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RESUMO

Sintese, Modelagem Molecular e Avaliacao da Atividade
Farmacolodgica de N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-
fenilaminossubstituidos

Palavras Chave: carbamatos, doenca de Alzheimer, anticolinesterasicos, modelagem
molecular.

O presente trabalho reporta a sintese e a avaliagao tedrico-experimental das séries
inéditas de isbmeros cis e trans N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila
2-fenilaminossubstituidos como potenciais inibidores de colinesterases. Primeiramente
realizou-se a sintese e purificagdo dos compostos com 0s seguintes substituintes: anilina,
p-metoxianilina, p-fluoranilina e p-nitroanilina. Para cada série de isbmeros foram utilizadas
diferentes metodologias descritas na literatura. Os produtos foram caracterizados através
das andlises espectroscopicas de RMN de 'H, *C e HSQC, e medidas do ponto de fusao.

Para determinar a preferéncia conformacional dos carbamatos cis e trans foram
realizados calculos computacionais utilizando o pacote de programa Gaussian09.
Primeiramente foram realizados calculos de superficie de energia potencial com nivel de
teoria HF/6-31G, seguido por célculos de otimizagdo e frequéncia com B3LYP/6-
311++G(d,p) e célculos de NBO (versao 5.0) com nivel de teoria B3LYP/6-311++G(d,p).
Para os carbamatos trans foram observadas duas conformac¢des uma com ambos o0s
substituintes na axial (aa) e outra com ambos os substituintes na equatorial (ee), sendo
que esta é responsavel por mais de 97% da populagdo no equilibrio. Em relagdo aos
carbamatos cis, observou-se dois possiveis rotdmeros com o grupo carbamato na
equatorial e o grupo fenilamino na axial (ea1 e ea2); e outros dois com o grupo carbamato
na axial e o grupo fenilamino na equatorial (ae1 e ae2), sendo que estes apresentaram a
menor energia € sdo responsaveis por mais de 80% da populacdo no equilibrio. Os
valores de ®Jyy obtidos a partir dos espectros de RMN de 'H sdo concordantes com os
calculos teodricos.

Para determinar a potencial atividade anticolinesterasica dos compostos obtidos
neste trabalho, foram realizados os ensaios enzimaticos utilizando o Método de Ellman
modificado. De modo geral, os testes mostraram que a isdmeria cis-trans nao influéncia de
forma significativa a atividade destes compostos, no entanto, a presenca dos substituintes
doadores e retirados na posicdo para do anel aromatico, pode aumentar ou diminuir a
atividade do composto, dependo da série analisada.



O cloridrato de cis-N,N-dimetilcarbamato de 2-fenilaminocicloexila (8a) apresentou
inibicdo significativa na atividade da enzima AChE (ICs, de 59,2 mmol/L) e uma elavada
inibicdo na atividade da enzima BuChE (ICs, 6,0 mmol/L), sendo este o derivado com
maior potencial farmacolégico para o combate da doenga de Alzheimer.

Finalmente, para analisar a seletividade dos compostos frente a enzima
butirilcolinesterase, foram realizados célculos de docking molecular de forma a determinar
as interacdes existentes. Os calculos mostraram que os compostos interagem de forma
mais efetiva com o sitio ativo da enzima BuChE, onde o grupo carbamato esta préximo
aos residuos chave da triade catalitica.



ABSTRACT

Synthesis, Molecular Modeling and Evaluation of Pharmacological
Activity of N,N-dimethylcarbamates of 2-phenylaminecyclohexyl

Keywords: carbamates, Alzheimer’s disease, cholinesterase inhibitors, molecular modeling.

This work reports the synthesis and theoretical-experimental evaluation of novel
series of cis and trans N,N-dimethylcarbamates of 2-phenylaminecyclohexyl as potential
cholinesterase inhibitors. Firstly, were performed the synthesis and purification of the
compounds with the following substituents: aniline, p-methoxyaniline, p-fluoranilina and p-
nitroaniline. For each series of isomers were utilized differents methodologies described in
the literature. The products were characterized by NMR spectroscopic analysis of 'H, '°C
and HSQC, and melting point measurements.

