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Acido Cafeico Derivado do Acido Cinamico
Figura 1
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RELATORIO DESCRITIVO DE PATENTE DE INVENCAO

MOLECULAS cOM NUCLEO HiBRIDO TACRINA-ETINIL-FENIL-CINAMAMIDA
COM PROPRIEDADE ANTICOLINERGICA, COMPOSICAO FARMACEUTICA,

PROCESSO DE SINTESE E SEUS US0S

Campo da Invencao

[001] A presente invencdo descreve moléculas cinamamidas com nucleo
hibrido baseado em nucleos de tetraidroacridina e derivados do acido cinamico,
separados por cadeias espacadoras metilénicas, via reagdo de acoplamento,
uma composicdo farmacéutica compreendendo estas moléculas, um processo
de sintese destas moléculas, e seus usos. A presente invencao se situa nos

campos da Quimica Medicinal, Farmacologia e Medicina.

Antecedentes da Invencao

[002] A doenca de Alzheimer (DA) é a desordem neurodegenerativa que mais
afeta pessoas acima de 65 anos, especialmente em paises industrializados. A
DA causa perda progressiva e irreversivel de fungdes cerebrais, sendo a sua
principal consequéncia a perda de memoria. Também s&o observados alguns
sintomas secundarios, como depressédo, alucinacdes, agitacdo e uma perda
progressiva da fala. Em estados avancados, sdo observadas alteracbes em
funcdes bioldgicas basicas. (Jameel, E.; et al.; Eur. J. Med. Chem. 2017, 136,
36). Atualmente, estima-se que mais de 18 milhGes de pessoas sofram com a
doenca no mundo todo e que este numero ira aumentar bruscamente para
cerca de 70 milhdes de afetados em 2050. (Kumar, A.; Singh, A.; Ekavali,
Pharmacol. Rep. 2015, 67, 195; Alzheimer’s Association Report, Alzheimer’s &
Dementia 2015, 11, 332). A importancia socioecondmica do desenvolvimento
de novos agentes terapéuticos para a DA supera 0s possiveis riscos e 0s

custos de desenvolvimento. Por exemplo, nos Estados Unidos, entre 2010 e
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2011, os prejuizos econdmicos causados pela DA superaram os 215 bilhdes de
dolares. De acordo com estudos recentes, o lucro com a venda de drogas para
o tratamento da doenca de Alzheimer foi estimada em 8,3 bilhGes de dolares
em 2017 (Bachurin, S.O; Bovina, E.V.; Ustyugov, A.A.; Med. Chem. Rev. 2017,
37, 1186).

[003] A causa patologica da DA ainda ndo foi completamente esclarecida.
Apesar da busca, ndo existem tratamentos terapéuticos capazes de
interromper o curso da doenca. Por outro lado, sabe-se que a acetilcolina
cumpre um papel importante no mecanismo da neurotransmissdo, de forma
que algumas drogas disponiveis atualmente no mercado sdo destinadas
especialmente ao controle dos sintomas cognitivos, isto €, ligados aos niveis de
acetilcolina . Os inibidores da acetilcolinesterase (AChE), enzima responsavel
pela hidrélise da acetilcolina no cérebro, representam o pilar central da
terapéutica disponivel para a DA (Sameem, B.; Saeedi, M.; Mahdavi, M.;
Shafiee, A.; Eur. J. Med. Chem., 2017, 128, 332) , e quatro medicamentos
foram aprovados para o tratamento sintomatico da doenca. Estes farmacos
disponiveis sdo a Tacrina (Cognex®), Donepezil (Aricept®), Rivastigmina
(Exelon®), Galantamina (Razadyne®, Reminyl®), os quais compartilham o
mecanismo de acdo de inibicdo da acetilcolinesterase (AChE), enquanto
Memantina (Namenda®) atua como um antagonista do receptor NMDA (N-metil
D-Aspartato) (Liston, D. R.; Nielsen, J. A.; Villalobos, A.; Chapin, D.; Jones, S.
B.; Hubbard, S. T.; Shalaby, I. A.; Ramirez, A.; Nason, D.; White, W. F., Eur. J.
Pharmacol., 2004, 486, 9).

[004] A tacrina (THA) ou 9-amino-1,2,3,4-tetraidroacridina, Figura 1, foi descrita
pela primeira vez na literatura em 1949 por Shaw e Bentley, como um agente
analéptico. Em 1953 os mesmos autores demonstraram que a tacrina era tao
potente quanto a eserina ou a neostigmina na inibicdo das colinesterases em
concentracdes de 10”7 M. Contudo, somente em 1961 Heilbronn caracterizou
pela primeira vez o efeito da tacrina sobre a AChE e butirilcolinesterase
(BuChE). A tacrina foi a primeira droga aprovada nos Estados Unidos pelo

Peti¢&io 870200026068, de 26/02/2020, pag. 5/34



3/27

Food and Drug Administration (FDA), em 1993, para o tratamento sintomético
da DA (Giacobini, E.; Neurochem. Int., 1998, 32, 413). Contudo, devido a
hepatotoxicidade observada clinicamente, o uso da tacrina foi logo limitado
apos sua insercdo como aplicacdo terapéutica (Sameem, B.; Saeedi, M.;
Mahdavi, M.; Shafiee, A., Eur. J. Med. Chem., 2017, 126, 332).

[005] Com o intuito de diminuir efeitos hepatotoxicos da tacrina, Pang e
colaboradores realizaram a sintese de compostos do tipo bis(n)-tacrina. Estes
compostos sao constituidos por duas unidades do nucleo tetrahidroacridina
ligadas por uma cadeia espacadora metilénica (Figura 2) (Pang, Y. P.; Quiram,
P.; Jelacic, T.; Hong, F.; Brimijoin, S., J. Biol. Chem. 1996, 271, 23646). Os
compostos sintetizados mostraram-se altamente potentes, sendo que o
homodimero bis(7)-tacrina se mostrou mil vezes mais potente na inibicdo da
enzima AChE do que a tacrina. Além disso, também foi observado uma maior
seletividade na inibicdo da AChE em relacdo a BUChE. O trabalho de Pang et
al. deu origem a uma série de pesquisas envolvendo diferentes dimeros da
tacrina e sua capacidade de inibicdo das colinesterases (Hu, M. K; Shaw, J.,
2001, Patente, W0O200117529-A1; Hu, M. K.; Wu, L.; Hsiao, G.; Yen, M.,
J.Med. Chem., 2002, 45, 2277).

[006] A importancia da estratégia dos compostos multialvo configura-se na
habilidade de obter novas moléculas a partir de moléculas com propriedades
biolégicas e caracteristicas distintas. Desse modo, ao inserir diferentes grupos
farmacoféricos em um composto, pode-se atingir mais de um fator relacionado
a doenca. Para a doenca de Alzheimer a estratégia empregada geralmente
envolve o desenvolvimento e a sintese de compostos hibridos onde pelo
menos um dos nucleos € um inibidor da enzima acetilcolinesterase (AChE), e
um outro nucleo de interesse farmacoldgico, que ao serem unidos em uma
Gnica molécula, podem constituir um novo farmaco (Gil, A. M., et al. 2004,
patente W0O2004032929-A2).

[007] Por possuir carater multifatorial, a doenca de Alzheimer apresenta grande

complexidade, de forma que ha um grande interesse da comunidade cientifica
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no desenvolvimento de moléculas “multialvo”. Tais moléculas sdo planejadas
para interagir simultaneamente com diferentes fatores da doenga, tendo como
objetivo ndo sé deter o progresso, mas também fornecer mais do que um
tratamento paliativo dos sintomas, além de simplificar o regime de tratamento.
Analogamente, diversos outros nucleos de interesse farmacolégico também
foram descritos como compostos hibridos, voltados para o estudo da DA (Wu,
W.Y.; Dai, Y. C,; Li, N. G.; Dong, Z. X.; Gu, T.; Shi, Z. H.; Xue, X.; tang, Y. P.;
Duan, J. A.; J. Enz. Inhib. Med. Chem. 2017, 32, 572).

