucleo central é considerado elemento farmacoforico.

A substituicdo da piperazina por outro grupo basico também foi explorada e a
introduc&o do octaidropirrol[3,4-c]pirrol trouxe boa afinidade. Essa diamina mimetiza
a conformacdo e consequente interagdo da piperazina com o H4R. Assim como na

piperazina, a metila parece ser o melhor substituinte nesta porcédo basica, pois a
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desmetilacdo também levou ao decréscimo da atividade. Os anélogos
benzimidazodlicos também n&o produziram a poténcia alcangada pelos indélicos. No
entanto, dentre a série de benzimidazois, destacou-se o composto 10, que
apresentou reduzida estabilidade metabdlica in vitro. Analogos que possuem
amidinas no lugar da amida demonstraram melhor poténcia com aumento cerca de 5
vezes em relacdo as amidas correspondentes. Objetivando contornar a inadequada
farmacocinética do JNJ-7777120, as amidinas benzimidazolicas foram preparadas e
avaliadas, sendo o composto 11 (Figura 19) o de melhor afinidade e seletividade (K;
9,5 nM para H4R e K; 3090 para H3R). Em contrapartida, apresentou efeitos proé-
inflamatorios e diminuicdo na contagem de reticuldcitos, além de seletividade para o
receptor serotoninérgico 5-HT3 (LANE et al., 2012; MOWBRAY et al., 2011).

o] 0 F N 0 F N NH
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Figura 19: Andlogos das indolpiperazino-carboxamidas.

Com as diversas informacdes que sdo frequentemente publicadas, muitos
padrées estruturais de ligantes para maior seletividade H4R foram planejados e
descritos. Dentre eles, podem-se citar os compostos quinoxalinico 12 e quinazolinico
VUF10214 (13) (Figura 20). O ligante 12 apresentou pK; 8,31 e potente atividade
agonista inversa de H4R (a = -1,64) (SMITS et al., 2010). J4 o composto VUF10214
(13), apresentou certa seletividade pelo H4sR (Ki 6 nM) e atividade anti-inflamatoria

em modelo de edema de pata induzido por carragenina (SMITS et al., 2008).
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Figura 20: Outros ligantes do H4R.

Compostos 2-aminopirimidinicos com atividade antagonista H4sR também
foram publicados e tém sido considerados ligantes promissores. Ao realizar
sobreposicao estrutural de dois compostos (JNJ-7777120 (6) e 14), Savall et al.
(2011), observaram que estes possuiam conformacdes semelhantes a partir do
alinhamento da carbonila e piperazina de JNJ-7777120 (6) com o nitrogénio
pirimidinico e a piperazina de 14 (Figura 21). Deste estudo, destacou-se o JNJ-
40279486 (15) que apresentou adequado perfil farmacocinético com atividade em
modelos de asma e atividade anti-inflamatéria confirmada por presenca de celulas

inflamatorias em lavagem pulmonar de camundongos.

Figura 21: Sobreposi¢do dos compostos JNJ-7777120 (6) e 14. Reproduzido com permissao de
SAVALL et al. Direitos autorais 2011 Elsevier Ltd.

Outros analogos 2-aminopirimidinicos também foram descritos e explorados,
como PF-3893787 (16) e UR-63325 (17, figura 22). O composto PF-3893787

apresentou meia-vida de 7 horas apos doses entre 7 e 20 mg em ratos e macacos.
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Além disso, demonstrou inibir totalmente de a mudanca de formato de eosinofilos
com uma concentragdo de 30 nM, enquanto o JNJ-7777120 (6) necessitou de 300
nM para inibicdo apenas parcial (MOWBRAY et al., 2011). Ja o UR-63325 (17) foi
aprovado em fase | da pesquisa clinica com significativa seguranca e progrediu para
fase Il com indicacao para rinite alérgica (SALCEDO; PONTES; MERLOS, 2013).

Anélogos 6-alquilados das 2-aminopirimidinas também foram sintetizados e
avaliados. Partindo-se da simiaridade entre as 2-aminopirimidinas e
indolcarboxamidas, e diante da observacdo que a saturacdo do anel aroméatico
benzénico das indolcarboxamidas levou a manutencédo da atividade, Savall et al.
(2014), propuseram uma série de 6-alquil-2,4-diaminopirimidinas e avaliaram a
atividade antagonista H4R. Observou-se que os grupos 6-alquil foram bem tolerados
e como previamente definido em JNJ-7777120 (6), o grupo N-metilpiperazina leva a
instabilidade metabdlica. Todavia, derivados (R)-3-aminopirrolidinicos mostraram-se

mais estaveis em ensaios in vitro.

Dentre esses andélogos, o JNJ-39758979 (18) demonstrou atividade
antagonista H4R com alta afinidade (K; 12,5 nM), mas baixa seletividade frente aos
outros receptores histaminérgicos. Estudos tém demonstrado a contribuicdo do H4R
no prurido induzida pela histamina. O JNJ-39758979 inibiu a resposta pruridogénica
em doses de 5 a 20 mg/kg em camundongos, além de indicacdo pré-clinica para
modelos de artrite em ratos. Em suma, demonstrou eficdcia em modelos animais de
doencas inflamatérias e atingiu a fase Il da pesquisa clinica com indicacdo para
asma e dermatite atopica. No entanto, os estudo foi abortado pois observaram-se

reacoes adversas graves (agranulocitose) (SAVALL et al., 2014).
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Figura 22: Ligantes histaminérgicos H, que seguiram para pesquisa clinica.
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Por fim, a presenca da carbonila também foi avaliada. Inicialmente,
acreditava-se que esse grupo exercia importante contribuicdo para a atividade
(VENABLE et al., 2005). Todavia Lee-Dutra et al. (2006) propuseram compostos
benzimidazolicos substituidos com grupos 2-(alquilamino)arilicos no lugar do grupo
2-carboxamida. Esses analogos demonstraram variadas afinidades (K; entre 1 e 250
nM), demonstrando que o grupo 2-carboxamida ndo € essencial na interagdo com o
H4R.

Embora nenhum composto tenha ainda sido introduzido na terapéutica até o
momento, varios grupos de pesquisa tém concentrado esfor¢cos para a obtencao de

novos ligantes H4R, sendo atualmente uma area de intensa investigacao.

De acordo com trabalho publicado recentemente por Schultes et al. (2013), é
possivel propor um modelo farmacoférico para interacdo com o H4R, podendo ser
definido como: (1) grupo basico (protonavel em pH fisioldgico) para interacdo com
Asp94 e/ou Glu182; (2) grupo aromatico central para interagdo tipo 1-stacking com
aminoécidos tirosina; (3) sitio lipofilico para interacdo com regifes hidrofébicas entre
os dominios TM3 e TM6. Porém, alguns ligantes com alta poténcia e boa
seletividade, como o clobenpropite e o JNJ7777120, ndo se enquadram nesta
proposta de farmacoforo (FENG; HOU; LI, 2013). Desta maneira, o farmacoforo
pode ainda ser considerado indefinido e distintas caracteristicas estruturais

necessitam serem exploradas.

2.4  Planejamento e desenvolvimento de farmacos

Farmacos séo substancias quimicas de constituicdo definida com
propriedades farmacoterapéuticas, ou seja, que modificam ou interferem no sistema
fisiopatoldgico de maneira especifica. Para que atinja tal objetivo, € necessario que
este chegue ao local de acdo de maneira apropriada (BRUNTON et al., 2010). Para
facilitar o entendimento dos processos envolvidos, a acdo de um farmaco pode ser
didaticamente dividida em trés fases: fase farmacéutica, fase farmacocinética e fase
farmacodinamica (PEREIRA, 2007).
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Na fase farmacéutica ocorre a desintegracdo da forma farmacéutica e
dissolucdo da substéncia ativa. Nesta fase a solubilidade € uma propriedade valiosa.
Para que o farmaco possa ser transportado pelos compartimentos biologicos é
necessario acima de tudo que ele esteja solivel na biofase (BARREIRO; FRAGA,
2008; BRUNTON et al.,, 2010). A fase farmacocinética esta relacionada com os
processos de absorcéo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME), onde ainda
pode-se incluir a toxicidade (ADMET). Nesta fase, o coeficiente de particdo n-
octanol/agua, grau de ionizacdo e massa molecular sdo propriedades primordiais a
serem consideradas, ja que para o farmaco exercer seus efeitos, deve ser capaz de
atravessar diversas barreiras bioldégicas. Em geral, farmacos mais lipofilicos
difundem mais facilmente por barreiras lipidicas pouco polares, bem como as formas
nao-ionizadas e de menor massa molecular (LIMA, 2007; WERMUTH, 2008).

A Ultima fase de acédo, a fase farmacodindmica, esta correlacionada com a
afinidade do farmaco com seu alvo e consequente efeito terapéutico (PEREIRA,
2007). Desta forma, o ligante deve apresentar caracteristicas estruturais
complementares as do seu alvo molecular. O conjunto dessas carateristicas é
denominado “grupo farmacoférico”, e neste conceito podem ser incluidas
propriedades estéricas, eletronicas e hidrofébicas essenciais a adequada atividade
farmacolégica (WERMUTH et al., 1998; BARREIRO; FRAGA, 2008). Os grupos
restantes da molécula sdo chamados de auxoféricos, pois estes podem interagir
com o alvo molecular, entretanto ndo sdo necesséarios para a interacdo (SILVA,

2013).

2.4.1 Descoberta de moléculas biologicamente ativas

Os consideraveis avancos cientificos tornaram possiveis a descoberta de
importantes inovacdes terapéuticas. Assim, objetivando encontrar novos agentes
terapéuticos Uteis, muitos compostos sdo pesquisados e ensaiados continuamente
(GUIDO; ANDRICOPULO; OLIVA, 2010).

Por muito tempo, a base do tratamento das doencgas consistia na descoberta
de substancias de origem natural. Até 1930, os farmacos introduzidos na terapéutica

provinham, em sua maioria, dessa fonte e continuam com utilidade na pratica clinica.
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Por exemplo, do Opio, resina obtida a partir da Papaver somniferum (papoula),
isolou-se a morfina, primeiro analgésico opibide utilizado terapeuticamente. A partir
da mesma planta, outros farmacos foram obtidos como a codeina e a papaverina
(Figura 23) (LEMKE et al., 2012).

codeina morfina papaverina

Figura 23: Morfina e outros alcaldides isolados do 6pio.

Outro farmaco de importancia histérica é a tubocurarina (Figura 24). Alcaléide
tetraidroquinilinico extraido da planta Chondrodendron tomentosum, com ac¢ao
bloqueadora nos receptores nicotinicos, foi a base para o desenvolvimento de outros
compostos como o pancurbnio e atracurio (BARREIRO; FRAGA, 2008), utilizados
como agentes auxiliares na anestesia cirargica para obter o relaxamento da
musculatura esquelética (BRUNTON et al., 2010).

(6]
O pancurénio
tubocurarina
(e}
~
~ O @) 0O
© \/\”/ NN \/\/
~o ‘
(@] atracUrio

Figura 24: Bloqueadores dos receptores nicotinicos.
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Além da triagem por produtos naturais, fatores circunstanciais (acaso)
representaram um importante fator na descoberta de novos farmacos. Um exemplo
classico encontrado ao acaso foi a penicilina, molécula com propriedades
antibacterianas. Observou-se que um determinado fungo do género Penicillum
produzia uma substancia capaz de inibir processos vitais de outros organismos
(CRAGG; NEWMAN, 2013). ApGs seu isolamento e caracterizacéo, a penicilina foi o

primeiro antibidtico a ser introduzido na terapia antimicrobiana.

De forma empirica, diversas classes importantes de farmacos foram inseridas
na terapéutica, como os benzodiazepinicos, que foram provenientes de resultados
inesperados de sinteses planejadas. Na busca por novos antidepressivos e
acreditando que o procedimento sintético era adequado, um pesquisador da Roche
iniciou investigacbes acerca do nudcleo benzo-heptodiazinico. Entretanto, ao
desenvolver a rota sintética planejada observou-se que o produto formado nao
correspondia ao intermediario oxo-quinazolinico (l) pretendido e sim um composto
benzodiazepinico (Ill) (BARREIRO; FRAGA, 2008). A partir deste, outros compostos
foram sintetizados dando origem a farmacos hipnéticos, sedativos e ansioliticos

como o diazepam e lorazepam (Figura 25) (LEMKE et al., 2012).
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Figura 25: Desenvolvimento dos benzodiazepinicos.
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Outro meio de descoberta de farmacos provém da observacao de possiveis
indicacbes para outras doencas que ndo aquela inicialmente pretendida. Um
exemplo foi a descoberta da clorpromazina. Ao utilizar a prometazina (agente anti-
histaminico fenotiazinico) em alguns pacientes, notou-se que além dos efeitos
esperados como anti-histaminico, causava também efeito tranquilizante. Baseando-
se nesta observacdo, posteriormente Paul Charpentier sintetizou a clorpromazina
com objetivo de otimizar os efeitos no SNC (Figura 26). Esta molécula foi testada
com sucesso em pacientes psicéticos e passou a ser utilizada para abrandar o

comportamento agressivo e controlar outros sinais (WERMUTH, 2008).

\N/ /N
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Figura 26: Descoberta da clorpromazina a partir da prometazina.

O estudo do metabolismo representa também uma alternativa para a
descoberta de novos compostos bioativos. O metabolismo de farmacos compreende
a transformacdo quimica destes em derivados mais hidrofilicos para facilitar a
eliminacao através da urina (WERMUTH, 2008). Para tal, ocorrem uma série de
reacdes enzimaticas que modificam estruturalmente a molécula e geram produtos
que podem ser ativos, e assim farmacos podem ser obtidos (PEREIRA, 2007). Pode-
se tomar como exemplo a descoberta da hicantona, analogo da lucantona (anti-
helmintico da classe das tioxantonas). Em 1965, verificou-se que o fungo Aspergillus
scleroticum oxidava a posi¢do benzilica da lucantona, produzindo o alcool benzilico
correspondente (principal metabdlito hepético), nomeado hicantona (Figura 27). Esta
demonstrou em ensaios in vivo ser mais potente que seu precursor, representando
um recurso terapéutico para o combate a esquistossomose (BARREIRO; FRAGA,
2008).
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Figura 27: Obtencéo da hicantona a partir da lucantona.

Apesar dos meios de descoberta de farmacos de origem natural terem sido
amplamente utilizados por muitos anos e contribuido para a introdugéo de diversos
farmacos na terapéutica, os produtos naturais geralmente contém substancias com
estruturas muito complexas dificeis de serem isoladas, purificadas e identificadas
(MONTANARI; BOLZANI, 2001). Aliado ao grande avanco da quimica
(especialmente da quimica organica), as moléculas bioativas podem também ser
obtidas através de origem sintética, sendo atualmente a principal origem da maioria
dos farmacos (BARREIRO; FRAGA, 2008).

O processo de descoberta de farmacos teve uma grande mudanca entre os
anos 1950 e 1980, a partir do uso de estratégias de modificacdo molecular. Os
principios racionais da otimizacdo de compostos protétipos teve inicio principalmente
com o desenvolvimento do bioiosterismo, aliado ao avanc¢o da biologia molecular e

melhor compreenséo das caracteristicas do alvo molecular (LIMA, 2007).

O planejamento de farmacos compreende uma série de processos gque visam
descobrir novas substancias bioativas com potenciais aplicacdes terapéuticas
(BARREIRO; FRAGA, 2005; LIMA, 2007). Em suma, deve-se planejar farmacos que
apresentem acdo farmacologica especifica. Esta estratégia € utilizada para a
obtencdo de moléculas que alcancem os efeitos desejaveis, objetivando melhorar
suas caracteristicas e serem aceitas clinicamente (VISTOLI; PEDRETTI; TESTA,

2008).