[008] Apesar dos efeitos colaterais conhecidos, o nucleo tacrina, inibidor do
sitio catalitico ativo (CAS) da AChE, ainda € o mais comumente utilizado na
elaboracdo de moléculas multialvo. Diversos trabalhos encontrados na
literatura demonstram a importancia do nucleo tacrina como ancora de
moléculas elaboradas com base na hipétese colinérgica da doenca de
Alzheimer (Sameen, B., Mahdavi, M., Shafiee, A. Eur. J. Med. Chem., 2017,
128, 332., Spilovska, K., Korabecny, J., Nepovimova, E., Dolezal, R., Mezeiova,
E., Soukup, O., Kuca, K. Curr. Top.Med. Chem., 2017, 17, 1006., Li, Q., Yang,
H., Chen, Y., Sun, H. Eur. J. Med. Chem., 2017, 132, 294). Considerando a alta
eficiéncia da tacrina como inibidor das enzimas colinesterases e também pelos
estudos efetuados por Pang et al. que demonstraram a dupla interacdo com o
CAS e o PAS (sitio anidnico periférico) da AChE (Pang, Y. P.; Quiram, P.;
Jelacic, T.; Hong, F.; Brimijoin, S., J. Biol. Chem. 1996, 271, 23646), bem como
as consideracdes de Inestrosa et al (Inestrosa, N. C.; Alvarez, A.; Pérez, C. A.;
Moreno, R. D.; Vicente, M.; Linker, C.; Casanueva, O. |.; Soto, C.; Garrido, J.,
Neuron 1996, 16, 881), que indicaram que o PAS da enzima pode acelerar a
deposicao de peptideos beta-amiloide (AB), o interesse por moléculas contendo
0 nucleo tacrina tornou-se muito promissor. Desse modo, uma das principais
caracteristicas dessa nova geracdo de moléculas hibridas é justamente
ambientada na interacdo simultdnea nos CAS e PAS das ChEs, e também em

outros fatores da DA.
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[009] Sendo a hipétese colinérgica uma das mais estudadas para o tratamento
da doenca de Alzheimer, as enzimas AChE e BUChE constituem o grupo das
colinesterases, encontradas nos humanos, majoritariamente, no sistema
nervoso central e no restante do corpo, respectivamente. A AChE é a principal
responsavel pela hidrélise do neurotransmissor acetilcolina, localizando-se
principalmente nas juncdes neuronais. Ja a BuChE, é responsavel pela
hidrolise de outros ésteres e também da acetilcolina em estagios avancados da
DA. A BuChE é sintetizada no figado, sendo encontrada em grandes
quantidades no soro. Apesar da funcéo fisiolégica da BUChE ainda ndo ser
bem conhecida, sugere-se sua participacdo no mecanismo regulatorio dos
niveis da AChE na sinapse colinérgica (Giacobini, E., Pharmacol. Res. 2004,
50, 433). Estudos tem mostrado que ha um aumento da atividade da BuChE,
de 40% a 90%, nas &reas mais afetadas do cérebro, como o cértex e o
hipocampo durante a evolucdo da DA (Anand, P., Singh, B., Arch. Pharm. Res.,
2012, 36, 375).

[0010] Os derivados do acido cinamico sdo um grupo de moléculas contendo
um &cido carboxilico aromatico que aparecem naturalmente no reino vegetal. O
termo cindmico é oriundo da especiaria proveniente da Cinnamomum
zeilanicum, utilizada desde a antiguidade como aromatizante, estimulante,
antisséptico e também como inseticida. (Pittman, S., Ethnobot. Leafl. 2011,
2000, 11). Além disso, na literatura encontram-se diversas aplicacfes
farmacoldgicas para derivados do acido cindmico, como atividade anticancer
(De, P.; Baltas, M.; Bedos-Belval, F., Curr. Med. Chem. 2011, 18, 1672.),
antimalaria (Wiesner, J.; Mitsch, A.; WiBner, P.; Jomaa, H.; Schlitzer, M.,
Bioorg. Med. Chem. Lett. 2001, 11, 423), antifungico (Tawata, S.; Taira, S.;
Kobamoto, N.; Zhu, J.; Ishihara, M.; Toyama, S., Biosci. Biotechnol. Biochem.
1996, 60, 909), antioxidante e antimicrobiano (Sova, M., Mini Rev. Med. Chem.
2012, 12, 749).

[0011] Sabe-se que os derivados do acido hidroxicinamico, acido ferulico e
acido cafeico (Figura 1) apresentam atividade inibitéria para a agregacédo de
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alguns oligbmeros de peptideos B-amildide. Além disso, o é&cido ferulico
demonstrou atividade neuroprotetora e neurotéfica quando administrado por
rota parental. JA o acido cafeico, demonstrou possuir atividade anti-
inflamatoria, uma vez que houve a reducao dos biormarcadores interleucina-6 e
o fator de necrose tumoral-a. Compostos hibridos envolvendo o nucleo tacrina
e 0s acidos cafeico e ferulico demonstraram, além de carater antioxidante,
inibicdo das enzimas AChE e BuChE na faixa de micromolar (Zhang, X., He, X.,
Chen, Q., Lu, J., Rapposelli, S., Pi, R., Bioorg. & Med. Chem., 2018, 26, 543).
[0012] Recentemente um trabalho envolvendo hibridos tacrina e derivados do
acido cindmico substituido, contendo uma cadeia espacadora com duas
unidades metilénicas foi apresentado por Chen e colaboradores (Chen, Y.; Lin,
H.; Zhu, J.; Gu, K; Li, Q.; He, S.;Lu X.; Tan, R.; Pei, Y.; Wu, |.; Bian, Y.; Sun,
H.; RSC Advances. 2017, 7, 33851). Foram observadas atividades inibitérias
tanto da enzima AChE, como para a BUChE, e os valores de ICs, apresentados
foram na ordem da escala nanomolar. Além disso, os estudos de cinética e
dindmica molecular demonstraram que os hibridos interagiam tanto no PAS,
qguanto no CAS da AChE.

[0013] Neste trabalho, foram elaborados derivados do acido cinAmico contendo
o grupo fenil acetileno na posi¢cado para do anel aromatico. As ligacbes triplas
aparecem em diversas moléculas com atividade biolégica, como agentes
antifingicos (Baldrighi, M.; Bartesaghi,D.; Cavallo, G.; Chierotti, M. R.; Gobetto,
R.; Metrangolo,P.; Pilati, T.;Resnati, G.; Terraneo, G. Cryst. Eng. Comm. 2014,
16, 5897), sedativos (Milhorn, H. T. Sedative-Hypnotic Dependence, in
Substance use disorders, 2017, p59-76.) e inibidores de monoaminaoxidase
(Weinreb, O.; Amit, T.; Bar-Am, O.; Youdim, M. B. H. Brit. J. Pharmacol. 2016,
170, 2080). Chen e colaboradores analisaram via métodos computacionais
derivados estruturais do donepezil contendo ligacdes triplas terminais. Os
autores observaram que a insercao de uma ligacdo tripla terminal induziria

interacOes do tipo van der Waals com o sitio ligante da proteina AChE (Chen,
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P. O.; Tsai, C. T.; Ou, C. Y.; Hsu, W. T.; Jhuo, M. D.; Wu, C. H.; Shih, T. C;
Cheng, T.H.; Chung, J. G. Mol. Med. Rep. 2012, 5, 1043.).