Inicialmente s&o identificados compostos de baixa poténcia, afinidade e
seletividade que serédo otimizados para alcance de propriedades farmacodinamicas

e farmacocinéticas apropriadas. Para isso, sdo consideradas caracteristicas
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estruturais que influenciam tais propriedades e que devem ser atribuidas no
planejamento (FERNANDES, 2012). O protétipo pode ser planejado a partir do alvo
farmacoldgico, baseado na biomacromolécula envolvida no mecanismo
fisiopatoldgico, ou atraves da estrutura de ligantes conhecidos (SILVA, 2013). Em
muitos casos, 0 uso das duas abordagens pode fornecer informagbes valiosas
devido a complementariedade de dados coletados (GUIDO; ANDRICOPULO;
OLIVA, 2010).

As moléculas que se destacarem serdo selecionadas e otimizadas, levando
ao desenvolvimento de novas entidades quimicas (new chemical entity — NCE),
Estas, ao apresentarem atividade biologica desejada, podem ser submetidas a
ensaios pré-clinicos e clinicos, e se tornarem promissoras candidatas & farmacos
(BARREIRO, 2002; VISTOLI, PEDRETTI, TESTA, 2008).

2.4.1.1  Otimizacado de compostos

Apesar de algumas moléculas apresentarem atividade farmacologica,
geralmente ndo possuem poténcia adequada e assim a sua estrutura basica deve
ser submetida a subsequentes modificacfes estruturais, com o objetivo de otimizar a
atividade biologica. Uma das estratégias empregadas é a modificacdo molecular, em
qgue de forma planejada, processos como simplificacdo molecular, variacdo de
substituintes, de espacantes e de flexibilidade conformacional, além do
bioisosterismo, possibilitam a construgdo de um modelo farmacoférico e
determinacdo da sua relacdo entre estrutura quimica e atividade bioldgica (LIMA,
2007; PATRICK, 2009; SILVA, 2013). Desta maneira, é possivel sintetizar e testar
inUmeros analogos, facilitando o planejamento de novos compostos bioativos (LIMA,
2007).

e Simplificagdo molecular

A simplificagdo molecular permite a obtengdo de compostos estruturalmente
mais simples em relacdo ao seu prototipo. Seu principal objetivo é retirar
informacgdes sobre a estrutura minima requerida para interacédo do ligante com o alvo

farmacolégico (PATRICK, 2009). Esta técnica foi inicialmente utilizada para otimizar
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produtos naturais com objetivo de definir seus grupos farmacoféricos. Como
exemplo, tem-se a mefloquina (figura 28). A partir da modificagdo do anel rubanico
por um anel piperidinico presente na estrutura da quinina (BARREIRO, 2002), uma
molécula isolada de Cinchona ledgeriana, obteve-se a mefloquina (BARREIRO;
BOLZANI, 2009). Atualmente, além da aplicacdo em estruturas de origem natural é
largamente utilizada também em compostos sintéticos, conservando racionalmente

as unidades farmacofadricas.
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Figura 28: Obtencéo da mefloquina pelo processo de simplificagdo molecular.

Um exemplo classico de simplificacdo para compostos sintéticos pode ser
observado no desenvolvimento do zomepiraco (anti-inflamatério néo-esteréide -
AINE). Este composto foi planejado a partir da indometacina (Figura 29), que
apresentava efeitos adversos no SNC (BARREIRO, 2002) como tonturas, sonoléncia
e dores de cabeca (HEGEMAN et al.,, 2013). A mudanca do grupo inddlico

(responsavel por tais efeitos) resultou no zomepiraco (BARREIRO, 2002).
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Figura 29: Obtencédo do zomepiraco pelo processo de simplificagdo molecular.
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e Variacao de substituintes

O intuito primordial da modificacdo de substituintes € identificar na estrutura
do ligante a influéncia de cada grupo na REA. Uma das abordagens utilizadas é a
substituicdo isostérica (PATRICK, 2009).

Langmuir definiu o isosterismo quimico como um processo de substituicdo de
um atomo ou grupo de &tomos com outro que apresente a mesma estrutura
eletrébnica e propriedades fisico-quimicas. Em 1932, este conceito foi ampliado e
Erlenmeyer descreveu isdsteros como atomos, ions e moléculas nos quais a
camada periférica de elétrons pode ser considerada idéntica. Para esta definicéo,
baseou-se na regra do hidreto desenvolvida por Grimm em 1925. Esta regra
estabelece que a adicdo de um atomo de hidrogénio, fornece um pseudo-atomo com
similares propriedades fisico-quimicas daqueles pertencentes na coluna (familia)
posterior da tabela periddica (Figura 30) (BARREIRO; FRAGA, 2008; WERMUTH,
2008).
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Figura 30: Regra do hidreto de Grimm (BARREIRO; FRAGA, 2008).

Utilizando o conceito isosterismo para moléculas biologicamente ativas,
Friedman em 1951 propds os chamados bioisésteros. Desta forma, o termo
bioisosterismo é empregado para descrever substancias que sao estruturalmente
relacionadas e apresentam propriedades biolégicas semelhantes (BARREIRO;
FRAGA, 2008; WERMUTH, 2008).

Em 1970, Burger dividiu os bioisosteros em duas classificagdes: bioisosteros
classicos e bioisosteros nao-classicos. Os bioisésteros classicos atendem as
definicbes de Grimm e Erlenmeyer, ou seja, possuem atomos ou sub-unidades

estruturais que apresentam a mesma distribuicdo eletronica. Ja os bioisdsteros nao-
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cldssicos séo representados pelos grupos que ndo possuem as mesmas
caracteristicas eletrbnicas, mas sim as mesmas caracteristicas estéricas produzindo
atividade biolégica similar (BARREIRO; FRAGA, 2008).

Um exemplo classico de bioisosterismo é a variagdo de anéis ou também
denominado equivalentes anelares. Por exemplo, no planejamento dos antagonistas
H. (antiulcerogénicos) a partir da cimetidina (Figura 31), a mudanca do anel imidazol
presente na cimetidina levou ao desenvolvimento de farmacos com menos efeitos
adversos e maior poténcia (PATRICK, 2009). Farmacos como a ranitidina e
famotidina demonstraram que outros anéis isosteros ao anel imidazol da cimetidina,
como o furano presente na ranitidina e o tiazol encontrado na famotidina,
apresentam reduzido efeito inibidor sobre as enzimas do CYP4sp, diminuindo as
reacfes adversas provocadas pela sua inibicdo (NELSON, 2012). Além disso, a
ranitidina e a famotidina sao, respectivamente, 10 e 30 vezes mais ativas que a
cimetidina (PATRICK, 2009).
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Figura 31: Desenvolvimento de novos antagonistas H, pelo processo de bioisosterismo.

Outro exemplo usual é variacdo de substituintes alquila. Diferentes grupos
alquila como metila, etila, propila ou isopropila, podem possibilitar a interacdo com
sitios lipofilicos no alvo, ou ainda alterar o volume do ligante e levar a diferentes
seletividades (PATRICK, 2009).
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e Extensao ou contracdo de espagantes

A extensdo ou contracdo de espacantes envolve o aumento ou reducdo da
distancia entre grupos presentes na estrutura, permitindo obter a distancia
necesséria para a correta interagdo do ligante com o alvo. Além disso, € possivel
gue determinados grupos funcionais facam interaces adicionais com sitios que o
préprio ligante enddgeno nao era capaz , além de ligacdo com alvos especificos que
anteriormente ndo possuia seletividade (BARREIRO; FRAGA, 2008; PATRICK,
2009).

Pode-se citar como exemplo desta abordagem o desenvolvimento de
derivados bis-aminoacridinicos com atividade antimalarica. A resisténcia a
cloroquina, farmaco eficaz no tratamento da malaria, levou ao desenvolvimento de
outros ligantes (WERMUTH, 2008). Derivados bis-aminoacridinos demonstraram
diferentes perfis de atividade antiparasitaria para varios protozoarios (Plasmodium
falciparum, Trypanosoma brucei, Trypanosoma cruzi e Leishmania infantum)
dependendo do comprimento do ligante entre os anéis heterociclicos. Um dos
derivados bis-aminoacridinicos com espacante de 3 carbonos (Figura 32)
demonstrou particularmente atividade contra P. falciparum com ICsy de 17 nM
(GIRAULT et al., 2000).

derivado bis-acridinico

Figura 32: Derivado bis-acridinico desenvolvido para o tratamento da malaria.

A técnica de extensdo ou contracdo de espacantes pode ainda, ser aplicada

em sistemas anelados. Ao expandir ou contrair um anel, os grupos de ligacéo
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podem se encontrar em diferentes posicdes e conduzir a melhores interacées com o
sitio de ligagdo (PATRICK, 2009).

e Aumento ou reducao da flexibilidade

A restricdo conformacional pode permitir o aumento da seletividade de um
determinado ligante pelo alvo, facilitando assim, a identificacdo dos grupos
essenciais (farmacoforo) ou ndo essenciais (auxoforo) para a interagdo. Por outro
lado, maior flexibilidade conformacional pode proporcionar melhor encaixe com o
sitio de ligacdo. A reducdo do grau de liberdade conformacional € obtida,
normalmente, através de adicdo de duplas ligagcbes ou fechamento de anéis. Ja o
oposto, abertura de anéis e retirada de duplas ligacdes, favorecem uma maior
liberdade conformacional a molécula (WERMUTH, 2008). Um exemplo que pode ser
utilizado para ilustrar trata-se do derivado triazolotieno-1,4-diazepinico denominado
WEB-2170 com propriedades antitromboticas. Este foi originado a partir da anelacéo
do WEB-2086 (Figura 33). Mesmo nao sendo utilizado terapeuticamente, apresentou
melhor valor de ICsp (0,55 pM) em comparacdo com o seu protétipo (ICso de 0,7 uM)
(BARREIRO; FRAGA, 2008).

Cl

WEB-2086 WEB-2170
Figura 33: Planejamento do composto WEB-2170 a partir do WEB-2086.

Deste modo, modificacbes moleculares permitem diversas variacdes em um
composto prototipo para obtencédo de novos derivados terapeuticamente Uteis. Tais
processos trazem a vantagem de obtencdo de compostos com a mesma agao

terapéutica pretendida, contudo com melhor previsdo dos perfis farmacocinéticos e
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farmacodinamicos. A necessidade de novas moléculas biologicamente ativas tem
levado pesquisadores a utilizarem extensivamente diversos métodos de modificagdo

molecular para atingir tal objetivo.




3 OBJETIVOS E JUSTIFICATIVA

3.1 Objetivos

A vista do potencial terapéutico que ligantes do Hs;R apresentam e diante a
experiéncia de nosso grupo na sintese de compostos heterociclicos, objetivou-se
sintetizar 1-(2-(2,3-diidrobenzofuranil)metil)piperazinas inéditas e avaliar a atividade
ligante em receptores histaminérgicos H4, bem como em receptores histaminérgicos
Hs, para analisar o indice de seletividade frente aos dois receptores e obter

compostos com o maior indice de seletividade H4R.

O planejamento de tais compostos foi baseado em semelhangas estruturais
presentes em ligantes relatados em literatura e caracteristicas farmacoféricas
descritas anteriormente. As estruturas e as semelhancas dos compostos planejados

e 0s compostos relatados na literatura sdo mostradas na Figura 34.

Compostos ligantes H,R relatados em literatura

ENGELHARDT et al., 2012 ALTENBACH etal., 2008 COWART etal., 2004

LINS01001 LINS01003 LINS01004 LINS01005

Figura 34: Compostos ligantes H,4R reportados em literatura e os planejados.
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Os requisitos considerados no planejamento dos compostos acima propostos
encontram-se esquematizados na figura 35. Através destes, pretendeu-se avaliar

alguns pontos especificos, descritos a seguir:

Substituicoes para
interacoes

adicionais
Aceptor de ligacédo @
de hidrogénio? Ry

N < Interag&o com Asp94 (3,32)

V()

G Interagcdo com Glu182 (5,46)?

Influéncia na
atividade?

Figura 35: Caracteristicas consideradas para o planejamento dos compostos.

(1) Presenca do grupo basico (amino) para interacdo com Asp94 (3.32)

O aminoacido Asp94 (3.32), presente em todos os receptores de aminas €
considerado essencial para a adequada interacdo com HyR.

(2) Papel do heteroatomo como doador ou aceptor de ligacao de hidrogénio

Muitos ligantes do H4R apresentados em literatura possuem um anel
aromatico heterociclico, geralmente representado pelo nitrogénio presente em
compostos inddlicos ou benzimidazélicos. E proposto que o nitrogénio interage com
0 aminoacido Glul82 (5.46) como doador de ligacdo de hidrogénio. Uma vez que 0s
compostos propostos neste trabalho ndo possuem o nitrogénio (apresentam o
oxigénio em suas estruturas) almeja-se avaliar o papel do heteroatomo como doador

ou aceptor de ligacao de hidrogénio.
(3) Nitrogénio piperazinico para interacdo com Glul182 (5.46)
E proposto que o nitrogénio indodlico realiza uma interacdo de hidrogénio com

0 aminoacido Glul82 (5.46). Entretanto, nossos compostos apresentam um segundo

nitrogénio basico no grupo piperazina, protonavel em pH fisiolégico, e assim
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podendo realizar a mesma interacdo. Como nas indolcarboxamidas esse nitrogénio

nao é basico, o papel envolvido na interacdo com o alvo pode ser diferente.
(4) Interag&o do grupo carbonila como aceptor de ligagédo de hidrogénio

Alguns ligantes, como as indolcarboxaminas, apresentam um grupo carbonila
em sua estrutura e este grupo pode interagir como aceptor de ligacdo de hidrogénio.
Os compostos propostos neste trabalho ndo apresentam a carbonila, assim mantem
a caracteristica basica do nitrogénio piperazinico. Desta forma, pretende-se avaliar
se a carbonila possui papel essencial na interacdo com Hs;R ou se é apenas um

grupo auxoférico, como proposto por Christopher, Thangam e Suresh (2012).
(5) Influéncia de R; perante propriedades hidrofébicas e/ou estéricas

Com os substituintes ligados ao N*-piperazinico (R;) objetiva-se avaliar se
caracteristicas hidrofébicas e/ou estéricas influenciam na interacdo dos ligantes com

possiveis sitios hidrofébicos presentes no receptor.
(6) Auséncia da aromaticidade do heterociclo

Pretende-se por fim, analisar a influéncia da aromaticidade do heterociclo,
pois 0s compostos enunciados até 0 momento na literatura apresentam propriedade
aromatica. Recentemente, foi verificado que ndo € necesséario um nucleo aromatico

biciclico para a interagdo com H4R (SAVALL et al., 2014).

Os objetivos especificos deste trabalho consistem em:

a) Desenvolver metodologias sintéticas para obtencdo dos compostos 1-(2-(2,3-
diidrobenzofuranil)metil)piperazinicos;

b) Otimizar os procedimentos sintéticos para obtencdo de rendimentos
satisfatorios e pureza adequada para 0s ensaios bioldgicos;

c) Avaliar os compostos finais propostos obtidos através de ensaios de binding

nos receptores histaminérgicos Hy e Hs;
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d) Avaliar possiveis relacdes estrutura-atividade dos compostos planejados para

tais receptores.

3.2 Justificativa

A histamina € uma das mais importantes aminas biogénicas mediadora de
diversas acfes fisiologicas. Encontrada em uma enorme variedade de células esta
envolvida em processos como a inflamacédo, reacbes de hipersensibilidade
(CAMELO-NUNES, 2006), producdo da secrecao gastrica e numerosas fungdes no
sistema nervoso central (ZIMMERMANN et al., 2011).

Farmacos ligantes dos receptores histaminérgicos sao utilizados na pratica
clinica durante muitos anos. Com a descoberta de um novo receptor histaminérgico
(o receptor H4), o interesse no desenvolvimento de novos ligantes capazes de

interagir com esses receptores cresceu continuamente.

Expresso em células de origem hematopoiética como mastocitos, mondcitos,
eosindfilos, células dendriticas e linfécitos T (THURMOND, GELFAND, DUNFORD,
2008), estudos foram publicados relatando interessante papel do receptor
histaminérgico H, na resposta inflamatoéria e imunoldgica, e consequentemente, na
fisiopatologia de diversas doencas autoimunes e inflamatérias (ZAMPELI,
TILIGADA, 2009; GUTZMER et al., 2011; MARSON, 2011; GLATZER et al., 2013).

O processo inflamatorio esta envolvido em diversas condi¢cdes fisiopatoldgicas
(GILROY; MAEYER, 2015) que engloba diferentes processos do sistema
imunolégico. Pode ocorrer por distintas maneiras e variados mediadores pro-
inflamatorios séo liberados (DINARELLO, 2010), como histamina, prostaglandinas,
tromboxanos, leucotrienos (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009) e citocinas
(LEE; SURH, 2012). Este processo ocorre na tentativa de combater o agente
invasor, remover 0s metabolitos e promover o reparo tecidual (O'CONNOR,;
NICHOL, 2015). Usualmente, o tratamento para as doencas inflamatdrias € realizado
com farmacos anti-inflamatorios subdivididos em duas classes: corticosterdides e
anti-inflamatérios ndo-esterdides (AINEs) (COUTINHO; MUZITANO; COSTA, 2009).
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Os AINEs atuam através da inibicdo das isoenzimas ciclooxigenases (COX-1
e COX-2) e consequente reducédo da biossintese de prostaglandinas (PALKAR et al.,
2014). Uma importante limitacdo deste alvo farmacoldgico consiste na frequente
presenca de efeitos adversos, como modificacbes na hemodinamica glomerular,
hepatotoxicidade (KUMMER; COELHO, 2002), nefrotoxicidade e principalmente
alteracdes gastrintestinais (LAGES et al., 1998). Além disso, o uso a longo prazo de
alguns inibidores seletivos de COX-2 demonstrou complicacbes cardiovasculares e

atraso na cicatrizacao de Ulceras gastroduodenais (HUSAIN et al., 2015).

Ja os corticosteréides atuam por inibir a fosfolipase A,, responsavel pela
liberacdo do &cido araquidbnico, através da inducdo da sintese de um grupo de
proteinas, as anexinas (ou lipocortinas) (CARVALHO; LEMONICA, 1998). Reacdes
adversas podem também ser observadas, como linfocitopenia, monocitopenia e
eosinopenia (FAICAL; UEHARA, 1998). Os efeitos adversos podem ser agravados
gquando seu uso é continuo. Estudos demonstram que o uso prolongado de
corticosterdides pode levar a resisténcia insulinica, intolerancia a glicose e alteracao
na composicdo Ossea, podendo desenvolver osteoporose (COOPER; SEIBEL;
ZHOU, 2015).

A vista dos variados efeitos adversos apresentados pelos anti-inflamatérios
classicos, o desenvolvimento de novos anti-inflamatérios com distinto mecanismo de
acdo é considerado uma importante estratégia devido ao impacto terapéutico para
pacientes que sofrem de doencas inflamatorias.

Assim, diante das funcbes exercidas pelos H4Rs, ligantes destes
(antagonistas ou agonistas inversos) podem ter futura aplicacdo como anti-
inflamatérios e imunomoduladores, para o tratamento de doencas como, doenca
inflamatoria intestinal, doenca alérgica gastrintestinal, artrite e outras doencas
inflamatorias crbénicas. Particularmente, para as patologias que possuem sintomas
resistentes aos anti-histaminicos ja existentes, como a asma e o prurido relacionado
a dermatite atépica e urticaria cronica (PAPIRIS et al., 2009; DAUGHERTY, 2004;
YAMAURA et al., 2013). Desta forma, a pesquisa para obtencédo de novas moléculas

ligantes desses receptores merece atencgéao.




4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material
4.2.1 Reagentes e vidrarias

Os reagentes e solventes utilizados foram obtidos de fornecedores padroes e
quando necessério os solventes foram purificados de acordo com métodos usuais.

As vidrarias utilizadas foram de uso comum de quimica basica e sintese organica.

Para os ensaios de binding alguns materiais foram obtidos de fornecedores
especificos, sendo: [*H]-histamina (American Radiolabeled Chemicals); dibromidrato
de (R)(-)-a-metil-histamina, dicloridrato de 4-[(3R)-3-amino-pirrolidin-1-il]-6,7-diidro-
5H-benzo[6,7]ciclohepta[l,2-d]pirimidin-2-ilamina  (A-943931) e dicloridrato de
histamina (Tocris Bioscience); liquido de cintilacdo Ecolume (MP Biochemicals);
membranas de células CHO expressando os receptores H, e Hz humanos (Perkin-
Elmer).

As cromatografias em coluna foram realizadas usando silica-gel 60 (230-400
mesh ASTM). As andlises de CCD (cromatografia em camada delgada) foram

executadas com placas de gel de silica, utilizando luz ultra-violeta para visualizacéo.

4.2.2 Equipamentos

e Contador de cintilagées 6500 (Beckman)

e Cromatégrafo gasoso acoplado a detector de massas (CG-MS)
QP5050 A (Shimadzu)

e Cromatoégrafo liquido acoplado a espectrémetro de massas de alta
resolucao (LC-MS) (Bruker)
e Distribuidor Deposit & Dispenser BK-36 (Brandel)

e Espectrometro de RMN DPX300 operando a 300 MHz (*H) e 75 MHz
(*3C) (Bruker)

e Evaporador rotativo R-210 ( Btichi)
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e Harvester MB-36T (Brandel)
e Lavadora ultrassbnica de 40kHz com banho termostatizado Q1.8140A
(Eco-sonics)

4.2 Método

4.2.1 Planejamento sintético dos compostos

O Esquema 1 mostra a rota sintética para as 1-(2-(2,3-

diidrobenzofuranil)metil)piperazinas.

LINS01001  LINS01004 NH

(\
HN HN\)
NG .

LINS01003 LINS01005

Esquema 1: Rota sintética para obtencdo dos compostos planejados.

A preparacdo dos compostos 1-(2-(2,3-diidrobenzofuril)metil)piperazinicos
planejados consiste, inicialmente, na obtencdo do produto 2-(iodometil)-2,3-
diidrobenzofurano (19). Este foi obtido a partir da ciclizacdo do 2-alilfenol utilizando
iodo conforme metodologia publicada por Pancote et al. (2009), fornecendo o nucleo
diidrofuranico iodometilado. Posteriormente, o produto iodociclizado teve seu
halogénio substituido, por substituicdo nucleofilica bimolecular, para chegar aos
compostos finais (ALCAIDE; ALMENDROS; ALONSO, 2003).

Os derivados com os substituintes metila (LINS01003) e fenila (LINS01005)
ligados ao N*-piperazinico foram preparados a partir de reagentes comerciais ja
substituidos (1-metilpiperazina e 1-fenilpiperazina), utilizando metodologia adaptada
de Ohtaka et al. (1987), através da mistura dos compostos dissolvidos em solvente
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polar em presenca de uma base. O derivado ndo substituido (LINS01001) foi obtido
por metodologia sintética distinta para evitar a dissubstituicdo. Primeiramente,
preparou-se o monocloridrato de piperazina a partir da mistura de 1 equivalente de
dicloridrato de piperazina (obtido pela reacdo com HCI etandélico) com 1 equivalente
de piperazina anidra em etanol, sob aquecimento a 65 °C (CUNICO et al., 2009).
Com o monocloridrato de piperazina obtido realizou-se a substituicdo do halogénio
para chegar ao composto final LINS01001. Por fim, o composto LINS01004, que
apresenta o substituinte alila ligado ao N*-piperazinico, foi também preparado a
partir da alilacdo do monocloridrato de piperazina. A alquilacdo se d4 com o uso de
brometo de alila gerando a l-alilpiperazina (20) (CUNICO et al., 2009). Esta reagiu
com o produto iodociclizado obtido na etapa comum a todos os derivados, conforme

descrito anteriormente, para levar a formag¢do do composto planejado.
4.2.2 ldentificacédo

As reacOGes foram acompanhadas por cromatografia em camada delgada
(CCD) e os compostos obtidos foram caracterizados por ressonancia magnética
nuclear de hidrogénio (*H-RMN) e de carbono (**C-RMN), além de espectrometria de
massas (EM). A pureza dos compostos foi avaliada por cromatografia gasosa e
liquida, e foram consideradas para 0s ensaios biol6gicos as amostras com pureza

superior a 85%.

4.2.3 Ensaio da atividade biolégica

A atividade ligante nos receptores histaminérgicos H, e Hs foi avaliada através
de ensaios de binding (binding assays) realizados no Laboratério de Farmacologia
do Instituto Butantan sob coordenacdo do Prof. Dr. Lanfranco Ranieri Paolo
Troncone. O ensaio nos permitiu analisar os graus de afinidade e seletividade dos

compostos propostos perante os dois receptores.

O ensaio baseia-se na interacdo de um ligante marcado radioativamente e um
ligante competidor n&o-marcado com os alvos de interesse. A afinidade e
seletividade do ligante ndo-marcado (ou competidor-teste) foram determinadas

através do deslocamento da [*H]-histamina em concentracdo definida (L) com
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concentracbes crescentes do competidor (JONG et al, 2005, HULME;
TREVETHICK, 2010). Foram utilizadas membranas de células CHO que expressam
HsR e H4R, e a quantidade de ligante radiomarcado ligado foi determinado utilizando
contador de cintilagdo. A constante de interacao (K;) foi obtida a partir do valor de
ICs0 (concentragdo necesséria para o deslocamento de 50% do ligante marcado
radioativamente), empregando a equacgao de Cheng-Prussoff (Equacao 1) (CHENG,;
PRUSSOFF, 1973).

(L) (Equacéo 1)

Foram usados como referéncia os ligantes (R)-a-metil-histamina (para H3R) e
A-943931 (para H4R).




5 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

5.1 Sintese dos compostos planejados

5.1.1 Sintese do 2-(iodometil)-2,3-diidrobenzofurano (19)

19

Esquema 2: Sintese do 2-(iodometil)-2,3-diidrobenzofurano.

2-(iodometil)-2,3-diidrobenzofurano  (19): Liquido oleoso levemente
amarelado. *H-NMR (300 MHz, CDCls): & 3,05 (dd, 1H, J = 16,0, 6,3 Hz, H-10a);
3,30-3,50 (m, 3H, H-3,10b); 4,85-4,95 (m, 1H, H-2); 6,79 (d, 1H, J = 8,1 Hz, H-6);
6,87 (t, 1H, J = 7,4 Hz, H-8); 7,08-7,22 (m, 2H, H-7,9) (Apéndice 1).

As metodologias para preparacdo do 2-(iodometil)-2,3-diidrobenzofurano (19)
foram realizadas variando o solvente (mistura de EtOH:H,O (1:9) ou H0O) e
presenca ou auséncia de bicarbonato de sédio. Em um baldo de 50 mL, 3,0 mmol
(0,40 g) de 2-alilfenol e 3,3 mmol (0,84 g) de iodo foram adicionados em
aproximadamente 20 mL de solvente adequado. Quando necessério, 3,0 mmol (0,25
g) de NaHCO3 foram também adicionados e deixados sob agitacdo magnética por 4
horas. A mistura aquosa foi extraida 3 vezes com 15 mL de hexano e o combinado
das fases organicas foi lavado com solucédo saturada de tiossulfato de sodio até
reducdo total do iodo excedente. A seguir, a fase organica foi separada, seca com
sulfato de sdédio anidro e o solvente evaporado. O produto obtido foi purificado em
coluna cromatogréfica utilizando uma mistura de hexano:acetato de etila (9:1) como

eluente (Rendimento: tabela 1).

Tabela 1: Condi¢8es utilizadas para a sintese do 2-(iodometil)-2,3-diidrobenzofurano.

Experimento Solvente Base Rendimento médio (%)
1 H,O Nao 87
2 EtOH:H,O Nao 72
3 H,O NaHCO; 79
4 EtOH:H,0 NaHCO3; 62
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5.1.2 Sintese da 1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)piperazina (LINS01001)

Hl4
6 < ) 13
(0] I K\ 5 _0 N
NH 7 2
TN - 10 l
2
8 4
19 °
LINS01001

Esquema 3: Sintese da 1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)piperazina.

1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)piperazina (LINS01001): Sodlido amarelado.
Pureza (CG-MS): 95%. *H-NMR (300 MHz, CDCls): & 2,50-2,75 (m, 4H, H-12a,13a);
2,76-2,86 (m, 3H, H-3a,12a); 2,87-3,00 (m, 2H, H-3b,10a); 3,14 (t, 2H, J = 4,9 Hz, H-
13b); 3,38 (dd, 1H, J = 15,7, 9,3 Hz, H-10b); 3,64 (sl, 1H, H-14); 4,89-5,04 (m, 1H, H-
2); 6,77-6,88 (m, 2H, H-6,8); 7,08-7,20 (m, 2H, H-7,9) (Apéndice 2). *C-NMR (75
MHz, CDCl3): & 34,0 (C-3); 44,5 (C-13); 52,2 (C-12); 63,0 (C-10); 80,5 (C-2); 109,7
(C-6); 120,6 (C-4); 125,0 (C-8); 126,2 (C-9); 128,1 (C-7); 159,3 (C-5) (Apéndice 3).
EM (IE): m/z 218 (M™); 99 (M" - diidrobenzofurano) (Apéncide 4).

As reacgOes de preparacdo de 1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)piperazina
(LINS01001) foram conduzidas utilizando dois métodos diferentes sendo: (1) uso do
monocloridrato de piperazina ou (2) uso de piperazina como base livre, como

descrito a seguir.

e Usando monocloridrato de piperazina

Em um frasco de 50 mL, adicionaram-se 2,0 mmol (0,17 g) de piperazina
anidra com quantidade de isopropanol suficiente para completa dissolu¢do. A seguir,
acido cloridrico concentrado foi gotejado até que a formacdo de precipitado
(dicloridrato de piperazina) fosse finalizada. O solido branco foi lavado com
isopropanol e seco. Separadamente, em um baldo de 50 mL, adicionaram-se 2,0
mmol (0,17 g) de piperazina anidra em cerca de 20 mL de etanol (EtOH) sob
agitacdo magnética e aquecimento (65 °C) até dissolucdo. Em seguida, adicionou-se
a solucéo o dicloridrato de piperazina previamente preparado. Esta mistura reacional

foi mantida em agitacdo para dissolucdo dos componentes e a seguir, adicionou-se
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lentamente 2,0 mmol (0,52 g) de 19. Esta suspensdo permaneceu em aquecimento
(2 horas) e agitacdo por 12 horas. A mistura reacional foi filtrada, e ao filtrado
adicionou-se 15 mL de etanol gelado, quando gotejou-se HCI concentrado até que
cessasse a formacdo de precipitado. O precipitado formado foi separado e
alcalinizado com solug&o de hidréxido de sodio (NaOH) (pH > 12). Posteriormente, a
mistura foi lavada 4 vezes com 10 mL de solvente apropriado (éter etilico ou acetato
de etila). A fase organica foi separada, seca com sulfato de sddio anidro e o solvente

evaporado (Rendimento: ndo determinado).

e Usando piperazina como base livre

Procedimento 1

Em um baldo de 50 mL contendo 15 mL do solvente apropriado (etanol ou
tetraidrofurano), adicionaram-se 2,0 mmol (0,52 g) de 19, 8,0 mmol (0,70 g) de
piperazina anidra e 2,0 mmol (0,30 g) de carbonato de potassio. A suspensao foi
mantida sob agitacdo magnética em temperatura ambiente por 12 horas. O solvente
foi evaporado, e o residuo foi redissolvido em 10 mL de acetato de etila. A mistura
resultante foi lavada 4 vezes com 10 mL de solucédo saturada de cloreto de sédio. A
fase organica foi separada, seca com Na,SO,4 anidro e evaporada (Rendimento: nao
determinado).