[0014] Youdim e colaboradores avaliaram a eficiéncia de derivados estruturais
da Rasagilina, um farmaco para o tratamento da doenca de Parkinson que
possui uma ligacdo tripla terminal. Os autores identificaram atividade
neuroprotetora das moléculas estudadas, além da modulagdo do sistema
dopaminérigico, que se encontra alterado em estagios avancados da DA
(Youdim, M. B. H.; Fridkin, M.; Zheng, H. Mech. Age. Dev. 2005, 126, 317).
Samadi e colaboradores estudaram hibridos desenvolvidos a partir da
justaposicdo ladostigil, um derivado da rasagilina, e de um derivado nucleo
tacrina, e identificaram a inibicdo simultanea tanto das enzimas colinesterases
como de monominaoxidases (Samadi et al, Eur. J. Med. Chem. 2012, 52, 251).
[0015] Portanto, a partir da literatura pesquisada, o desenvolvimento de
moléculas multialvo contendo um derivado do &cido cindmico apresentando
como substituinte uma ligacao tripla substituida, também chamado de etinil-
fenil-cinamamida, ndo havia sido antecipado ou sugerido, de modo que o0s
ensinamentos da presente invencéo constituem novidades e atividade inventiva
frente ao estado da técnica.

[0016] Comparacdo da tecnologia com as patentes existentes:

[0017] Patente: W02005005413 Al (BRPI0411960-6 A; PT1646622 E) —
Tacrine derivatives as inhibitors of acetylcholinesterase. Data:
20/01/2005.A patente versa sobre uma seérie de hibridos tacrina-heterociclo
(anel imidazdlico) unidos por uma cadeia espacadora. As moléculas foram
planejadas de forma apresentar interacdo dual com a enzima, isto é, com o
CAS e o PAS, além de modificar a agregacao de proteinas B-amiléide. A
patente também apresenta a composicao farmacéutica, formulacées e modos
de administracdo. As moléculas estudadas por Gil e colaboradores
apresentaram valores de ICso para a enzima acetilcolinesterase na faixa de
nanomolar. Aléem disso, os compostos tiveram sua citotoxicidade avaliada

frente as células de neuroblastoma humana SH-SY5Y. Os resultados de
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citotoxicidade foram apresentados em termos da viabilidade celular. Os
compostos também foram avaliados frente a capacidade de inibir a agregacao
de B-amiléide. Os compostos com cadeia espacadora de 3 e 8 carbonos
inibiram a agregacédo em 15% e 17%, respectivamente.

[0018] Comparacdo: W02005005413 Al — Tacrine derivatives as inhibitors of
acetylcholinesterase. O primeiro diferencial da patente encontra-se no nucleo
proposto. Enquanto que o documento em analise versa sobre compostos
hibridos tacrina-imidazol, nosso trabalho propde a utilizacdo do nucleo etinil-
fenil-cindmico para a elaboracdo dos hibridos. Com o nucleo etinil-fenil-
cindmico esperam-se interagdes do tipo Tr-staking com os residuos de
aminoacidos aromaticos presentes no sitio aniénico periférico. O segundo
diferencial consiste na auséncia de descricdo de estudos de toxicidade frente
as células de hepatdcitos dos hibridos tacrina-imidazol. A tacrina foi retirada do
mercado por ser um farmaco de elevada hepatotoxicidade. O estudo e a
avaliacdo dos novos hibridos se constituem uma ferramenta importante nesse
processo. Os hibridos tacrina-etinil-fenil-cinamamida tiveram sua toxicidade
avaliada frente a trés linhagens celulares, hepatécitos, tumorais e neuronais,
apresentando em todos os trés tipos celulares valores de toxicidade inferiores
ao exibido pela tacrina que foi utilizada como controle. Além disso, a magnitude
dos valores de atividade anticolinérgica (ou seja, capacidade de inibicdo na
escala de ICsp baixo nanomolar) dos compostos inéditos desenvolvidos em
nossa pesquisa, viabilizam o uso terapéutico. O terceiro diferencial estd no
método de sintese das moléculas hibridas que séo diferentes no presente
invento.

[0019] Patente: US6036973 Al — Therapy for neurological disease. Data:
14/03/2000. A presente invencdo apresenta a formulacdo em tablets
compactos de tacrina contendo de 10 ng a 1200 mg de tacrina, de forma que a
liberacdo do farmaco se dé de forma controlada em pacientes com doencas
neurodegenerativas, ou Alzheimer. A formulacdo apresentada visa o0 aumento

do tempo de liberacdo do farmaco, diminuicéo do efeito do trato gastrointestinal
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e diminuicdo do numero de doses diarias necesséarias de tacrina. A patente
também prevé composi¢cdes com demais farmacos disponiveis comercialmente
como: donepezil, selegilina, alfa-tocoferol, 1-hidroxi-tacrina, entre outros.

[0020] Comparacao: a invencao US6036973 Al — Therapy for neurological
disease, trata da abordagem, dosagem e forma de administracdo do farmaco
tacrina, retirado do mercado por ser reconhecidamente toxico. A elaboragéo de
hibridos visa a obtencdo de moléculas mais potentes, devido a dupla interacao
simultanea com o sitio catalitico ativo e o sitio aniénico periférico das enzimas
colinesterases. Os hibridos tacrina-etinil-fenil-cinamamida apresentaram
inibicdo das enzimas colinesterases na faixa de nanomolar, isto é, mais
potentes que o ndcleo tacrina sozinho. Além disso, 0s compostos tiveram sua
toxicidade avaliada frente a trés diferentes linhagens celulares, sendo menos
toxicos nos trés casos que o controle tacrina. A baixa toxicidade dos hibridos
aliada a acgdo colinérgica em baixo nanomolar, permite que as moléculas
tenham potencial terapéutico.

[0021] Patente: WO2001017529 Al (US6194403 B1) — Tacrine derivatives
for treating Alzheimer’s disease. Data: 27/01/2001. A invencéo apresenta
uma série de derivados bis-tacrina que foram sintetizados para serem utilizados
como farmacos para o tratamento da doenca de Alzheimer. Os derivados
propostos tinham como objetivo aumentar a poténcia de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase a fim de contornar os efeitos hepatotdxicos da tacrina. O
nacleo 1,2,3,4-tetrahidroacridina possuindo um atomo de cloro na posicédo 6
mostrou-se mais ativo que a tacrina, sendo, portanto, escolhido para a
elaboracdo dos novos hibridos. A patente nao relata estudos de toxicidade e
nem valores de ICs, frente as enzimas colinesterases.

[0022] Comparacdo: US6194403 B1 - Tacrine derivatives for treating
Alzheimer’s disease. Sendo conhecida hepatotoxicidade do nucleo tacrina, a
patente em analise propde a elaboracdo de hibridos bis-tacrina, onde o nucleo
tetrahidroacridina possui um atomo de cloro na posi¢cao 6 do anel aromatico. A

elaboracédo dos hibridos teve como objetivo o aumento de poténcia de inibicéo
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das enzimas colinesterases, contudo ndo foram relatados resultados de ICs
para os compostos sintetizados e nem valores de toxicidade. Desse modo,um
primeiro diferencial de nosso trabalho consite na apresentacdo dos novos
hibridos tacrina-etinil-fenil-cinamamida com atividade de inibicdo da enzima
acetilcolinesterase na faixa de baixo nanomolar. Um segundo diferencial entre
a patente em analise as moléculas inéditas apresentadas no presente invento,
é o fato dos hibridos tacrina-etinil-fenil-cinamamida terem se mostrado
notoriamente ndo téxicos quando comparado com a tacrina, frente a trés
linhagens celulares distintas. A baixa toxicidade dos hibridos aliada a agéo
colinérgica em baixo nanomolar, permite que as moléculas tenham potencial
terapéutico. O terceiro diferencial esta no método de sintese das moléculas
hibridas que séo diferentes no presente invento.

[0023] Patente: WO2003099269 Al (US20050203180 Al) — Cinnamic acid
dimers, their preparation and the wuse thereof for treating
neurodegenerative disease. Data: 15/09/2005. A patente versa sobre
dimeros do acido cinamico, sua preparacdo e aplicacdo no tratamento de
doencas neurodegenerativas. Os compostos apresentaram efeitos de melhora
na memoria de retencdo e aprendizagem em estudos realizados in vivo.S&o
considerados dimeros do acido cinamico, moléculas onde a unido feita pela
cadeia espacadora contendo grupamento alcoxi ou amino, se da em posi¢cées
orto, meta ou para do anel aroméatico. Os compostos foram testados em ratos e
demonstraram melhora da capacidade de aprendizagem e de retencdo de
memoria, sendo, portanto, adequados para uso na prevencao e no tratamento
de doencas neurodegenerativas, como deméncia. Dessa forma foram
sugeridas diversas formulacdes contendo as moléculas estudadas para
diferentes formas de administracdo (oral, transdermal, subcutanea, intravenosa
ou intramuscular). Os dimeros do acido cinamico também foram avaliados
quanto a toxicidade in vivo, sendo demonstrado a bioestabilidade dos mesmos

com LDsy superiores a 5000mg/kg sem apresentar toxicidade aguda. Nao
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foram realizados estudos de inibicdo das enzimas colinesterases e nem
avaliada a hepatotoxicidade das moléculas estudadas.

[0024] Comparacao: US20050203180 Al — Cinnamic acid dimers, their
preparation and the use thereof for treating neurodegenerative disease. A
patente em andlise descreve a obtencdo de dimeros derivados do acido
cindmico e seu potencial uso para tratamento de doencgas neurodegenerativas.
Os compostos relatados apresentaram efeitos de melhora da memoria e da
aprendizagem em estudos realizados in vivo, além de apresentarem baixa
toxicidade. O principal diferencial entre 0s compostos propostos na patente em
andlise e dos hibridos tacrina-etinil-fenil-cinamamida contitui na avaliacao das
moléculas frente as enzimas colinesterases. Os dimeros do acido cindmico néo
foram testados para a inibicdo das enzimas, enquanto os hibridos tacrina-etinil-
fenil-cinamamida apresentaram valores de 1Csp na faixa de baixo nanomolar.

O segundo diferencial esta relacionado a estrutura quimica das moléculas. Os
dimeros do acido cindmico sdo unidos por uma substituicdo no anel aromatico.
Os hibridos tacrina-etinil-fenil-cinamamida sdo unidos por uma cadeia
espacadora na porcao acida, formando um grupo amida. A ligacdo amida
demonstrou ser importante por realizar interacdes de hidrogénio com a enzima,
conforme exemplificado nos estudos de modelagem molecular apresentados
no trabalho. O terceiro diferencial estd no método de sintese das moléculas
hibridas que séo diferentes no presente invento.

[0025] Patente: W02012165981 Al (US2014080860 Al) — Novel hybrid
cholinesterase inhibitors. Data: 20/04/2014. A presente invencédo trata de
novos hibridos inibidores das enzimas colinesterases contendo o nucleo tacrina
como uma das porgbes farmacoféricas e a melatonina, ou os produtos de
oxidacdo da melatonina, unidos por um espacador carbamato. Os compostos
sintetizados também apresentaram propriedades antioxidantes e preveniram a
agregacao de placas B-amildide. A patente também apresenta o modo de
preparacdo das moléculas, bem como formulacdes contendo as moléculas

como principio ativo, para administracdo oral, parental, intravenosa e topica. A
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avaliacdo da atividade frente a enzimas colinesterases foi feita utilizando o
método de Ellman. Os hibridos contendo os ndcleos tacrina-melatonina
apresentaram ICsp na faixa de nanomolar, sendo seletivos para a enzima
butirilcolinesterase. No entanto, ndo foram apresentados, na patente em
andlise, resultados de testes de toxicidade ou hepatoxicidade dos compostos
estudados.

[0026] Comparacao: US2014080860 Al — Novel hybrid cholinesterase
inhibitors. A patente em analise apresenta hibridos derivados dos nucleos
tacrina e melatonina unidos por uma cadeia espacadora e sua capacidade de
inibicdo das enzimas colinesterases. Os compostos da patente em analise
apresentaram valores de ICso na faixa de nanomolar sendo seletivos para a
enzima butirilcolinesterase. O primeiro diferencial do invento proposto e da
patente em analise consiste na seletividade das enzimas. Os hibridos tacrina-
melatonina mostraram-se mais seletivos para a enzima BuChE, os hibridos
tacrina-etinil-fenil-cinamamida mostraram-se mais ativos para a enzima AChE.
A enzima AChE é utilizada como alvo dos medicamentos nos estagios iniciais
da doenca de Alzheimer estando presente em maiores quantidades no cérebro
que a BuChE. A BuChE passa a ser o alvo apenas em estagios mais
avancados da doenca. O segundo diferencial observado entre a patente em
analise e o invento proposto é a auséncia do relato de testes de toxicidade para
os hibridos tacrina-melatonina. Os hibridos tacrina-etinil-fenil-cinamamida
foram avaliados quanto a toxicidade frente a trés linhagens celulares distintas,
mostrando-se menos toxicos que a tacrina utilizada como controle. A baixa
toxicidade dos hibridos aliada a ac&o colinérgica em baixo nanomolar, permite
que as moléculas tenham potencial terapéutico. O terceiro diferencial esta no
método de sintese das moléculas hibridas que s&o diferentes no presente
invento.

[0027] Patente: W0O2017112988 Al — Molecules with a hybrid nucleus,
pharmaceutical composition, synthesis method and uses thereof. Data:
06/07/2017. A patente trata da descricdo de novos hibridos contendo o nucleo
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tacrina e o antidepressivo Tianeptina separados por uma cadeia espacadora
metilénica, obtidos por meio de uma reacdo de acoplamento. Além do método
de preparacdo das moléculas foram descritos os testes frente as enzimas
colinesterases, bem como a modulacdo da secrecdo da proteina S100B. Os
hibridos tacrina-tianeptina inibiram as enzimas colinesterases na faixa de baixo
nanomolar. As moléculas sintetizadas também foram capazes de diminuir a
secrecdo de S100B um biomarcador de inflamacdo neuronal, presente em
niveis alterados em pacientes com a doenca de Alzheimer e depressdo. A
patente analisada também apresenta os estudos de modelagem molecular dos
hibridos tacrina-tianeptina com a enzima acetilcolinesterase, identificando a
dupla interacdo enzimatica simultanea com o CAS e o PAS da enzima. Nao
foram apresentados relatos de estudos de hepatotoxicidade dos hibridos
tacrina-tianeptina.

[0028] Comparacdo: W02017112988 A1 — Molecules with a hybrid nucleus,
pharmaceutical composition, synthesis method and uses thereof. A patente em
analise descreve a elaboracao de hibridos tacrina-tianeptina, um antidepressivo
comercial. Os hibridos tacrina-tianeptina foram avaliados para inibicdo das
enzimas colinesterases, apresentando valores de ICsy na escala de baixo
nanomolar. O primeiro diferencial entre a patente analisada e o presente
invento constitui a obtencédo do nucleo ligado a tacrina. A tianeptina foi extraida
dos comprimidos comerciais, enquanto que o &acido etinil-fenil-cinamico foi
preparado no laboratorio. A patente em andlise também apresenta os estudos
de modulacédo da proteina da glia, S100B, indicando que os hibridos tacrina-
tianeptina podem atuar como moduladores da expressao desse biomarcador.
Por outro lado, ndo foram apresentados estudos de toxicidade dos compostos.
O segundo diferencial entre a patente em analise e o invento proposto constitui
na avaliagdo citotoxica dos hibridos tacrina-etinil-fenil-cinamamida. Os hibridos
do presente invento foram testados frente células tumorais, hepaticas e
neuronais, apresentando valores de toxicidade inferiores ao controle tacrina. A

baixa toxicidade das moléculas estudas aliada a ag&o colinérgica em baixo
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nanomolar, permite que as moléculas tenham potencial terapéutico. O terceiro
diferencial estd no método de sintese das moléculas hibridas que séao
diferentes no presente invento.