Procedimento 2

Em um baldo de 50 mL contendo 15 mL do solvente adequado (etanol ou
tetraidrofurano), foram adicionados 2,0 mmol (0,52 g) de 19, 8,0 mmol (0,70 g) de
piperazina anidra e 2,0 mmol (0,30 g) de K,CO3. A mistura foi mantida em agitacéo a
temperatura ambiente ou em aquecimento (60 °C) por 12 horas (Tabela 2). Apds,
evaporou-se o solvente e acidificou-se o meio com solucéo de HCI 1 mol/L até pH~2.
Em seguida, a mistura obtida foi lavada 4 vezes com 10 mL de hexano e a fase
organica descartada. A fase aquosa foi alcalizanizada com solucdo de NaOH 1
mol/L até pH > 12, e extraida com acetato de etila (4 vezes de 10 mL). O combinado
das fases organicas foi seco com Na,SO, anidro e evaporado (Rendimento: tabela
2).
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Tabela 2: Condi¢6es utilizadas para a sintese do LINS01001 pelo procedimento 2.

Experimento Solvente Temperatura Rendimento (%)
1 EtOH t.a. n.d.
2 THF t.a. n.d.
3 EtOH 60°C n.d.
4 THF 60°C 83

n.d.: rendimento ndo determinado

5.1.3 Sintese da 1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)-4-metil-piperazina
(LINS01003)

14
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Esquema 4: Sintese da 1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)-4-metil-piperazina.

1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)-4-metil-piperazina  (LINS01003):  Sdlido
levemente amarelado. Pureza (CG-MS): 96%. *H-NMR (300 MHz, CDCls): & 2,29 (s,
3H, H-14); 2,35-2,70 (m, 9H, H-3a,12,13); 2,79 (dd, 1H, J = 13,3, 7,8 Hz (H-3b); 2,94
(dd, 1H, J = 15,6, 7,9 Hz, H-10a); 3,26 (dd, 1H, J = 15,6, 9,2 Hz, H-10b); 4,95 (dq,
1H, J = 9,0, 3,9 Hz, H-2); 6,75-6,88 (m, 2H, H-6,8); 7,04-7,20 (m, 2H, H-7,9)
(Apéndice 5). *C-NMR (75 MHz, CDCls): & 34,2 (C-3); 46,0 (C-14); 53,8 (C-13); 55,0
(C-12); 63,2 (C-10); 80,8 (C-2); 109,6 (C-6); 120,3 (C-4); 124,9 (C-8); 126,4 (C-9);
128,0 (C-7); 159,5 (C-5) (Apéndice 6). EM (MicroTOF, ESI, modo positivo, ID) m/z
tedrico 233,1648 (M+H), 234,1721 (M+H+1); experimental 233,1683 (M+H),
234,1680 (M+2H) (Apéndice 7); EM (IE): m/z 232 (M™); 217 (M" - CH3) 113 (M" -

diidrobenzofurano) (Apéncide 8).

Procedimento 1

Em um baldo de 50 mL contendo 15 mL de etanol, adicionaram-se 2,0 mmol
(0,52 g) de 19, 2,0 mmol (0,30 g) de K,CO3 e 8,0 mmol (0,80 g) de 1-metilpiperazina.

A mistura reacional foi mantida em agitacdo em temperatura ambiente por 12 horas.
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Apos filtracéo, o solvente foi evaporado e o residuo foi dissolvido em solucdo de HCI
1 mol/L. A mistura foi lavada 4 vezes com 10 mL de hexano e a fase organica
descartada. A fase aquosa foi alcalinizada com solucdo de NaOH 1 mol/L (até pH >
12) e extraida com 10 mL de solvente adequado (diclorometano ou éter etilico) 4
vezes. O combinado das fases organicas foi seco com Na,SO, anidro e evaporado
(Rendimento: ndo determinado).

Procedimento 2

Em um baldo de 50 mL contendo 15 mL de tetraidrofurano (THF),
adicionaram-se 2,0 mmol (0,52 g) de 19, 2,0 mmol (0,30 g) de K,CO3; e 1-
metilpiperazina em quantidade de 2,0 mmol (0,20 g) ou 8,0 mmol (0,80 g). A mistura
reacional foi mantida em agitacdo magnética, em aquecimento (60 °C) ou a
temperatura ambiente por 12 horas (Tabela 3). Apés filtracdo, o solvente foi
evaporado e o residuo obtido foi redissolvido em 10 mL de éter etilico. A mistura foi
lavada por 4 vezes com 10 mL de solucdo saturada de bicarbonato de sédio. A fase
organica foi seca com Na,SO, anidro e evaporada. O produto obtido foi purificado
em coluna cromatografica utilizando cloroférmio:metanol (8:1) como eluente

(Rendimento: tabela 3).

Tabela 3: Condi¢des utilizadas para a sintese do LINS01003 pelo procedimento 2.

Experimento Proporgéo Condic&o reacional Rendimento (%)
1 11 Agitacao (t.a.) 2
2 1:4 Agitacao (t.a.) 3
3 1:1 Agitacao (60 °C) 9
4 1:4 Agitagédo (60 °C) 12

t.a.: temperatura ambiente

Procedimento 3

Em frasco de fundo chato contendo 15 mL de THF, adicionaram-se 2,0 mmol
(0,52 g) de 19, 2,0 mmol (0,30 g) de K,COj3; e quantidade adequada de 1-
metilpiperazina (2,0 mmol ou 8,0 mmol). A mistura reacional foi agitada sob
irradiacao ultrassonica por 2 horas. A seguir, foi filtrada e evaporada. O residuo foi
redissolvido em 10 mL de éter etilico, e a mistura foi lavada 4 vezes com 10 mL de
solucéo saturada de NaHCOg3. A fase organica separada foi seca com Na,SO,4 anidro
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e o solvente evaporado. O produto obtido foi purificado em coluna cromatografica
utilizando cloroférmio:metanol (8:1) como eluente (Rendimento: tabela 4).

Tabela 4: Condigbes utilizadas para a sintese do LINS01003 pelo procedimento 3.

Experimento Proporcéo Rendimento (%)
1 1:1 n.d.
2 1:4 2

n.d.: ndo determinado

Procedimento 4

Em um baldo de 50 mL adicionaram-se 2,0 mmol (0,52 g) de 19, 2,0 mmol
(0,30 g) de KyCOz 8,0 mmol (0,80 g) de 1-metilpiperazina e 15 mL de
tetraidrofurano. A mistura foi mantida em agitacdo magnética sob aquecimento (60
°C) por 12 horas, e em seguida filtrada e evaporada. A purificacdo do residuo
resultante foi realizada de maneiras distintas sendo: (A) o 6leo obtido foi dissolvido
em 10 mL de acetato de etila e lavado com 10 mL de solu¢éo de cloreto de sodio 4
vezes. A fase orgénica foi seca com Na,SO, anidro e o solvente foi evaporado. O
produto obtido foi entdo purificado em coluna cromatografica utilizando
cloroférmio:metanol (8:1) como eluente; (B) o 6leo obtido foi dissolvido em solucéo
de HCI 1 mol/lL e lavado 4 vezes com 10 mL de hexano. A fase aquosa foi
alcalinizada com solucdo de NaOH 1 mol/L (pH > 12) e extraida com solvente
apropriado (éter etilico ou acetato de etila — Tabela 5). O combinado das fases
organicas foi separado, seco com Na,SO, anidro e o0 solvente evaporado

(Rendimento: tabela 5).

Tabela 5: Condicdes utilizadas para a sintese do LINS01003 pelo procedimento 4.

Experimento Extracdo Rendimento (%)
1 A n.d.
2 B (éter etilico) n.d.
3 B (acetato de etila) 85

n.d.: ndo determinado

5.1.4 Sintese da l-alilpiperazina (20)
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Para a obtencdo da 1-alil-4-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)piperazina
(LINS01004), necessita-se primeiramente a obtencéo da 1-alilpiperazina (20). Assim
como para a obtencdo do LINS01001, as sinteses de 20 foram conduzidas através
de dois métodos distintos sendo, com o uso do monocloridrato de piperazina ou

utilizando piperazina como base livre.

@H N _ (\N

HN Br HN
1

Esquema 5: Sintese da 1-alilpiperazina.

1-alilpiperazina (20): Liquido levemente amarelado. H-NMR (300 MHz,
CDClg): 6 1,97 (sl, 2H, H-4); 2,42 (sl, 3H, H-1,3a); 2,50 (sl, 2H, H-3b); 2,81-2,95 (m,
2H, H-2a); 2,95-3,05 (m, 2H, H-2b); 5,15 (m, 1H, H-6.s); 5,19 (m, 1H, H-6ans); 5,87
(ddt, 1H, J = 17,1, 10,3, 6,6 Hz, H-5) (Apéndice 9). **C-NMR (75 MHz, CDCls): 5 43,8
(C-13); 49,7 (C-12); 61,1 (C-14); 119,3 (C-16); 133,6 (C-15) (Apéndice 10).

e Usando monocloridrato de piperazina

Em um frasco de 50 mL, foram adicionados 2,0 mmol (0,17 g) de piperazina
em guantidade suficiente de isopropanol para completa dissolu¢do. A seguir, HCI
concentrado foi gotejado até a formacao de precipitado (dicloridrato de piperazina).
O sdlido formado foi lavado com isopropanol e seco. Separadamente, em um balédo
de 50 mL adicionaram-se 2,0 mmol (0,17 g) de piperazina em cerca de 20 mL de
EtOH e deixou-se sob agitacdo e aquecimento (65 °C) até dissolucdo. Em seguida,
adicionou-se nessa mistura o dicloridrato de piperazina previamente preparado. Esta
mistura reacional foi mantida em agitacdo para dissolugdo dos componentes e a
seguir, adicionou-se 2,0 mmol (0,24 g) de brometo de alila e deixou-se novamente
em agitacdo por 12 horas. A mistura reacional foi filtrada e ao filtrado adicionou-se
15 mL de etanol gelado e gotejou-se HCl até que cessasse a formacdo de
precipitado. O precipitado formado foi dissolvido em solu¢cdo de NaOH 1 mol/L (pH >

12) e realizou-se extracdo com 10 mL de éter etilico ou acetato de etila 4 vezes. As
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fases organicas foram combinadas, seca com Na,SO, anidro e o0 solvente
evaporado (Rendimento: ndo determinado).

e Usando a piperazina como base livre

Procedimento 1

Em um baldo de 50 mL adicionaram-se 15 mL de THF, 2,0 mmol (0,30 g) de
K>CO3, 2,0 mmol (0,33 g) de iodeto de potéssio, 2,0 mmol (0,24 g) de brometo de
alila e 8,0 mmol (0,70 g) de piperazina. A suspensao foi submetida a agitacéo
magnética em temperatura ambiente ou sob aquecimento (60 °C) por 12 horas
(Tabela 6). Apds filtracdo, evaporou-se o filtrado e o residuo restante foi redissolvido
em 10 mL de acetato de etila. A solugdo foi lavada com agua destilada 4 vezes e a
fase organica foi seca com Na,SO, anidro e o0 solvente evaporado (Rendimento:
tabela 6).

Tabela 6: Condicdes utilizadas para a sintese da 1-alilpiperazina pelo procedimento 1.

Experimento Condicéo reacional Rendimento (%)
1 Agitacao (t.a.) 15
2 Agitacéo (60 °C) 8-34

Procedimento 2

Em um frasco de fundo chato contendo 15 mL do solvente apropriado (etanol
ou THF), adicionaram-se 2,0 mmol (0,24 g) de brometo de alila, 4,0 mmol (0,35 g) de
piperazina e quando necessario 2,0 mmol (0,30 g) de K,CO3 e 2,0 mmol (0,33 g) de
iodeto de potéssio. A mistura reacional permanceu sob irradiacdo ultrassénica pelo
tempo descrito na tabela 7. Apés filtracdo o solvente foi evaporado. Ao residuo
foram adicionados 10 mL de acetato de etila, e ap0s nova filtragdo, a solucéo foi

seca com N,SO, anidro e evaporada (Rendimento: tabela 7).




82

Tabela 7: Condi¢@es utilizadas para a sintese da 1-alilpiperazina pelo procedimento 2.

Experimento Solvente Kl K,COs3 Tempo (horas) Rendimento (%)*
1 THF Sim Sim 1 36 -57
2 THF Sim Sim 15 67 — 82
3 EtOH Sim Sim 1 28 —55
4 EtOH Sim Sim 15 42 - 52
5 THF Nao Nao 1 13 - 67
6 THF Nao Nao 15 53-95
7 EtOH Nao Nao 1 49 —54
8 EOH Nao Nao 15 53-91
9 EtOH Nao Nao 1 73 — 84**

* significante variacéo entre proporcao de piperazina monoalilada:dialilada
**procedimento realizado com piperazina anidra; produto obtido isolado

5.1.5 Sintese da 1-alil-4-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)piperazina
(LINS01004)

u [
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Esquema 6: Sintese da 1-alil-4-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)piperazina.

1-alil-4-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)piperazina (LINS01004): Liquido de
coloracdo castanha. Pureza (CG-MS): 84%. *H-NMR (300 MHz, CDCls): d 2,38-2,72
(ml, 8H, H-12,13); 2,57 (dd, 1H, J = 13,3, 4,1 Hz, H-3a); 2,79 (dd, 1H, J = 13,3, 8,1
Hz, H-3b); 2,94 (dd, 1H, J = 15,6, 8,1 Hz, H-10a); 3,01 (dq, 2H, J = 6,6, 1,4 Hz, H-
14); 3,26 (dd, 1H, J = 15,5, 9,1 Hz, H-10b); 4,95 (dtd, 1H, J =9,1, 7,9, 4,1 Hz, H-2);
5,09-5,26 (m, 2H, H-16); 5,78-5,96 (m, 1H, H-15); 6,75-6,88 (m, 2H, H-6,8); 7,05-
7,21 (m, 2H, H-7,9) (Apéndice 11). *C-NMR (75 MHz, CDCls): & 34,2 (C-3); 52,9 (C-
13); 53,7 (C-12); 61,8 (C-14); 63,4 (C-10); 80,6 (C-2); 109,7 (C-6); 118,4 (C-16);
120,3 (C-4); 1249 (C-8); 126,4 (C-9); 128,0 (C-7); 134,9 (C-15); 159,5 (C-5)
(Apéndice 12). EM (IE): m/z 258 (M™); 139 (M" - diidrobenzofurano) (Apéndice 13).
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Procedimento 1

Em um baldo de 50 mL (ou em um frasco de fundo chato) adicionaram-se 15
mL de THF, 2,0 mmol (0,30 g) de K,COg3, 2,0 mmol (0,52 g) de 19 e 2,0 mmol (0,25
g) de 20. A mistura reacional permaneceu sob irradiagao ultrassonica (1 ou 2 horas).
Em seguida, o solvente foi evaporado e o residuo redissolvido em solu¢gédo de HCI 1
mol/L com posterior lavagem com 10 mL de hexano (4 vezes). A fase aquosa foi
alcalinizada com solucédo de NaOH 1 mol/L até pH > 12 e extraida 4 vezes com 10
mL de diclorometano. O combinado das fases organicas foi seco com N»SO,4 anidro
e o solvente foi evaporado (Rendimento: ndo determinado).