Sumario da Invencao

[0029] Dessa forma, a presente invencdo tem por objetivo resolver os
problemas constantes no estado da técnica a partir de uma nova molécula com
nacleo hibrido baseado em nucleos de tetraidroacridina e derivados do acido
cindmico contendo ligacao tripla substituida, também chamado de etinil-fenil-
cinamamida, separados por cadeias espacadoras metilénicas, via reacdo de
acoplamento.

[0030] Em um primeiro objeto a presente invencdo apresenta moléculas com

ndcleo hibrido, com a seguinte estrutura:

X1—|

XX
P =
N

em que:
- X1, X2 e X3 sdo selecionados, independentemente, entre os grupos dos
halogénios, OH, OR, HS, SR, NH;, NH, NHR, CN e NO, ou outros grupos
retiradores ou doadores de elétrons; e,

- “n” pode variar entre 1 e 20.

[0031] Em um segundo objeto, a presente invencdo apresenta uma
composicdo farmacéutica que compreende moléculas com nucleo hibrido com

a seguinte estrutura:
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X1—|

XX
P =
N

em que:

- X1, X2 e X3 sdo selecionados, independentemente, entre os grupos dos
halogénios, OH, OR, HS, SR, NH;, NH, NHR, CN e NO, ou outros grupos
retiradores ou doadores de elétrons; e,

- “n” pode variar entre 1 e 20.

[0032] Em um terceiro objeto, a presente invencéo apresenta um processo de
sintese de moléculas com nucleo hibrido, em que o processo compreende uma
reacdo de acoplamento, e em que as moléculas com nucleo hibrido possui a

seguinte estrutura:

XX
Xy——
= N/

em que:
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- X1, X2 e X3 séo selecionados, independentemente, entre os grupos dos
halogénios, OH, OR, HS, SR, NH;, NH, NHR, CN e NO, ou outros grupos
retiradores ou doadores de elétrons; e

- “n” pode variar entre 1 e 20.

[0033] Em um quarto objeto, a presente invengcao apresenta o uso das ditas
moléculas com nucleo hibrido para inibir enzimas colinesterases.

[0034] Em um quinto objeto, a presente invencdo apresenta o uso das ditas
moléculas com nucleo hibrido na preparacdo de um medicamento para tratar a
Doenca de Alzheimer.

[0035] Ainda, o conceito inventivo comum a todos 0s contextos de protecdo
reivindicados sdo as moléculas com nudcleo hibrido baseado em nucleos de
tetraidroacridina e derivados do acido cinamico, também chamado de etinil-
fenil-cinamamida, separados por cadeias espacadoras metilénicas, via reagao
de acoplamento.

[0036] Estes e outros objetos da invencdo serdo imediatamente valorizados
pelos versados na arte e pelas empresas com interesses no segmento, e serao
descritos em detalhes suficientes para sua reproducéo na descricao a seguir.
Breve Descricdo das Figuras

[0037] Com o intuito de melhor definir e esclarecer o contetdo do presente
pedido de patente sdo apresentadas as presente figuras:

[0038] A figura 1 mostra as estruturas das moléculas tacrina, acido ferrulico,
acido cafeico e derivado acido cinamico.

[0039] A figura 2 mostra a estrutura da bis(n)-tacrina.

[0040] A figura 3 apresenta os espectros de RMN de a) *H (CDCls, 400 MHz)
do derivado do &cido cinamico e b) **C (APT, CDCls, 101 MHz) do derivado do
acido cindmico.

[0041] A figura 4 apresenta os espectros de RMN de a) *H (400 MHz, CDCls) e
b) *C-APT (101 MHz, CDCl3) do composto (10a).

[0042] A figura 5 apresenta os espectros de RMN de a) *H (500 MHz, CDCls)
e b) e *C-APT (126 MHz, CDCls) do composto (10b).
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[0043] A figura 6 apresenta os espectros de RMN de a) 'H (400 MHz, CDCls)
e b) *C-APT (101 MHz, CDCls) do composto (10c).

[0044] A figura 7 mostra um esquema da formacdo do derivado do acido
cinamico.

[0045] A figura 8 mostra um esquema de formacao dos intermediarios 9a, 9b, e
9c.

[0046] A figura 9 mostra um esquema ilustrativo da reacdo de acoplamento.
[0047] A figura 10 mostra os gréaficos de citotoxicidade para as células HepG2
para o Hibrido (10b)

[0048] A figura 11 mostra os gréficos de citotoxicidade para as células HepG2
para o Hibrido (10c)

[0049] A figura 12 mostra os graficos de nefrotoxicidade para as células VERO
para o Hibrido (10b)

[0050] A figura 13 mostra os graficos de nefrotoxicidade para as células VERO
para o Hibrido (10c)

[0051] A figura 14 mostra os graficos de neurotoxicidade para as células C6
astroglial para o Hibrido (10b)

[0052] A figura 15 mostra os graficos de neurotoxicidade para as células C6
astroglial para o Hibrido (10c)

[0053] A figura 16 mostra o diagrama ORTEPE para o hibrido da tacrina e do
derivado do &cido cinamico (10a)

[0054] A figura 10 ilustra 0 modo de ligacao predito para os compostos (10b) e
(10c) para a melhor conformacdo da AChE (codigo 1ZGC) através da
estratégia de ensemble docking. As ligagbes de hidrogénio estédo
representadas como linhas pontilhadas em verde. A direita de cada imagem
3D, encontra-se o diagrama de interacdes 2D de cada inibidor com a
conformacao 1ZGC da AChE.

Descricdo Detalhada da Invencao

[0055] Em um primeiro objeto a presente invencédo apresenta moléculas com

nacleo hibrido, com a seguinte estrutura:
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X1—|

XX
P =
N

em que:
- X1, X2 e X3 sdo selecionados, independentemente, entre os grupos dos
halogénios, OH, OR, HS, SR, NH;, NH, NHR, CN e NO, ou outros grupos
retiradores ou doadores de elétrons; e,

- “n” pode variar entre 1 e 20.

[0056] Em um segundo objeto, a presente invencdo apresenta uma
composicao farmacéutica que compreende moléculas com nudcleo hibrido com

a seguinte estrutura:

XX
Xy——
= N/

em que:
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- X1, X2 e X3 séo selecionados, independentemente, entre os grupos dos
halogénios, OH, OR, HS, SR, NH;, NH, NHR, CN e NO, ou outros grupos
retiradores ou doadores de elétrons; e,

- “n” pode variar entre 1 e 20.

[0057] Em um terceiro objeto, a presente invengédo apresenta um processo de
sintese de moléculas com nudcleo hibrido, em que o processo compreende uma
reacao de acoplamento, e em que as moléculas com nudcleo hibrido possuem a

seguinte estrutura:

X1—|

XX
P =
N

em que:

- X1, X2 e X3 sdo selecionados, independentemente, entre os grupos dos
halogénios, OH, OR, HS, SR, NH;, NH, NHR, CN e NO, ou outros grupos
retiradores ou doadores de elétrons; e,

- “n” pode variar entre 1 e 20.

[0058] Em um quarto objeto, a presente invengdo apresenta o uso das ditas
moléculas com nucleo hibrido para inibir enzimas colinesterases.

[0059] Em um quinto objeto, a presente invencdo apresenta o uso das ditas
moléculas com nucleo hibrido na preparacdo de um medicamento para tratar a
Doenca de Alzheimer.

[0060] Em uma concretizagdo, a presente invencdo apresenta as ditas

moléculas com nucleo hibrido com a seguinte estrutura:
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XX
P =
N

em que:
- X1 € Cl ou hidrogénio; e

- “n” varia entre 1 e 20.

[0061] Em uma concretizagcdo, a presente invencdo apresenta as ditas
moléculas com nucleo hibrido em que as ditas moléculas inibem enzimas
colinesterases.

[0062] Em uma concretizacdo, a presente invencdo apresenta as ditas
moléculas com nucleo hibrido por ser utlizada na preparagdo de um
medicamento para tratar a Doenca de Alzheimer.

[0063] Em uma concretizacdo, a presente invencdo apresenta uma
composicdo farmacéutica que compreende as ditas moléculas com nucleo
hibrido que é capaz de inibir enzimas colinesterases em baixa concentracéo
(ICs0 < 5nM)

[0064] Em uma concretizacdo, a presente invencdo apresenta uma
composicdo farmacéutica que compreende as ditas moléculas com nucleo
hibrido por ser utilizada na preparacdo de um medicamento para tratar a
Doenca de Alzheimer.

[0065] Em uma concretizacdo, a presente invencdo apresenta uma
composicdo farmacéutica que compreende as ditas moléculas com nucleo
hibrido, em que a composicdo farmacéutica compreende um veiculo

farmaceuticamente aceitavel.
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[0066] Em uma concretizacao, a presente invencao apresenta o dito processo
de sintese de moléculas com nucleo hibrido, em que o processo compreende
uma reacao de acoplamento e um reagente de acoplamento.

[0067] Em uma concretizacdo, a presente invencao apresenta o dito processo
de sintese de moléculas com nucleo hibrido, em que o processo compreende
uma reacao de acoplamento e um reagente de acoplamento selecionado entre
1-etil-3-(3’-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e dicicloexilcarbodiimida
(DCC).

[0068] Em uma concretizacao, a presente invencao apresenta o dito processo
de sintese de moléculas com nucleo hibrido, em que o processo compreende
uma reacdo de acoplamento, o reagente de acoplamento 1-etil-3-(3'-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e o aditivo 1-hidroxi-1H-benzotriazol
(HOBY).

[0069] Em uma concretizacao, a presente invencao apresenta o dito processo
de sintese de moléculas com nucleo hibrido, em que o processo compreende
uma reacdo de acoplamento, o0 reagente de  acoplamento
dicicloexilcarbodiimida (DCC) e o catalisador dimetilaminopiridina (DMAP).
[0070] Em uma concretizacao, a presente invencao apresenta o dito processo
de sintese de moléculas com nucleo hibrido, em que o processo compreende
uma reacdo de acoplamento em um solvente selecionado entre cloroférmio,
diclorometano, tolueno, acetonitrila, dimetilformamida (DMF) e tetraidrofurano
(THF).

[0071] A composicdo farmacéutica, em um veiculo farmaceuticamente
aceitavel, poderia auxiliar no tratamento de doencas neurodegenerativas, como
a Doenca de Alzheimer, e também com uso multifatorial para outros disturbios,
incluindo estresse oxidativo, que possui efeito neurodegenerativo.

Exemplos:

[0072] No presente trabalho, o farmaco tacrina foi utilizado como nucleo
estrutural para a sintese de novos hibridos derivados da tacrina e acido

cindmico, com o intuito de acrescentar novas interacbes da enzima com o
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substrato e também aditar em uma mesma molécula diferentes grupos
farmacoforicos biologicamente ativos.

[0073] O processo de sintese dos hibridos de acordo com a presente invencao
estrutura-se na reacdo de acoplamento entre o acido (E)-3-4-
(feniletinil)fenil)acrilico e 9-alquilamino-1,2,3,4-tetraidroacridinas, na presenca
de um reagente de acoplamento, como 0 1-etil-3-(3’-
dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) juntamente com o aditivo 1-hidroxi-1H-
benzotriazol (HOBt) ou ainda o uso do reagente dicicloexilcarbodiimida (DCC)
empregando-se dimetilaminopiridina (DMAP) como catalisador.

[0074] Avaliou-se os hibridos tacrina-derivados do &cido cindmico como
inibidores das enzimas colinesterases AChE e BuchE e também quanto a sua
toxicidade frente a diferentes linhagens celulares.

[0075] Obtencédo do nucleo &cido (E)-3-4-(feniletinil)fenil)acrilico

[0076] Sintese do 4-(feniletinil)benzaldeido (3) : em um baldo de Schlenck de
50 mL, previamente flambado e sob atmosfera inerte, foram adicionados
trietilamina seca (15 mL), o bromobenzaldeido (2) (1,196 g, 6,46 mmol) e o
alcino (1) (1,07 mL, 9,70 mmol). A mistura foi agitada por 20 minutos e entéo
foram acrescentados o Cul (6,10 mg, 3,2 x 10 mol), PPh; (37,8 mg, 1,40 x 10°
®> mol) e o catalisador PdCl,(PPhs), (20,4 mg, 2,91 x 10 mol, 0,3 mol %). A
reacao ficou sob refluxo por 48 horas. Ap6s o término da reacdo a mistura é
resfriada a temperatura ambiente e a solucao é filtrada sob celite e lavada com
CH_CI,. O filtrado foi extraido com agua (4 x 50 mL). A fase orgéanica foi seca
com Na,SO, e o solvente foi evaporado. O produto foi recristalizado em
hexano. Rendimento: 70-75 % (soélido marrom).

[0077] Descreve-se na Figura 7 o processo para a sintese do acido (E)-3-4-
(feniletinil)fenil)acrilico (5): em um baldo adaptado com condensador de
refluxo foram adicionados o aldeido 3 (0,450 g, 2,17 mmol), piridina (1 mL,
0,012 mol) e piperidina (16 pL, 0,16 mmol). Apds a mistura solubilizar, foi
adicionado o acido malbnico (0,498 g, 4,79 mmol) a 85°C. A reacédo

permaneceu sob agitacdo durante 6 horas. A reacéo foi resfriada a temperatura
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ambiente e foi adicionado HCI 10% até pH neutro. O precipitado amarelo é
fitrado e recristalizado em etanol absoluto. Rendimento: 70-72% (sélido
amarelo brilhante).

[0078] Descreve-se na Figura 8, o processo de obtencdo dos intermediarios
9a-c, via reacdo de acoplamento entre 9-cloro-1,2,3,4-tetraidroacridinas e 1,n-
alcanodiaminas na presenca de Kl como catalisador e n-pentanol como
solvente, sob refluxo por 18 h, conforme protocolo da literatura (Luo, W.; Li, Y.
P.; He, Y.; Huang, S. L.; Tan, J. H.; Ou, T. M,; Li, D.; Gu, L. Q.; Huang, Z. S.,
Bioorg. Med. Chem. 2011, 19, 763).

[0079] Obtencédo dos hibridos derivados do acido cindmico-tacrina, ou
etinil-fenil-cinamamida-tacrina, 10a, 10b e 10c.