Procedimento 2

Em um baléo de 50 mL contendo 15 mL de THF, adicionaram-se 2,0 mmol
(0,52 g) de 19, 2,0 mmol (0,30 g) de K,CO3 e 2,0 mmol (0,25 g) de 20. A mistura
permaneceu em agitacdo magnética e aquecimento (60 °C) por 12 horas.
Posteriormente, a mistura foi filtrada e evaporada. O 6leo resultante foi dissolvido em
solugdo de HCI 1 mol/L e lavado 4 vezes com 10 mL de hexano. A fase aquosa foi
alcalinizada com solucdo de NaOH 1 mol/L (até pH >12) e extraida 4 vezes com 10
mL de acetato de etila (ou diclorometano). O combinado das fases organicas foi

entdo seco com Na,SO, anidro e evaporado (Rendimento: tabela 8).

Tabela 8: Condicdes utilizadas para a sintese de LINS01004 pelo procedimento 2.

Experimento Solvente extrator Rendimento (%)
1 diclorometano n.d.
2 acetato de etila 66

n.d.: ndo determinado
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5.1.6  Sintese da 1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)fenilpiperazina (LINS01005)
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Esquema 7: Sintese da 1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)fenilpiperazina.

1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)fenilpiperazina (LINS01005): Solido
levemente amarelado. Pureza (CG-MS): 99%. *H-NMR (500 MHz, CDCls): & 2,60-
2,83 (m, 6H, H-3,12a,13a); 3,05 (dd, 1H, J = 15,8, 7,7 Hz, H-10a); 3,14-3,23 (m, 4H,
H-12b,13b); 3,30 (dd, 1H, J = 15,7, 9,0 Hz, H-10b); 4,95-5,06 (m, 1H, H-2); 6,69-6,85
(m, 3H, H-6/15); 6,93-6,99 (m, 2H,H-7,9); 7,05-7,12 (m, 1H, H-17); 7,16-7,27 (m, 3H,
H-8,16) (Apéndice 14). **C-NMR (125 MHz, CDCls): d 33,6 (C-3); 48,9 (C-13); 53,8
(C-12); 62,4 (C-10); 81,2 (C-2); 109,0 (C-6); 115,7 (C-15); 119,0 (C-17); 120,1 (C-4);
125,0 (C-8); 126,9 (C-9); 127,7 (C-7); 128,9 (C-16); 151,7 (C-14); 159,7 (C-5)
(Apéndice 15). EM (MicroTOF, ESI, modo positivo, ID) m/z tedrico 295,1805 (M+H),
296,1878 (M+H+1); experimental 295,1846 (M+H), 296,1846 (M+2H) (Apéndice 16).
EM (IE): m/z 294 (M™); 175 (M" - diidrobenzofuranil) (Apéndice 17).

Em um baldo de 50 mL contendo 15 mL de etanol, adicionaram-se 2,0 mmol
(0,52 g) de 19, 8,0 mmol (1,30 g) de 1-fenilpiperazina, 2,0 mmol (0,30 g) de K,CO3 e
deixou-se sob agitacdo magnética em temperatura ambiente por 12 horas. Apés
filtracdo, evaporou-se o solvente e o residuo obtido foi dissolvido em 10 mL de
cloroférmio. A solucéo foi lavada 4 vezes com 10 mL de solucédo saturada de NaCl.
Em seguida, a fase organica foi seca com Na,SO, anidro e o solvente foi evaporado
(Rendimento: 19%).
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5.2 Ensaio da atividade biolégica (binding assay)

Baseando-se na capacidade de aspiragao e filtracdo do Harvester MB-36T, 0s
ensaios foram preparados simultaneamente para 36 amostras por procedimento. As
membranas utilizadas foram da Perkin-EImer GPCR cell lines and membrane
preparations, consistindo de um preparado de células CHO que expressam HiR e
HsR humanos obtidas comercialmente. Os valores de IC5y e Ky para ambos
receptores (H3R e H4R) foram obtidos nos programas Phototox e GraphPad Prism,

respectivamente.
5.2.1 Avaliacdo da afinidade por H4sR
e Curva de saturacdo de [*H]-histamina em H4R

Os ensaios foram realizados para um volume total de 550 pL para cada
amostra (Tabela 9). Em 32 tubos adequados adicionaram-se 500 uL de solucéo de
membrana contendo H4R (diluicdo 1:200). Aos tubos 1 a 16, foram adicionados 25
uL de solucdo de [*H]-histamina nas concentracdes definidas na tabela 9, e aos
tubos 17 a 32, 25 uL de solucao de dicloridrato de histamina 13 mM foram também
acrescentados. Para os tubos 1 a 32, adicionou-se ainda o volume de 25 pL de
solucdo tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) contendo 5 mM de acido etilenodiamino
tetraacético (EDTA). Finalmente, aos tubos 33 a 36 adicionaram-se 550 uL de
solucdo tampdo. A seguir, os tubos foram homogeneizados e incubados por 30
minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, as solu¢des foram aspiradas e
lavadas (9 x 500 uL), através do Harvester MB-36T com solucao tampao Tris-HCI 50
mM (pH 7,4) gelado, sobre membrana filtrante GF/C (Glass Fiber type C) saturadas
com 0,5% polietilenoimina. As amostras foram coletadas individualmente e
adicionaram-se uma aliquota de cintilacdo, empregando o distribuidor Deposit &
Dispenser BK-36. A seguir, as solu¢cdes foram analisadas em contador Beckman
6500 e as contagens radioativas foram usadas para a geracao dos dados de K4 para
HaR.
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Tabela 9: Condic¢Ges utilizadas para o ensaio de saturagcao no HyR.

Tubos Membrana (pL) [°H]-histamina (25 uL) Histamina 13 mM (pL) Tampao

1-2 500 50 nM - 25
3-4 500 25 nM - 25
5-6 500 12,5 nM - 25
7-8 500 6,25 nM - 25
9-10 500 3,125 nM - 25
11-12 500 1,56 nM - 25
13-14 500 0,78 nM - 25
15-16 500 0,39 nM - 25
17-18 500 50 nM 25 -
19-20 500 25 nM 25 -
21-22 500 12,5 nM 25 -
23-24 500 6,25 nM 25 -
25-26 500 3,125 nM 25 -
27 - 28 500 1,56 nM 25 -
29-30 500 0,78 nM 25 -
31-32 500 0,39 nM 25 -
33-34 - - - 550
35-36 - - - 550

e Ensaio de competicdo no H4R

Assim como para o ensaio de saturacdo, o ensaio de competicdo também foi
realizado para um volume total de 550 pL para cada amostra. Em 108 tubos
adequados adicionaram-se 500 uL de solu¢do de membrana contendo H4R (diluicdo
1:200) e 25 pL de solucdo de [*H]-histamina 10 nM . Nos tubos 1 a 105, foram
adicionados 25 pL de solugcdo dos compostos competidores nas concentragdes
definidas na tabela 10. Os compostos utilizados foram o ligante de referéncia A-
943931 (antagonista H4R) e os competidores-testes sintetizados. Nos tubos 106 a
108, adicionaram-se 500 uL de solucdo de membrana, 25 pL de solucéo de [*H]-
histamina 10 nM e 25 uL de solu¢do tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) contendo 5
mM de EDTA. A seguir, os tubos foram homogeneizados e incubados por 30
minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, as solu¢cdes foram aspiradas e
lavadas (9 x 500 pL), através do Harvester MB-36T, com solugdo tampéo Tris-HCI
50 mM (pH 7,4) gelado, sobre membrana filtrante GF/C saturadas com 0,5%
polietilenoimina. As amostras foram coletadas individualmente e adicionaram-se

uma aliquota de cintilacdo, empregando o distribuidor Deposit & Dispenser BK-36.
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As amostras foram avaliadas em contador Beckman 6500. A constante de interacao
(Kj) foi determinada a partir do valor de ICs, (concentragdo necessaria para o
deslocamento de 50% do ligante marcado radioativamente), através da equacéo de
Cheng-Prussoff (CHENG; PRUSSOFF, 1973).

Tabela 10: Condic¢bes utilizadas para o ensaio de competicdo no HyR.

Tubos Membrana (uL) [°H]-histamina 10 nM (uL) Competidor (25 yL) Tampdao (uL)

1-3 500 25 A943931 10° M -
4-6 500 25 A943931 10° M -
7-9 500 25 A943931 10° M -
10-12 500 25 A943931 107" M -
13-15 500 25 A943931 10° M -
16— 18 500 25 A943931 10° M -
19-21 500 25 A943931 10 M -
22-24 500 25 A943931 10 M -
25 - 27 500 25 LINS01001 10“ M -
28 - 30 500 25 LINS01001 3 x 10° M -
31-33 500 25 LINS01001 10° M -
34 -36 500 25 LINS01001 3 x 10° M -
37-39 500 25 LINS01001 10° M -
40 - 42 500 25 LINS01001 3 x 10" M -
43 - 45 500 25 LINS01001 107 M -
46 — 48 500 25 LINS01003 10 M -
49 - 51 500 25 LINS01003 3 x 10° M -
52 — 54 500 25 LINS01003 10° M -
55— 57 500 25 LINS01003 3 x 10° M -
58 — 60 500 25 LINS01003 10° M -
61— 63 500 25 LINS01003 3 x 10" M -
64 — 66 500 25 LINS01004 10“ M -
67 — 69 500 25 LINS01004 3 x 10° M -
70-72 500 25 LINS01004 10° M -
73-75 500 25 LINS01004 3 x 10° M -
76 - 78 500 25 LINS01004 10° M -
79 -81 500 25 LINS01004 3 x 10" M -
82 — 84 500 25 LINS01004 10" M -
85— 87 500 25 LINS01005 10“ M -
88 - 90 500 25 LINS01005 3 x 10° M -
91 -93 500 25 LINS01005 10®° M -
94 — 96 500 25 LINS01005 3 x 10° M -
97 - 99 500 25 LINS01005 10° M -
100 — 102 500 25 LINS01005 3 x 10" M -
103 - 105 500 25 LINS01005 10" M -

106 -108 500 25 - 25
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5.2.2 Avaliacéo da afinidade por H3R

e Curva de saturacado de [°H]-histamina em HsR

Os ensaios foram realizados para um volume total de 550 pL para cada
amostra (Tabela 11). Em 32 tubos adequados adicionaram-se 500 uL de solucéao de
membrana contendo HzR (diluicdo 1:200). Aos tubos 1 a 16, foram adicionados 25
UL de solucdo de [*H]-histamina nas concentragdes definidas na tabela 9, e aos
tubos 17 a 32, 25 pL de solucdo de dicloridrato de histamina 13 mM foram também
acrescentados. Para os tubos 1 a 32, adicionou-se ainda o volume de 25 pL de
solucédo tampéao Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) contendo 5 mM de cloreto de magnésio
(MgCly). Finalmente, aos tubos 33 a 36 adicionaram-se 550 pL de solugdo tampéo.
A seguir, os tubos foram homogeneizados e incubados por 60 minutos em
temperatura ambiente. Posteriormente, as solu¢cdes foram aspiradas e lavadas (9 x
500 pL), através do Harvester MB-36T com solugéo tampé&o Tris-HCI 50 mM (pH 7,4)
gelado, sobre membrana filtrante GF/C saturadas com 0,5% polietilenoimina. As
amostras foram coletadas individualmente e adicionaram-se uma aliquota de
cintilagdo, empregando o distribuidor Deposit & Dispenser BK-36. A seguir, as
solucdes foram analisadas em contador Beckman 6500 e as contagens radioativas

foram usadas para a geracéo dos dados de Ky para H3R.

Tabela 11: Condig¢8es utilizadas para o ensaio de saturacdo no HsR.

Tubos Membrana (uL) [°H]-histamina (25 pL) Histamina 13 mM (uL) Tampao (uL)

1-2 500 50 nM - 25
3-4 500 25nM - 25
5-6 500 12,5nM - 25
7-8 500 6,25 nM - 25
9-10 500 3,125 nM - 25
11-12 500 1,56 nM - 25
13-14 500 0,78 nM - 25
15-16 500 0,39 nM - 25
17-18 500 50 nM 25 -
19-20 500 25 nM 25 -
21-22 500 12,5nM 25 -
23-24 500 6,25 nM 25 -

25-26 500 3,125 nM 25 -
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Tabela 11: (cont.)
Tubos Membrana (uL)  [°H]-histamina (25 pL) Histamina 13 mM (uL) Tampao (uL)

27-28 500 1,56 nM 25
29-30 500 0,78 nM 25
31-32 500 0,39 nM 25
33-34 - - - 550
35-36 - - - 550

e Ensaio de competicdo no HzR

Assim como para o ensaio de saturacdo, o ensaio de competicdo também foi
realizado para um volume total de 550 uL para cada amostra. Em 108 tubos
adequados adicionaram-se 500 uL de solu¢do de membrana contendo H4R (diluicdo
1:200) e 25 pL de solucdo de [*H]-histamina 6 nM. Nos tubos 1 a 105, foram
adicionados 25 pL de solucdo dos compostos competidores nas concentragdes
definidas na tabela 12. Os compostos utilizados foram o ligante de referéncia
dibromidrato de (R)-a-metil-histamina (agonista H3zR) e 0s competidores-testes
sintetizados. Nos tubos 106 a 108, adicionaram-se 500 pL de solugdo de membrana,
25 pL de solucdo de [*H]-histamina 6 nM e 25 L de solucéo tampé&o Tris-HCI 50 mM
(pH 7,4) contendo 5 mM de MgCl,. A seguir, os tubos foram homogeneizados e
incubados por 30 minutos em temperatura ambiente. Posteriormente, as solucdes
foram aspiradas e lavadas (9 x 500 uL), através do Harvester MB-36T, com solucéo
tampéo Tris-HCI 50 mM (pH 7,4) gelado, sobre membrana filtrante GF/C saturadas
com 0,5% polietilenoimina. As amostras foram coletadas individualmente e
adicionaram-se uma aliquota de cintilacdo, empregando o distribuidor Deposit &
Dispenser BK-36. As amostras foram avaliadas em contador Beckman 6500. A
constante de interacdo (K;) foi determinada a partir do valor de ICsy (concentracéo
necessaria para o deslocamento de 50% do ligante marcado radioativamente),
através da equacado de Cheng-Prussoff (CHENG; PRUSSOFF, 1973)
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Tabela 12: Condic¢6es utilizadas para o ensaio de competicdo no HiR.