[0080] Em um baldo contendo um agitador magnético foram adicionados o
acido (E)-3-4-(feniletinil)fenil)acrilico (5) (0,3g, 1,2 mmol) e os agentes de
acoplamento EDC (231,6 mg, 1,2 mmol) e HOBt (163,2mg, 1,2 mmol), os quais
foram dissolvidos em CH,CI, anidro e deixados sob agitacdo durante 5 minutos
sob atmosfera inerte. Apés foi adicionado o intermediario (9a-c) (447,5mg, 1,37
mmol) dissolvido em 0,5 ml de CH,Cl, anidro. A reacao foi deixada sob
agitagdo em temperatura ambiente durante 48 horas. Ao final do tempo a
reacao foi finalizada com 0,2 ml de agua e seca com Na,SO4 anidro. Decorrido
esse processo 0 solvente foi evaporado e o produto bruto purificado por
cromatografia em coluna utilizando uma mistura de hexano, acetato de etila e
trietilamina na proporcdo de 80:19:1 aumentando a polaridade até 0:99:1. Os
produtos foram obtidos em rendimento de 62-98% e posteriormente
caracterizados pelos métodos espectroscopicos adequados, sendo que, alguns
exemplos representativos estdo mostrados nas Figuras 4 a 6.

[0081] Hibrido derivado da tacrina e acido cinamico, ou etinil-fenil-
cinamamida (10a): Sdélido branco. Rendimento: 71%. Ponto de Fuséo: 80-
84°C. IV (KBr) vima/cm™: 3280, 3057, 2933, 2867, 1943, 1654, 1556, 1144, 903,
754. RMN H (400 MHz, CDCIs) &: 8,07 (dd, J = 8,5; 0,7 Hz, 1H); 7,93 (dd, J =
8,5; 0,8 Hz, 1H); 7,66 (d, J = 15,6 Hz, 1H); 7,59 — 7,49 (m, 4H); 7,47-7,44 (m,
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2H); 7,41 — 7,33 (m, 4H); 6,49 — 6,37 (m, 2H); 4,98 (t, J = 5,9 Hz, 1H); 3,63 —
3,50 (m, 4H); 3,07 (s, 2H); 2,79 (s, 2H); 2,44 — 2,26 (m, 1H); 1,97 — 1,82 (m,
6H). RMN 13C (101 MHz, CDCI3) &: 166,54; 158,57; 150,55; 147,25; 140,46;
134,49; 131,99; 131,65; 128,55; 128,51; 128,42; 128,38; 127,74; 124,65;
123,88; 122,95; 122,63; 121,04; 120,38; 116,54; 91,36; 89,06; 45,46; 37,00;
33,93; 31,53; 25,17; 23,08; 22,77. HRMS-ESI: calculado [M-H]* 486,2540;
encontrado 486,2537.

[0082] Hibrido derivado da tacrina e acido cinamico, ou etinil-fenil-
cinamamida (10b): Sélido amarelo. Rendimento: 80% Ponto de Fuséo: 63-
65°C. IV (KBr) Vima/cm™: 3275, 3073, 2929, 2857, 1946, 1661, 1552, 1136, 975,
755. RMN *H (500 MHz, CDCl3) &: 7,92 — 7,86 (m, 2H); 7,60 (d, J = 15,6 Hz,
1H); 7,56 — 7,49 (m, 4H); 7,47 — 7,43 (m, 2H); 7,39 — 7,32 (m, 3H); 7,29 — 7,24
(m, 1H); 6,38 (d, J = 15,6 Hz, 1H); 5,82 (t, J = 5,7 Hz, 1H); 3,97 (s, 1H); 3,47 (t,
J=7,2 Hz, 2H); 3,38 (dd, J = 13,3, 6,9 Hz, 2H); 3,02 (s, 2H); 2,67 (s, 2H); 1,95
- 1,83 (m, 4H); 1,69 — 1,62 (m, 2H); 1,62 — 1,54 (m, 2H); 1,47 — 1,34 (m, 4H).
RMN 13C (126 MHz, CDCl3) 6: 165,69; 159,59; 150,74; 148,15; 140,10; 134,59;
133,96; 131,95; 131,62; 128,50; 128,38; 127,66; 127,56; 124,54; 124,52;
124,24; 122,96; 121,30; 118,45; 115,86; 91,25; 89,05; 49,40; 39,54; 34,03;
31,63; 29,63; 26,58; 26,51; 24,61; 22,92; 22,64. HRMS-ESI: calculado [M-H]"
562,2620; encontrado 562,2624.

[0083] Hibrido derivado da tacrina e acido cinamico, ou etnil-fenil-

cinamamida (10c): Sélido amarelo. Rendimento: 65% Ponto de Fus&o: 58-

60°C. IV (KBr) Vmad/cm™: 3280, 3067, 2925, 2852, 1943, 1663, 1547, 1341, 986,
747. RMN *H (400 MHz, CDClI3) é: 7,89 (dd, J = 5,6, 3,3 Hz, 2H); 7,60 (d, J =
15,6 Hz, 1H); 7,56 — 7,41 (m, 6H); 7,39 — 7,31 (m, 3H); 7,29 — 7,22 (m, 1H);
6,42 (d, J = 15,6 Hz, 1H); 5,92 (s, 1H); 3,48 (t, J = 7,2 Hz, 2H); 3,36 (dd, J =
13,4, 6,8 Hz, 2H); 3,02 (s, 2H); 2,65 (s, 2H); 2,13 (s, 1H); 1,95 — 1,85 (m, 4H);
1,69 — 1,60 (m, 2H); 1,58 — 1,46 (m, 2H); 1,43 — 1,29 (m, 6H). RMN 13C (101
MHz, CDCl3) 6: 165,67; 159,59; 150,87; 148,17; 140,10; 134,65; 134,01;
131,99; 131,66; 128,53; 128,41; 127,70; 127,57; 124,62; 124,53; 124,25;
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122,99; 121,36; 118,44; 115,80; 91,25; 89,08; 49,50; 39,69; 34,04; 31,70;
29,57; 28,92; 26,74; 26,73; 24,59; 22,94; 22,66. HRMS-ESI: calculado [M-H]"
576,2776; encontrado 576,2780.

[0084] Avaliacdo da atividade das enzimas AChE e BuChE

[0085] A atividade frente as enzimas colinesterases foi determinada pelo
meétodo de Ellman et al. (Ellman; G. L. Arch Biochem Biophys, 1959, 82, 70). O
sistema continha (concentracdo final dada em mM): 20 tampédo fosfato de
potassio pH 7,4, 1 de DTNB (5,5'-Dithiobis-(2-Nitrobenzoic Acid)), 6 ug de
proteina dos eritrdcitos, 16 ug da proteina do plasma sangue humano e 130 uL
de agua destilada. As amostras foram pré-incubados por 30 minutos (25°C)
com DMSO ou os inibidores na presenca de 0,1% de DMSO (dimetilsulfoxido).
A reacéo foi iniciada pela adicdo de acetiltiocolina (0,4 mM, concentracdo final)
e foi acompanhada durante 30 minutos utilizando leitor de placa espectral Max
(Molecular Devices, CA, EUA) no comprimento de onda de 415 nM. O valor de
ICs foi calculado através da equacéao da reta obtida do grafico de Dixon, que é
um grafico da inversdo da velocidade da reacdo em relacdo a concentracdo do
inibidor, onde a concentracdo do inibidor € variada e a concentracdo do
substrato € mantida fixa (Dixon; M. Biochem. J., 1953, 55, 170.; Punekar N.S.:
ENZYMES: Catalysis, Kinetics and Mechanisms. Springer Pte Ltd. 2018. Pages

245-257).
[0086] Resultados da Atividade Biolégica
Cédigo AChE ICso (NM) BUChE ICsq (nM) AChE/BUChE
10a 29,2+0,44 n.a. -
10b 4,4+2,1 96+14,1 0,05
10c 12,0+4,7 262,4+53,0 0,05

[0087] Os hibridos da tacrina e do derivado do acido cinamico, ou etinil-fenil-
cinamamida, apresentaram atividades de inibicdo das enzimas colinesterases a
baixas concentragbes, na faixa de nanomolar, sendo mais seletivos para a
enzima AChE. Pode-se observar que o hibrido contendo cadeia espacadora de

seis carbonos apresentou 0os menores valores de ICsq (4,4 nM) para a inibicéo
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da AChE, o que pode indicar um tamanho ideal da cadeia espacadora para
interacdo de ambos os nucleos com a enzima.

[0088] Resultados Citoxicidade: As moléculas foram testadas em trés tipos
celulares distintos, considerados sadios, com o objetivo de descartar a hipétese
de toxicidade. As células utilizadas foram Hep-G2 para o indicativo de
hepatotoxicidade, Vero para indicativo de nefrotoxicidade e C6 astroglial para o
indicativo de neurotoxicidade. A viabilidade celular foi quantificada em leitor de
placas pelo ensaio colorimétrico de MTT (3-4,5 dimethylthiazol-2, 5 diphenyl
tetrazolium bromide) o qual avalia a atividade metabdlica celular. Os resultados
foram expressos em média * erro padrdo da média e a significancia estatistica
foi determinada pela Andlise de Variancia (ANOVA, p <0,05), seguida do teste
de Tukey para comparacGes multiplas.

[0089] Tendo em vista dos resultados apresentados para a série de hibridos da
tacrina e do derivado do acido cindmico, observamos o melhor desempenho
das moléculas (10b) e (10c), as quais apresentaram excelente desempenho
nos testes de citotoxicidade, ndo apresentando significativa hepatotoxicidade,
nefrotoxicidade e neurotoxicidade. Estas estruturas sao promissoras para o
tratamento da Doenca de Alzheimer apresentando-se seguras nas linhagens
celulares testadas, conforme resultados apresentados na Tabela 2 e nas
figuras 10 a 15.

[0090] Tabela 2: Citotoxicidade (ICso £ SEM - uM)

Composto Vero HepG2 C6
10b >250 >250 114,8 + 10,2
10c >250 >250 204,7 £ 6,8

Tacrina 168,9+14,0 1149+17,9 450,7+4,2
[0091] Com o intuito de obter a confirmacdo da estrutura dos hibridos

desenvolvidos, bem como obtencéo da conformacédo estrutural para auxilio dos
calculos de modelagem molecular, foi obtida a estrutura de Raios-X para um
dos compostos da série sintetizada. O diagrama ORTEPE para o hibrido (10a),
contendo uma cadeia espacadora de 3 carbonos, € apresentado na Figura 16.

[0092] Modelagem Molecular de Inibidores de Acetilcolinesterase
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Utilizamos a estratégia de ensemble docking para predizer o modo de ligacao
mais provavel dos compostos no sitio de ligacdo da AChE considerando o alto
grau de flexibilidade observado na cavidade da enzima, principalmente no sitio
anionico periférico (PAS, Peripheral Anionic Site em inglés). Utilizamos trés
conformacdes representativas da enzima AChE, as quais foram preparadas
com o programa Protein Preparation Wizard da suite de aplicativos Maestro
(Schrodinger, LLC, New York, NY, 2017). Os estudos de docking foram
realizados com o programa GOLD considerando 30 execuc¢fes do algoritmo
genético com precisdo de 200% (indicada para ligantes altamente flexiveis) e a
funcdo de avaliagdo ChemPLP. O modo de ligagdo mais favoravel para os
compostos (10b) e (10c) foi encontrado na conformacédo 1ZGC da AChE com
valores de pontuacdo  similares (ChemPLPgassa = 159,3 e
ChemPLPgrasss = 163,5), caracterizando-se pelo grupo tacrina interagindo no
fundo do sitio de ligacdo através das interacfes conservadas de stacking e
ligacdes de hidrogénio enquanto que o grupo derivado do acido cinamico
interage com a regido do PAS (Figura 17). No meio da cavidade, o composto
(10b) faz ligacdo de hidrogénio entre o grupo amida do espacador com a
cadeia principal da Try70, enquanto que o composto (10c) interage por ligacéo
de hidrogénio com a cadeia principal da Phe288 através do grupo amida do

espacador.
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Reivindicacdes

1. MOLECULAS CcOM NUCLEO HIBRIDO, caracterizadas por possuir a

estrutura:

Xy——

XX
P =
N

em que:

- X1, X2 e X3 s@o selecionados, independentemente, entre os grupos dos
halogénios, OH, OR, HS, SR, NH2, NH, NHR ou outros grupos retiradores ou
doadores de elétrons, onde R é selecionado entre os grupos alquila, arila, alila,
benzila ou propargila;

- “n” pode variar entre 1 e 20

2. MOLECULAS COM NUCLEO HIBRIDO de acordo com a reivindicacao 1,

caracterizada por possuir a estrutura:

Petico 870190114414, de 07/11/2019, pég. 44/59



2/3

XX
P =
N

em que:

- X é Cl ou hidrogénio; e

- “n” varia entre 1 e 20

3. COMPOSICAO FARMACEUTICA caracterizada por compreender
moléculas com ndcleo hibrido conforme definido na reivindicacéo 1

4. COMPOSICAO FARMACEUTICA de acordo com a reivindicagdo 3,
caracterizada por compreender um veiculo farmaceuticamente aceitavel

5. PROCESSO DE SINTESE DE MOLECULAS COM NUCLEO HIBRIDO conforme
definida na reivindicacdo 1, caracterizado por compreender uma reacdo de
acoplamento

6. PROCESSO DE SINTESE de acordo com a reivindicacdo 6,
caracterizado por compreender um reagente de acoplamento

7. PROCESSO DE SINTESE de acordo com a reivindicagdo 7,
caracterizado pelo dito reagente de acoplamento ser selecionado entre 1-etil-3-
(3’-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC) e dicicloexilcarbodiimida (DCC)

8. PROCESSO DE SINTESE de acordo com a reivindicacdo 8,
caracterizado por compreender 1-hidroxi-1H-benzotriazol (HOBt) se o reagente
de acoplamento for 1-etil-3-(3’-dimetilaminopropil)carbodiimida (EDC)

9. PROCESSO DE SINTESE de acordo com a reivindicagdo 8,
caracterizado por compreender dimetilaminopiridina (DMAP) se o dito reagente

de acoplamento for dicicloexilcarbodiimida (DCC)
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10. PROCESsO DE SINTESE de acordo com a reivindicagdo 6,
caracterizado por compreender um solvente selecionado entre cloroférmio,
diclorometano, tolueno, acetonitrila, dimetilformamida (DMF) e tetraidrofurano
(THF)

11. UsSO DE MOLECULAS COM NUCLEO HIBRIDO conforme definido na
reivindicagdo 1, caracterizada por ser para inibir enzimas colinesterases

12. USO DE MOLECULAS COM NUCLEO HiBRIDO conforme definido na
reivindicacdo 1, caracterizado por ser na preparacdo de um medicamento para
tratar a Doenca de Alzheimer
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Resumo

MOLECULAS coM NUCLEO HiBRIDO TACRINA-ETINIL-FENIL-CINAMAMIDA
COM PROPRIEDADE ANTICOLINERGICA, COMPOSICAO FARMACEUTICA,

PROCESSO DE SINTESE E SEUS US0S

A presente invencdo descreve moléculas com nucleo hibrido baseado
em nucleos de tetraidroacridina e derivados do &cido cindmico, ou etinil-fenil-
cinamamida, separados por cadeias espacadoras metilénicas, via reacdo de
acoplamento, uma composicdo farmacéutica compreendendo estas moléculas,
um processo de sintese destas moléculas, e seus usos. A presente invencao

se situa nos campos da Quimica Medicinal, Farmacologia e Medicina.
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