Tubos Membrana (uL) [°H]-Histamina 6 nM (uL)  Competidor (25 yL) Tampao (pL)
1-3 500 25 a-metilhist. 10° M -
4-6 500 25 a-metilhist.. 10° M -
7-9 500 25 a-metilhist. 107 M -

10-12 500 25 a-metilhist. 108 M -

13-15 500 25 a-metilhist. 10° M -

16 - 18 500 25 a-metilhist. 10%° M -

19-21 500 25 LINS01001 10 M -

22 -24 500 25 LINS01001 10> M -

25-27 500 25 LINS01001 10° M -

28 -30 500 25 LINS01001 10" M -

31-33 500 25 LINS01001 10® M -

34-36 500 25 LINS01001 10° M -

37-39 500 25 LINS01001 10 M -

40 — 42 500 25 LINS01003 10 M -

43 - 45 500 25 LINS01003 10° M -

46 — 48 500 25 LINS01003 10° M -

49 - 51 500 25 LINS01003 10 M -

52 — 54 500 25 LINS01003 10®% M -

55— 57 500 25 LINS01003 10° M -

58 — 60 500 25 LINS01003 10 M -

61— 63 500 25 LINS01004 10* M -

64 — 66 500 25 LINS01004 10° M -

67 — 69 500 25 LINS01004 10° M -

70-72 500 25 LINS01004 10 M -

73-75 500 25 LINS01004 10° M -

76 - 78 500 25 LINS01004 10 M -

79-81 500 25 LINS01005 10* M -

82 -84 500 25 LINS01005 10° M -

85— 87 500 25 LINS01005 10° M -

88 -90 500 25 LINS01005 107 M -

91 -93 500 25 LINS01005 10 M -

94 -96 500 25 LINS01005 10° M -

97 — 99 500 25 LINS01005 10™° M -

100 — 102 500 25 - 25
103 - 105 - - - 550
106 -108 - - - 550




6 RESULTADOS E DISCUSSAQ

6.1 Sintese dos compostos planejados

6.1.1 Sintese do 2-(iodometil)-2,3-diidrobenzofurano (19)

Para a obtencédo das 1-(2-(2,3-diidrobenzofuranil)metil)piperazinas propostas

€ necessaria inicialmente a sintese do 2-(iodometil)-2,3-diidrobenzofurano (19, figura

36).
(@)
(o~

19

Figura 36: 2-(iodometil)-2,3-diidrobenzofurano.

Este foi preparado através de uma reacdo de ciclofuncionalizacdo do orto-
alifenol com iodo, que permite a ciclizacdo e funcionalizagdo de um substrato
aciclico (PANCOTE et al., 2009). A ciclizacdo é caracterizada pelo ataque de um
eletréfilo a uma regido insaturada (dupla ou tripla ligacao) do substrato aciclico com
formacdo de um complexo =, que posteriormente, podera sofrer um ataque
nucleofilico intramolecular (Esquema 7) promovendo a formacgédo do composto ciclico
(CARDILLO; ORENA, 1990).

o o*

—I P [
OH OH \J(‘; 'Z:O/W o]
@/\/ |2 @/\/ - ©N+ -H*
—_— —_— u —_—

Esquema 8: Obtencéo do 2-(iodometil)-2,3-diidrobenzofurano.

O ataque nucleofilico ao complexo © pode ocorrer de maneiras distintas,
determinando o modo do fechamento do anel (a ou b), bem como o tamanho deste
que sera formado. O eletrofilo incorporado ao produto pode estar ligado diretamente
ao anel (endo) ou na sua cadeia lateral (exo), levando a obtencédo de distintas
estruturas (Figura 36) (BRANDT; COMASSETO; FERRAZ, 1991). Neste contexto,
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algumas orientagcbes como as regras de Baldwin podem auxiliar na previsdo da
formacdo do produto que se formard preferencialmente (GILMORE; ALABUGIN,
2011).

Nu
{D endo
Nu /
‘U — = E &
E/\O exo
Figura 37: Fechamento de anel de modo endo e exo.

De modo empirico, as regras de Baldwin indicam a possibilidade de formacéao
dos anéis baseadas em trés fatores. Inicialmente, avalia-se o0 nUmero de atomos no
anel formado, indicando-os por um prefixo numérico. A seguir, sdo classificados de
acordo com a quebra da ligacdo durante o processo de ciclizagédo, em que utiliza-se
o termo endo quando a ligagdo rompida encontra-se dentro do anel e exo se a
ligacdo estiver fora do anel que esta se formando. Por fim, categoriza-se de acordo
com a geometria do carbono que sofre o ataque nucleofilico. Emprega-se o sufixo tet
(tetraédrica) para hibridizacdo sp?, trig (trigonal) para sp® ou dig (digonal) para
hibridizagcdo sp (BALDWIN, 1976; BALDWIN et al., 1977). A tabela 13 demonstra

ciclizacdes que podem ocorrer de forma favoravel ou desfavoravel de acordo com as

regras de Baldwin.

Tabela 13: Regras de Baldwin para fechamento de anel.

3 4 5 6

Tet endo - - X X
exo v v v v

Trig endo X X X v
exo v v v v

Dig endo v v v v
exo X X 4 v

- ndo ha preferéncia de modo de fechamento de anel; x modo de fechamento de anel
desfavoravel; v modo de fechamento de anel favoravel.

Apesar das regras de Baldwin serem amplamente aplicadas, observa-se no

esquema 8, que no processo de ciclizagdo do composto proposto, ha a formacéo de
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um intermediério ciclico de 3 membros (ioddnio) em que a geometria do carbono que
sofre o ataque nucleofilico ndo pode ser precisamente definida, dificultando a
classificacdo pelas regras de Baldwin. No entanto, outras teorias para a formacao
dos anéis podem ser atribuidas, como a regra de Markovnikov (BRANDT;
COMASSETO; FERRAZ, 1991). A literatura, assim como nossos resultados,
confirmam que a formacao do 2-(iodometil)-2,3-diidrobenzofurano (19) ocorre pelo
ataque nucleofilico da hidroxila fendlica ao carbono menos hidrogenado (MAHAJAN
et al., 2002; FOUSTERIS et al., 2006; CHEN et al., 2011).

Afim de avaliar a influéncia da adicdo de uma base (NaHCO3) para o aumento
da nucleofilicidade da hidroxila fendlica e neutralizar o acido iodidrico formado, as
reacoes foram conduzidas com e sem a presenca desta. Também foi estudada a
influéncia do solvente utilizado (H,O ou mistura EtOH:H,O) para obtencdo das
melhores condi¢cbes reacionais. Os rendimentos obtidos variaram de 62 a 87%
(Tabela 14). Os resultados indicaram que a agua é o melhor solvente a ser
empregado j4 que conduz a maiores rendimentos, e o uso de NaHCOj; leva a
rendimentos mais baixos. Entretanto ainda foram obtidos bons resultados em

comparagao com outras metodologias reportadas.

Trabalho publicado por Zhou, He e Chen (2008), demonstrou rendimento de
46% sem uso de base, todavia com o uso de diacetoxiiodobenzeno, tempo reacional
de 40 horas e diclorometano como solvente. JA Chen et al. (2011) apresentaram
metodologia sem base, e obtendo rendimento de 70% ao utilizar uma mistura de
agua e etanol, mas com aquecimento a 50 °C e tempo reacional de 12 horas. A
metologia empregada neste trabalho forneceu um rendimento de 87% usando agua

como solvente e tempo reacional de 4 horas.

Tabela 14: Rendimentos obtidos na sintese de 2-(iodometil)-2,3-diidrobenzofurano.

Solvente Base Rendimento (%) Rendimento médio (%)
H,O Nao 86 87

H,O Né&o 87

EtOH:H,0 Né&o 74 72
EtOH:H,0 Né&o 70

H,0 NaHCO; 77 79

H,O NaHCO; 80

EtOH:H,O NaHCO; 64 62

EtOH:H,0O NaHCO3 60
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Nossos dados podem ser corroborados por trabalho de Fousteris et al. (2006),
que também observou o efeito negativo da mistura EtOH:H,O sobre o rendimento.
As reacOes foram conduzidas variando a quantidade de iodo, solventes (agua,
acetonitrila, etanol e mistura etanol:agua) e sem base. Os rendimentos obtidos foram
inferiores com solventes organicos, mas melhores com o uso de &gua como
solvente. O uso de etanol pode promover a etoxilagdo como uma reacdo de
competicdo, produzindo o 2-(2-etoxi-3-iodopropil)fenol (21). A formacdo dos
produtos etoxilados é evitada em agua, e a reacdo de hidroxilacdo (Esquema 8) &
menos favoravel que a etoxilagdo, uma vez que 0s reagentes possuem baixa
solubilidade em agua. No entanto, ao utilizar EtOH como co-solvente, a solubilidade

aumenta favorecendo a etoxilacéo.

O
(19)
OH
I I
OH O\/
2-(2-hidroxi-3-iodopropil)fenol (22) 2-(2-etoxi-3-iodopropil)fenol (21)

Esquema 9: ReacBes de competicdo durante a obtencdo de 2-(iodometil)-2,3-diidrobenzofurano.

J& o efeito negativo da presenca de base pode ser explicado pelo aumento da
reacao de eliminacédo de acido iodidrico (Esquema 9). Haloalcanos podem sofrer a
reacao de desidrohalogenacéo, principalmente em presenca de base. Esta reacao e
favorecida em solventes polares préticos, pois nestes solventes (como agua e
etanol) o ion iodeto é melhor solvatado do que em solventes apolares ou polares

aproticos. Assim, pode gerar o produto de eliminacdo 2-metilbenzofurano, afetando
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o rendimento reacional na formacdo do composto 19. Apesar dos rendimentos
obtidos neste trabalho serem semelhantes aqueles publicados por Fousteris et al.
(2006), os melhores rendimentos foram obtidos com 4 equivalentes de iodo. Neste
trabalho, foram utilizados 1,1 equivalente de iodo, gerando economia de reagentes e

aumento da eficiéncia atbmica.

B Gy

OH P OH Q eE
e 50 T
a l-m
5

o / C'OH ¥

- -—
2-metilbenzofurano (29)

Esquema 10: Formacédo do 2-metilbenzofurano.

Em comparagdo com outras metodologias que continuam sendo
desenvolvidas, nota-se que a proposta deste trabalho ainda é mais eficiente. Em
procedimento desenvolvido por Meng et al. (2014), foi utilizado diclorometano,
tetracloreto de estanho, 1 equivalente de iodo e tempo reacional de 5,5 horas.
Apesar desta metodologia ter sido empregada sem excesso de iodo e tempo
reacional relativamente curto, resultou em apenas 36% de rendimento,
demonstrando ser menos eficiente, além de utilizar o sal de estanho que produz

riscos ambientais e a saude.
6.1.2 Sintese da 1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)piperazina (LINS01001)

Com o produto 19 obtido prosseguiu-se com a preparacdo dos compostos
finais propostos. Estes podem ser sintetizados através de reagfes de substituicdo
nucleofilica. Este tipo de reac&o ocorre quando uma espécie que contém um par de
elétrons disponivel (nucledfilo) ataca uma posicao eletrofilica (deficiente de elétrons)

de uma molécula que contém um grupo de saida (substrato), deslocando-o. As
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reacOes de substituicdo nucleofilica podem acontecer por dois mecanismos distintos
denominados SN; e SN, (SMITH; MARCH, 2007).

A substituicdo nucleofilica unimolecular (SN;) ocorre em duas etapas.
Primeiramente o grupo de saida € removido, quando h& formacdo de um
intermediario carbocétion, que reagird com um nucledfilo. Este tipo de mecanismo
de reacédo tende a acontecer quando o atomo de carbono a ser substituido encontra-
se estericamente impedido. A formacdo do carbocation (etapa lenta) determina a
velocidade da reacdo, pois necessita de maior energia de ativacdo (SMITH,;
MARCH, 2007).

As reacOes sdo designadas SN; porque apenas a concentracdo de uma das
espécies quimicas envolvidas na reacdo, o substrato, influencia a velocidade. A
velocidade da reacdo também pode ser influenciada por alguns fatores, como o
efeito do solvente e a estrutura do substrato. Solventes polares proéticos beneficiam a
reacao por favorecerem a formacdo de carbocations ao solvatar o grupo de saida
(VOLLHARDT, SCHORE, 2005). Além disso, a estabilizacdo do carbocéation também
deve ser considerado. Carbocations mais estaveis aumentam a velocidade de
reacdo. A estabilidade dos carbocétions depende basicamente do niumero de grupos
alquila ligados ao a&tomo de carbono positivamente carregado, que 0s estabilizam

por um fendmeno denominado hiperconjugacdo (CLAYDEN et al., 2000).

A substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2) ocorre em uma Unica etapa, ja
que ndo ha formacdo de carbocéation. E favorecida quando ndo h& impedimento
estérico e o nucledfilo tem facil acesso ao eletréfilo do substrato. Nesta reacao,
ocorre o ataque nucleofilico, formando um estado de transicao (etapa lenta), e ao
passo que a reacdo prossegue, a ligacao entre o nucledfilo e o atomo de carbono se
fortalece e a ligacao entre o atomo de carbono e o grupo de saida enfraquece. Desta
forma, h& a quebra da ligacdo carbono-grupo de saida (etapa rapida) e a formacéo
da ligacdo carbono-nucledfilo simultaneamente (CLAYDEN et al., 2000). Diante de
tais caracteristicas, denomina-se de um processo concertado (FERREIRA; ARROIO;
REZENDE, 2011). Os compostos propostos neste trabalho s&o obtidos
possivelmente por mecanismo SN, ja que utilizam substrato primario e nucleofilo

relativamente desimpedido (esquema 11).
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Esquema 11: Sintese dos compostos propostos por substituicdo nucleofilica bimolecular.

Diferentemente das reacdes SN;, a velocidade da reacdo SN, depende
também da concentracdo do nucledfilo. Um bom nucledfilo relaciona-se com a
rapidez com que € capaz de atacar um atomo deficiente em elétrons (eletréfilo) e
favorecer o ataque nucleofilico (CLAYDEN et al, 2000). Além disso, o efeito do
solvente é determinante na taxa de velocidade da reacgdo. Solventes polares
apréticos favorecem o mecanismo SN, pois ndo beneficiam a formacéo de ligacao
de hidrogénio com o nucledfilo, e assim sua baixa solvatacdo néo interfere na
nucleofilicidade, permitindo uma maior disponibilidade do ataque nucleofilico. Além
disso, estes tipos de solventes podem estabilizar o grupo de saida favorecendo a

SN, (CAREY, SUNDBERG, 2007).

Para a sintese da 1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)piperazina (LINS01001,
figura 38), optou-se primeiramente pelo uso do monocloridrato de piperazina (item
5.1.2) para evitar a formacao de produtos dissubstituidos através da protecdo de um
dos nitrogénios por protonacdo (MEHANNA; KIM, 2005). Preparou-se com sucesso
o dicloridrato de piperazina (necessaria para obtencédo posterior do monocloridrato

de piperazina), entretanto o composto final ndo foi obtido.

LINS01001

Figura 38: 1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)piperazina.

Como alternativa, optou-se trabalhar com a piperazina em base livre (item
5.1.2 — procedimento 1) e em excesso (4 equivalentes), como proposto por trabalhos

descritos para obtencdo de varios compostos, na tentativa de evitar produtos
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dissubstituidos (CAl et al., 2010; ZHOU et al., 2015). Para evitar tal ocorréncia pode-
se utilizar grupos protetores, porém tal método aumenta os passos sintéticos, além
de dificultar a purificacdo do produto, causando decréscimo do rendimento global
(VERMA; ACHARYA; KAUSHIK, 2010). Por isso, optou-se por prosseguir as reacoes

com piperazina em excesso.

Nesta metodologia esperava-se avaliar a influéncia do solvente, entretanto
nenhum produto foi formado. Apesar deste procedimento ter sido aparentemente
mais eficiente que o procedimento acima descrito (usando monocloridrato de
piperazina), a confirmagédo da formagéo do produto puro, bem como o rendimento,
nao foram possiveis, uma vez que a visualizacdo em placas de CCD e espectros de
RMN demonstraram presenca de impurezas e grande quantidade de material de

partida (piperazina).

Em outra tentativa (item 5.1.2 — procedimento 2) de obtencdo do produto, os
procedimentos foram conduzidos alterando duas variaveis, o solvente (THF ou
EtOH) e a temperatura (ambiente ou 60 °C). Além disso, optou-se pela mudanca do
método de extracdo na etapa de purificacdo. As reacdes foram primeiro realizadas
em temperatura ambiente e variando o solvente. Observou-se que o0 uso de THF e
tipo de extracdo (extracdo acido-base) trouxe pequena melhoria, mas ainda nao
suficiente para obtencdo de rendimento e pureza satisfatérios. Assim, as demais
reacoes foram realizadas sob aquecimento (60 °C). O uso de etanol ndo demonstrou
efeito positivo na reacao, entretanto o uso do THF forneceu rendimento de 83%.

Acredita-se que os fatores-chave para o sucesso na obtencdo do LINS01001
deve-se ao uso de um solvente aprotico, favorecendo a velocidade da reacdo, bem
como o tipo de extracdo. Neste tipo de extracdo, ao acidificar o meio ocorre
protonacdo do LINS01001 e da piperazina. Através da lavagem com hexano retira-
se 0 composto iodociclizado (19) que porventura ndo reagiu, além de possiveis
produtos de eliminacdo. A fase aquosa foi entdo alcalinizada e as estruturas
protonadas voltam as suas formas nao-ionizadas (ou moleculares) e podem ser
novamente separadas por particdo (jA que o produto desejado encontrar-se-4 na
fase organica). Entretanto, a piperazina é pouco soluvel em solventes organicos,

diferentemente do produto de interesse.
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Por comparagcdo, a busca na literatura pela obtencdo da 1-(2,3-
diidrobenzofuran-2-ilmetil)piperazina retornou a sintese desenvolvida por Meng et al.
(2014). Nesta, foram utilizados 5 equivalentes de piperazina, acetonitrila como
solvente e tempo reacional de apenas 2 horas. Em contrapartida, a purificacéo foi
realizada em coluna cromatogréfica utilizando metanol:diclorometano como eluente
e obtencdo de apenas 54% de rendimento, demonstrando a vantagem da
metodologia proposta neste trabalho, em que ndo ha necessidade de purificacdo em
coluna cromatografica, tornando o processo mais viavel. Diante tais resultados,
almeja-se futuramente avaliar a sintese de LINS01001 com menor excesso de

piperazina.

6.1.3 Sintese da 1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)-4-metil-piperazina
(LINS01003)

Com o reagente comercial 1-metilpiperazina, prosseguiu-se com a sintese do

do segundo composto proposto (figura 39).

LINS01003

Figura 39: 1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)-4-metil-piperazina.

O primeiro procedimento (item 5.1.3 — procedimento 1), realizado em
temperatura ambiente e variando os solventes extratores (diclorometano ou éter
etilico), ndo forneceram bons resultados, uma vez que o produto ndo foi isolado. Em
um segundo momento (item 5.1.3 — procedimento 2), realizaram-se o0s
procedimentos variando a temperatura (ambiente ou 60 °C), tipo de extracao
(extracdo com NaHCO3; e éter etilico) e proporcédo estequiométrica dos reagentes
(1:1 ou 1:4 de 19:1-metilpiperazina). Observou-se nos resultados obtidos que alguns
fatores influenciaram as reagfes, mesmo que em pequena propor¢cao. Aquelas

conduzidas sob aquecimento (60 °C) tiveram influéncia positiva no rendimento
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(rendimento de 2% para 9%), assim como 0 uso de maior propor¢gdo de 1-
metilpiperazina (rendimento de 9% para 12%).

A extracdo pode também ter contribuido para melhor rendimento. Como a 1-
metilpiperazina € insolavel em éter etilico, esta fica retida na fase aquosa e o
composto halogenado (19) pode ser separado em coluna cromatogréfica. Além
disso, 0 uso de solucédo saturada de NaHCO3; pode contribuir para a otimizacao do
processo por diminuir o grau de ionizacao do produto. O produto final pode protonar
em pH préoximo ao neutro, todavia em solucdo basica, a ionizacdo € incipiente e o

composto ficar4 na fase etérea.

Visando a melhoria dos procedimentos reacionais, algumas reacdes foram
assistidas por ultrassom (item 5.1.3 — procedimento 3). O uso de THF como solvente
e 0 método de extracdo foram mantidos. Neste procedimento variou-se as
proporcdes estequiométricas dos reagentes, que ndo conduziu a grande melhoria.
Notou-se apenas que o0 uso de excesso de 1-metilpiperazina pareceu influenciar na
reacdo, com rendimento de 2%, entretanto sdo necessarias outras investigacdes
metodologicas para avaliar o efeito da irradiagcdo ultrassdnica na obtencdo do
LINS01003.

Baseando-se nos resultados anteriores e afim de aperfeicoar o processo, 0
procedimento 4 (item 5.1.3) foi conduzido novamente com metodologia classica
(agitacdo magnética), aquecimento, excesso de 1-metilpiperazina (1:4 de 19:1-
metilpiperazina) e distintos métodos de extracdes. A primeira extracdo (A), utilizando
solucdo saturada de NaCl e acetato de etila como solvente extrator, ndo gerou
resultado satisfatorio com rendimento ndo determinado. Inspirando-se no resultado
obtido com a sintese de LINS01001, foram retomados 0s procedimentos de extracao
acido-base (B). A utilizacdo de éter etilico como solvente extrator ndo foi favoravel e
levou apenas a obtencéo de resquicios de produto. Porém, aparentemente o produto
encontrava-se retido na fase aquosa, pois apresentava cor caracteristica
(amarelado) e assim, optou-se utilizar acetato de etila (solvente mais polar) como

solvente extrator. O rendimento obtido apds a troca do solvente foi de 85%.
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Nota-se que tais resultados foram mais satisfatorios, j& que ndo houve a
necessidade de separacdo e/ou purificacdo em coluna cromatogréfica, como
necessario nos procedimentos anteriores. Além disso, purificacbes por coluna
cromatografica sdo mais trabalhosas e demandam maior custo para obtencdo do
produto. Esta mudanca também €& importante visando produ¢cdo em maior escala,
uma vez que obteve-se bom rendimento com procedimento reacional mais simples.

Ademais, trata-se de um composto inédito até o momento.
6.1.4 Sintese da l-alilpiperazina (20)

Assim como para a obtencdo do LINS01001, as preparacbes da 1-
alilpiperazina (20, figura 40) foram conduzidas em métodos distintos, usando
monocloridrato de piperazina e piperazina como base livre, mas em todos o brometo
de alila foi utilizado como agente alquilante (eletrofilico) devido a sua reatividade

adequada.

(\N/\/

HN\)

20

Figura 40: 1- alilpiperazina.

Considera-se um bom grupo de saida o substituinte capaz de se afastar da
estrutura como um ion ou uma molécula relativamente estavel. Geralmente, as
bases fracas sdo bons grupos de saida. Uma das vantagens de se utilizar o brometo
de alila refere-se a estabilidade do cétion alilico. Apds a saida do anion brometo o
grupo alila é estabilizado devido a deslocalizacdo por ressonancia (Esquema 12),
sendo assim amplamente empregado em reacdes quimicas (SMITH; MARCH,
2007).

B + .
/\/r—>/\>ca—> C@‘—b/i-\

Esquema 12: Estabilidade do grupo alila por ressonéncia.
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Embora este tipo de reacdo seja relativamente simples e bem descrita na
literatura, o grande obstaculo encontrado € a grande possibilidade de formacgéo do
produto dissubstituido (N,N-dialilpiperazina). Desta maneira, optou-se por realizar a
sintese inicialmente com o uso do monocloridrato de piperazina (item 5.1.4), porém
assim como para o composto LINS01001, esta metodologia ndo se mostrou
eficiente, pois ndo houve formacdo do produto final de interesse. Acreditava-se
inicialmente que o composto desejado estava ainda retido na fase aquosa, uma vez
que tal fase encontrava-se com coloracdo amarelada. Assim, o solvente extrator
(éter etilico) foi alterado para um mais polar (acetato de etila). Entretanto, ndo se

obtiveram melhores resultados.

A metodologia usando piperazina como base livre foi primeiramente
conduzida em procedimento classico (agitacdo magnética) por 12 horas e diferentes
temperaturas (60 °C ou temperatura ambiente). Apesar de uma relativa melhoria nos
resultados obtidos com este procedimento (item 5.1.4 — procedimento 1), ndo foi
possivel definir as condi¢des reacionais mais adequadas. Houve grande variacao
nos rendimentos obtidos quando o procedimento foi repetido (Tabela 15), e esta
ampla variacdo nos resultados também foi verificada quando se observou a

proporcao de produtos monoalilados:dialilados.

Tabela 15: Rendimentos obtidos na sintese da 1-alilpiperazina pelo procedimento 1.

Experimento Temperatura Rendimento (%)
1 t.a. 15
60 °C 34
60 °C 5
2 60 °C 15
60 °C 8

n.d.: ndo determinado; t.a: temperatura ambiente.

O terceiro experimento (item 5.1.4 — procedimento 2) foi testado variando o
tempo reacional (1 ou 1,5 horas), solvente (THF ou EtOH) e presenca ou nao de Kl e
K>,COgs. Ainda com objetivo de controlar a propor¢cdo dos produtos N-alilpiperazina e
N,N*-dialilpiperazina as sinteses foram realizadas com auxilio de ultrassom. Trabalho
publicado por Maurya, Hoang e Kim (2012), demonstrou que 0 uso de micro-reator

com a presencga da irradiagcdo ultrassonica levou a monoacilagdo seletiva de varias
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diaminas. Com o0s resultados obtidos, notou-se que a irradiacdo ultrassonica
melhorou a conversdo, mas novamente causou ampla variagdo nos rendimentos
obtidos (Tabela 7) e na propor¢cdo de piperazina monoalilada:dialilada quando
repetida a mesma metodologia. Entretanto, observou-se que as sinteses realizadas
utilizando etanol como solvente apresentaram maior seletividade a monoalilagéo.
Mesmo utilizando excesso de compostos diaminicos, o controle da formacdo de

produtos monossubstituidos € trabalhoso.

Uma possivel explicagdo pode estar relacionada com a solubilidade, como
ocorre na monoacilagdo de diaminas. Para compostos monoacilados a presenca de
um solvente aprético dificulta a monossubstituicdo, pois nestas condi¢cdes o produto
monossubstituido € mais solivel que o n&o-substituido (VERMA; ACHARYA;
KAUSHIK, 2010). Neste trabalho, observou-se ainda que nas sinteses com tempo
reacional maior (1,5 horas) a formacgédo de produto dialilado foi mais frequente e o

uso de K,COj; e Kl nao trouxe influéncia positiva ao rendimento.

A adicao de Kl na reacgéo teve objetivo de aumentar a taxa de alquilagdo, uma
vez que na presenca deste, ocorre uma troca do bromo pertencente ao brometo de
alila por iodo, formando brometo de potassio, sendo este menos soluvel no meio
reacional e favorecendo a formacédo do iodeto de alila, que € um alquilante mais

7

eficaz. Essa reacdo é conhecida como reacdo de Finkelstein (SMITH; MARCH,
2007). Classicamente, a reacdo de Finkelstein é feita em acetona (pela
caracteristica de solubilidade envolvida), mas pode ser aplicada em outros

solventes.

A piperazina utilizada nos procedimentos acima aparentava estar
consideravelmente hidratada e entdo realizou-se a secagem para posterior uso em
novas tentativas. Além da piperazina, o equipamento de ultrassom utilizado foi
alterado para uma lavadora de menor volume, e assim, melhor agitaco. A vista dos
resultados anteriores as sinteses foram realizadas de acordo com as condi¢des

descritas na tabela 16.
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Tabela 16: Condi¢bes reacionais e rendimentos obtidos na sintese da 1-alilpiperazina.

Experimento Proporcao Solvente KI K,CO4 Tempo (h)
1 1:2 EtOH Nao N&o 1

Interessantemente, obteve-se a sintese de 20 com sucesso. Apesar de
novamente ter ocorrido certa variacdo nos rendimentos com a repeticdo da mesma
metodologia, foi possivel obté-la isolada e com bom rendimento médio (79%). E
possivel que a piperazina hidratada tenha influenciado nos procedimentos anteriores
ao interferir na quantidade real de piperazina utilizada, mas certamente a mudanca

de equipamento também influenciou positivamente.

6.1.5 Sintese da 1-alil-4-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)piperazina
(LINS01004)

Com a 1-alilpiperazina (20) obtida, prosseguiu-se com a preparacao da 1-alil-
4-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)piperazina (LINS01004, figura 41).

LINS01004

Figura 41: 1-alil-4-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)piperazina.

As reacdes foram efetuadas com o uso de ultrassom em tempos reacionais
diferentes (1 ou 2 horas). O uso do solvente aprético foi mantido, uma vez que
demonstrou 6timos resultados na obtencdo dos compostos anteriores. Por haver
menor possibilidade de dissubstituicdo no preparo de LINS01004 utilizou-se
proporcao 1:1 dos reagentes (19:20). Infelizmente, os experimentos (item 5.1.5 —
procedimento 1) ndo foram eficientes, pois o produto ndo foi formado. Analises de
RMN demonstraram que o liquido isolado de cada reacdo constituia apenas de 1-
alilpiperazina.
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No entanto, baseando-se nos resultados obtidos com as preparacoes
anteriores, a reacéo foi conduzida de acordo com as condi¢cdes reacionais cujo 0s
produtos foram formados. O procedimento (item 5.1.5 — procedimento 2) foi entao
realizado em agitacdo magnética e aquecimento (60 °C), THF como solvente e
quantidade estequiométrica de reagentes 1:1. A extracdo também foi efetuada
utilizando distintos solventes (diclorometano ou acetato de etila). Na extracao
realizada utilizando diclorometano ndo houve isolamento do produto, mas no
processo extrativo com acetato de etila foi possivel isolar o produto (LINS01004)
com 66% de rendimento. Logicamente, a troca do solvente extrator foi o fator
determinante para o isolamento do composto. Provavelmente, o produto permanecia

na fase aquosa, e ao utilizar um solvente mais polar, foi possivel isola-lo.

O LINS01004 é um composto inédito. Pesquisa na literatura ndo retornou
resultados sobre a preparacdo deste. Portanto, sua obtencdo e com rendimento

satisfatorio contribui diretamente no desenvolvimento de novas entidades quimicas.

6.1.6 Sintese da 1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)fenilpiperazina (LINS01005)

Por fim, seguiu-se com a preparacdo da 1-(2,3-diidrobenzofuran-2-
ilmetil)fenilpiperazina (LINS01005, figura 42). Foi obtido o produto final desejado,
entretanto com rendimento baixo (19%). Perante os resultados obtidos com
metodologias ja descritas pretende-se futuramente avaliar a influéncias de variaveis
como proporcbes dos reagentes, tipos de solventes (aprético), uso da radiacdo
ultrassénica e extracdes, bem como demais condicbes reacionais que forem

pertinentes. O LINS01005 é também um composto inédito.

LINS01005

Figura 42: 1-(2,3-diidrobenzofuran-2-ilmetil)fenilpiperazina.
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6.2 Ensaio da atividade biolégica (binding assay)

Os ensaios de binding permitem analisar a interacdo dos ligantes com
distintos alvos moleculares determinando suas afinidades e seletividades
(POLLARD, 2010). Para tal, utilizam-se dois tipos de experimentos denominados
saturacdo e competicdo. O experimento de saturacdo é realizado com diferentes
concentracdes da [*H]-histamina para definir a afinidade desta (Kq) com o alvo (HsR
e H4sR). O valor de Ky refere-se a concentracdo onde 50% dos receptores

encontram-se ocupados devido a interagdo com o radioligante.

Ja a partir do experimento de competicdo é possivel medir a afinidade dos
ligantes nao-radiomarcados (ligantes-teste) com os receptores (K;) através do
deslocamento da [*H]-histamina em concentracéo fixa (L), previamente determinada
no experimento de saturacdo. Este ensaio é efetuado com concentracdes
crescentes do ligante—teste, e assim, ao passo que a concentracdo deste aumenta,
a quantidade de [*H]-histamina ligada ao alvo diminui (DEUPREE; BYLUND, 2002).
A constante de interacdo (K;) pode ser obtida a partir do valor de 1Cso (concentracao
do ligante teste capaz de inibir a interacdo da [*H]-histamina em 50%), através da
equacao de Cheng-Prusoff (CHENG, PRUSSOFF, 1973).

Os valores de Ky obtidos foram 33 nM e 8 nM, para HsR e H3R,
respectivamente. As figuras 43 e 44 mostram as curvas de saturagao na interacao
da histamina com os respectivos receptores.

Juntamente com as concentracdes da [°H]-histamina determinadas pelo
ensaio de saturacdo (10 nM para H4R e 6 nM para H3zR), prosseguiu-se com 0s
ensaios de competicdo. Os valores de ICsp e K; obtidos sdo mostrados na tabela 17
e 0S compostos sintetizados avaliados sao apresentados na figura 45. As figuras 46

e 47, apresentam as curvas concentracdo-resposta para cada receptor.
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Curva de saturacao de [°H]-histamina em H,4R
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Figura 43: Curva de satruracdo de [3H]-histamina no H4R.
Curva de saturacéo de [*H]-histamina em H3R
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Figura 44: Curva de satruracdo de [3H]-histamina no HiR.
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LINS01001 LINS01003 LINS01004 LINS01005
H,R IC4, >100 uM H,R IC4,>100 uM H,R IC4, >100 uM H,R IC, 36 uM; K, 28 uM
H,R IC, >100 uM HsRICs, 44 uM; K 25 uM  H,R ICy, 12 uM; K; 7 uM H,R IC, 30 uM; K, 17 uM

Figura 45: Compostos sintetizados avaliados neste trabalho.
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Tabela 17: Valores de ICs € K; dos ligantes e seus respectivos receptores.

Receptor Ligante ICso K;
H/R A943931 16 nM 12 nM
LINS01001 >100 yM n.d.
LINS01003 >100 uM n.d.
LINS01004 >100 M n.d.
LINS01005 36 uM 28 uM
HsR a-Me-H 55 nM 31 nM
LINS01001 >100 yM n.d.
LINS01003 44 yM 25 uM
LINS01004 12 uM 7 uM
LINS01005 30 uM 17 uM
Curva concentragdo-resposta em HyR
2000 7
A943931
15007 LINS01001
= LINS01005
o 10007 LINS01003
LINS01004
500 A
O 1 1 | | 1
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Figura 46: Ensaio de competicdo no HyR.
Curva concentracdo-resposta em HzR
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Figura 47: Ensaio de competicdo no H3R.
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Os resultados mostraram que 0s compostos apresentaram baixa afinidade por
ambos receptores, entretanto com seletividades distintas. Os compostos LINS01003
(HsR K;i 25 pM) e LINS01004 (H3R K; 7 uM) apresentaram maior seletividade para
HsR, enquanto LINS01005 ndo demonstrou seletividade apreciavel (H4R K; 28 uM;
HsR K;j 17 pyM). A molécula néo-substituida LINS01001 demonstrou a mais baixa

afinidade entre todas testadas (Figura 43).

A primeira caracteristica apresentada nos compostos propostos trata-se da
presenca de um grupo amino basico para interacdo com o aminoécido Asp94 (3.32)
na regido TM3 (SHIN et al., 2002) através de uma interacdo idnica. Tem-se proposto
gue este € um ponto crucial comum para interacdo de ligantes em receptores
aminérgicos (JONGEJAN et al., 2008). O grupo basico escolhido foi a piperazina,
uma vez que este grupo € amplamente utilizado no planejamento de novos ligantes
com atividade anti-histaminica, exibindo boa afinidade. Apesar da discreta afinidade
dos compostos planejados pelos receptores, acredita-se que o N*-piperazinico

destes tenha desenvolvido seu papel e interagido com Asp94 (3.32).

Diversos ligantes relatados em literatura apresentam o nitrogénio como
heteroatomo do niicleo central. E proposto que este nitrogénio inddlico pode interagir
com o aminoacido Glul82 (5.46) (JONGEJAN et al., 2008) na regido TM5 como
doador de ligacdo de hidrogénio, outro sitio de ligacdo importante para interacao
(SHIN et al., 2002). No entanto, varios padrdes estruturais sdo bastante tolerados e
apresentam boa afinidade. Compostos contendo anéis benzofuranicos ja foram
explorados e sugerem serem alternativas promissoras para obtencdo de novos
ligantes. Dessa forma, propusemos compostos para avaliar o papel do heteroatomo
como doador ou aceptor de ligacdo de hidrogénio, uma vez que nestes ndo ha o
nitrogénio inddlico em suas estruturas. Os resultados indicam que o0 nitrogénio
inddlico parece determinar alta afinidade pelos receptores, e que de fato o oxigénio

como heterodtomo do nucleo central ndo deve interagir com Glu182 (5.46).

A influéncia dos substituintes ligados ao N*-piperazinico também foram
observadas. Os resultados obtidos indicaram que o grupo fenil levou a melhor
interacdo nos receptores, porém de forma ndo-especifica, e aparentemente grupos

alquila conferem maior seletividade HsR. Avaliando o resultado obtido por
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LINS01001 que demonstrou a mais baixa afinidade entre todos testados, notou-se
que a presenca de um substituinte hidrofébico ligado ao N*-piperazinico é importante
para interacdo com o0s receptores, possivelmente em regifes hidrofobicas presentes
em ambos (KOTTKE et al., 2011). Porém, especialmente para o H4R, entre os
dominios TM3, TM5 e TM6 foi observado um possivel sitio hidrofébico de volume
restrito, como proposto por Wijtmans et al. (2011), onde pode ocorrer interacdo dos
grupos metila, alila e fenila dos nossos compostos. Tal proposta pode ser
corroborada pela reviséo de Engelhardt et al. (2012), que discutem que propriedades
eletrOnicas ndo parecem apresentar grande contribuicdo para afinidade com o H4R.
Aparentemente, a caracteristica envolvida na ligacdo esteja relacionada com

caracteristicas estéricas e hidrofébicas.

Interessantemente, resultados obtidos neste trabalho confrontam com alguns
observados em literatura. Em uma reviséo recente, foi demonstrado que para a série
de indolcarboxamidas, o grupo metila como substituinte N*-piperazinico confere
maior afinidade ao H4R (ENGELHARDT et al., 2012). No entanto, para 0S Nn0ossos
compostos a metila conferiu baixa afinidade por HsR (ICsp >100 pM), e maior
seletividade para HzR (ICso 44 upM), demonstrando assim que 0S compostos
benzodiidrofuranicos constituem um novo arcabouco que deve ainda ser explorado

para correta definicdo de suas REA.

Além disso, a maioria dos ligantes descritos até 0 momento possui 0
heterociclo aromatico. Nossos compostos ndo apresentam essa caracteristica.
Dessa forma, os resultados aqui obtidos mostraram que a aromaticidade do anel que

contém o heteroatomo € importante para boa afinidade aos dois receptores.

Outra caracteristica analisada foi a auséncia do grupo carbonila que mantém
a caracteristica basica do nitrogénio piperazinico. Os resultados indicaram que esta
caracteristica levou a reducdo da afinidade, entretanto, ndo parece ser
farmacoforica. Christopher, Thangam e Suresh (2012) identificaram compostos nao-
carbonilados como possiveis ligantes de H4R, porém mantendo o anel heterociclico
com caracteristica aromatica. De qualquer forma, mesmo com a baixa afinidade

apresentada pelos compostos, estes demonstraram certa interagdo com o receptor.
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Por fim, desejou-se determinar também se o nitrogénio do grupo piperazinico
poderia exercer o papel do nitrogénio inddlico na provavel interacdo com Glul82
(5.46). Tendo como base o composto LINS01005, que apresentou melhor afinidade
por H4R dentre todos os avaliados e o prototipo JNJ-7777120 (6), € possivel propor

algumas hipoéteses de interacdo com H4R.

A proposta de interacao do prototipo JNJ-7777120 (6) com H4R é apresentada
na figura 48. A interacdo envolve duas ligacbes-chave de hidrogénio com o0s
aminoacidos Asp94 (3.32) e Glul82 (5.46), através dos nitrogénios piperazinico e
inddlico, respectivamente. InteragBes hidrofobicas também ocorrem com o0s
aminoacidos Val3.40, Phe6.44 e Trp6.48. Esses aminoacidos podem ser
visualizados tridimensionalmente na figura 16. Baseando-se nessas interacfes-
chave, propusemos trés hipoteses de interacdo para o LINS01005 com o H4R. A
hip6tese 1 propbe que o aminoacido Asp94 (3.32) interage com o nitrogénio
piperazinico proximo ao anel benzoinddlico, uma vez que com o grupo fenila o
nitrogénio a ele ligado torna-se pouco basico, e dessa forma pouco ionizavel em pH
fisiolégico. O grupo fenila pode interagir entdo como equivalente ao nucleo
aromatico presente em todos os ligantes descritos. Ja a hipétese 2, sugere que o
aminoécido Asp94 (3.32) interage com o nitrogénio fenilpiperazinico como esperado,
enquanto Glul82 (5.46) estaria envolvido em uma interacdo de hidrogénio em sua
forma nado-ionizada com o oxigénio benzofuréanico. Entretanto, isso seria improvavel
devido a consideravel acidez do &cido carboxilico, que possivelmente estara
ionizado. Assim, uma terceira hipétese é que ocorra uma interacao de Glul182 (5.46),
em forma de carboxilato, com o0 nitrogénio piperazinico proximo ao anel

benzoinddlico. Essas hipoteses estdo também demonstradas na figura 48.
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Figura 48: Possiveis interacdes com HyR.

Desta maneira, de acordo com as informagGes obtidas é possivel propor,
algumas caracteristicas estruturais importantes para que os compostos apresentem
melhor afinidade e seletividade H4R, tais como: (1) grupo amino basico, para
interacdo com Asp94 (3.32); (2) nitrogénio como heteroatomo do nucleo central,
para interacdo com Glul82 (5.46); (3) heterociclo aromatico; (4) substituinte
hidrofébico ligado ao N*-piperazinico, para interac&o hidrofébica em bolsos lipofilicos

do receptor.

Entretanto, para melhor avaliagdo das hipéteses de interacdes sugeridas
tornam-se necessarios outros estudos mais sistematicos, como o docking molecular.
Estes estudos ja estdo sendo viabilizados com objetivo de explicar as provaveis
interacbes com os alvos e auxiliar no planejamento de novas moléculas com

atividade aprimorada.




7 CONCLUSOES

Face aos resultados expostos foi possivel concluir que as rotas sintéticas
propostas para obtencdo dos compostos foram satisfatorias, uma vez que os
rendimentos variaram de 66 a 85%, exceto para o composto LINS01005 que obteve
rendimento de 19%. Desta maneira, ainda € necessario melhorar oprocesso para
sua obtencao. Entretanto, foi possivel sintetizar as 1-(2-(2,3-

diidrobenzofuril)metil)piperazinas com rendimentos e purezas apropriadas.

A avaliacdo da atividade bioldégica demonstrou que 0s compostos
apresentaram baixa afinidade tanto por H4R quanto por H3R. No entanto, possibilitou
obter algumas informacdes sobre a REA dos compostos aqui avaliados para a
afinidade por H4R, assim como por HzR.

Observou-se que o grupo fenil (LINS01005) levou a boa interacdo, mas
inespecifica entre os dois receptores (H4R K; 28 uM; H3R K; 17 uM), e grupos alquila
(LINS01004; H3R K; 7 uM e LINS01003; H3R K; 25 puM) conferiram maior seletividade
HsR. Notou-se ainda, que a aromaticidade do nucleo central € importante para boa
afinidade, bem como a presenca de um substituinte hidrofébico ligado ao N*
piperazinico, ja que LINS01001 (ndo-substituido) apresentou a mais baixa afinidade

e o valor de K; ndo pode ser determinado.

Baseando-se no composto LINS01005, que apresentou melhor afinidade, é
possivel que este faga interacdo com o H4R através de dois pontos: (1) nitrogénio
N*-piperazinico com Asp94 (3.32); (2) substituinte hidrofébico ligado ao N*

piperazinico com os sitios hidrofébicos presentes no receptor.

Além disso, os compostos planejados apresentaram um novo modelo
estrutural promissor para otimizacdo e posterior obtencdo de ligantes de H4;R mais

eficientes, com afinidade e seletividade aprimoradas, principalmente frente ao HzR.

Pretende-se, futuramente, iniciar estratégias para otimizacdo dos compostos,

bem como estudos complementares, como o docking molecular, para averiguagao
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das interagbes HsR sugeridas e assim, obter maiores informagbes acerca da
composicao estrutural do receptor e seus ligantes.
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Apéndice 1 - Espectro de *H-NMR do 2-(iodometil)-2,3-diidrobenzofurano (19)
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Apéndice 2 - Espectro de *H-NMR do LINS01001
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Apéndice 3 — Espectro de **C-NMR do LINS01001
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Apéndice 4 — Cromatograma e espectro de massas do LINS01001
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Apéndice 5 - Espectro de *H-NMR do LINS01003
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Apéndice 6 — Espectro de **C-NMR do LINS01003
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Apéndice 6.1 — DEPT 135° do LINS01003
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Apéndice 7 — Espectro de massas de alta resolugédo do LINS01003

Equipamento: MICROTOF — Bruker
Nebulizer: 0.8 Bar
Dry gas: 5 I/min

Temp: 200 °C
HV: 4500 V

Solicitacao: 01474
Amostra: CMP ativ
ESI + amostra dissolvida em MEOH e diluida em Me—H - 0.1% Acido féormico

Intens. |

233.1683

+MS, 2.5-2.5min #(141-142)
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Apéndice 8 — Cromatograma e espectro de massas do LINS01003
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Apéndice 9 - Espectro de *H-NMR da 1-alilpiperazina (20)
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Apéndice 10 - Espectro de **C-NMR da 1-alilpiperazina (20)
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Apéndice 11 - Espectro de *H-NMR do LINS01004
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Apéndice 12 - Espectro de *C-NMR do LINS01004
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Apéndice 12.1 — DEPT 135° do LINS01004
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Apéndice 13 — Cromatograma e espectro de massas do LINS01004
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Apéndice 14 - Espectro de 'H-NMR do LINS01005
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Apéndice 15 - Espectro de *C-NMR do LINS01005
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Apéndice 16 — Espectro de massas de alta resolugéo do LINS01005

Equipamento: MICROTOF — Bruker Daltonics
Nebulizer: 0.8 Bar

Dry gas: 5 I/min

Temp: 200 °C

HV: 4500 V

Solicitacao: 01474
Amostra: CFP ativ
ESI + amostra dissolvida em MEOH e diluida em MeOH - 0.1% Acido féormico

Intens. +MS, 1.9-2.0min #(107-112)

295.1846

0

T T T T T T T T T T T
100 125 150 175 200 225 250 275 300 325 mz

Intens. +MS, 1.9-2.0min #(107-112)
x106 A

4
b 295.1846

14 296.1846

T T T T T T T
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Apéndice 17 — Cromatograma e espectro de massas do LINS01005
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