To determine the conformational preference of cis and trans carbamtes were
performed theoretical calculations using the software package Gaussian09. First were
performed calculations of potential energy surface with HF/6-31G level of theory, followed
by optimization and frequency calculations with B3LYP/6-311++G(d, p) and NBO
calculations were performed (version 5.0) with level of theory B3LYP/6-311++G(d, p). For
the trans carbamates were observed two conformations one with both substituents in axial
(aa) and other with both substituents in equatorial (ee), and this accounts for over 97% of
the equilibrium population. For the cis carbamates, were observed two possible rotamers
with the carbamate group in the equatorial and the phenylamino group in axial (eal and
ea2) and two with the carbamate group in axial and the phenylamino group in equatorial
(ae1 and ae2), and they had the lowest energy and are responsible for over 80% of the
population at equilibrium. ®Jyy values obtained from '"H NMR spectra are in agreement with
theoretical calculations.

To determine the potential anticholinesterase activity of the compounds obtained in
this study, enzymatic assays were performed using the modified Ellman’s method.
Generally, the test showed the cis-trans isomerism does not influence significantly the
activity of these compounds, however, the presence of donating and withdrawing
substituents at the para position of the aromatic ring may increase or decrease the activity
of the compound, depending on the series analyzed.



The cis-N,N-dimethylcarbamate of 2-phenylaminecyclohexyl (8a) showed significant
inhibition of the AChE enzyme activity (ICso of 59,2 mmol/L) and a high inhibition in BuChE
enzyme activity (ICso 6,0 mmol/L), and this derivative with greater pharmacological potential
to combat Alzheimer's disease.

Finally, to examine the selectivity of compounds against the enzyme
butyrylcholinesterase were realized docking calculations to determine the possible
interactions. The calculation showed that compounds interact more effectively with the
active site of enzyme BuChE, where the carbamate group is close to key residues of the

catalytic triad.
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1. INTRODUCAO

A doenga de Alzheimer, conhecida pela sigla DA, foi descrita pela primeira vez por
Alois Alzheimer em 1906," trata-se de uma doenca neurodegenerativa causada pelo
deterioramento das células nervosas ocasionando falhas na transferéncia de informacéo e
sinapse, declinio progressivo de meméria e de outras fungdes cognitivas.? A DA esta
associada a uma série de sintomas psiquiatricos levando a distirbios comportamentais,
perda das habilidades de fala, de reconhecimento e motora, dificuldade de realizar tarefas
simples do dia a dia, mudangas de humor e personalidade, confusdo de tempo e espaco,
podendo evoluir & deméncia e até a morte."**

E o tipo mais comum de deterioracdo mental, afetando de 4% a 6% da populacdo
acima de 65 anos, 46% daqueles com mais de 80 anos, € mais de 50% dos idosos acima
de 95 anos.* Atualmente, estima-se que mais de 26 milhdes de pessoas em todo o mundo
sejam acometidas pela DA.'

Com o aumento da expectativa de vida e o envelhecimento da populagdo, a DA
tem se tornado um dos problemas de saude publica mais alarmante do século. Segundo o
instituto Brasileiro de Geografia e Estatistica (IBGE), a Europa ocupa a primeira posicao
na proporcéao de populagdo com mais de 60 anos de idade (19,8%) seguida pela América
do Norte (16,3%). No Brasil ha atualmente 15 milhdes de pessoas acima de 65 anos, com
projecdo que essa faixa etaria atinja 15% da populacao brasileira em 2020.° Estima-se que
mais de 106 milhées de pessoas no mundo apresentardo algum sintoma da doenca em
2050."

Apesar de inimeros estudos, as causas da DA ndo tem sido completamente
elucidadas e infelizmente ainda ndo ha cura para a doenga. No entanto, existem varias
hip6teses para explicar seu mecanismo de agdo e assim buscar formas de minimizar seus
danos e sua progressao, entre elas:

— A hipotese amiléide: as placas amiléides sdo formadas pela deposicao progressiva
do peptideo B-amildide em placas senis extracelulares, esses peptideos derivam
da quebra proteolitica de uma proteina integral de membrana denominada APP,
esta é quebrada enzimaticamente por trés diferentes proteases denominas alfa,
beta e gama secretase. Esse acumulo de placas causa a destruicdo de neurdnios
por criar processos inflamatérios crbnicos nas regides afetadas, interfere na
regulacéo de calcio essencial para a conducao dos estimulos nervosos, e aumenta
a producdo de radicais livres, toxicos para as células nervosas.®”’

— A hipétese da proteina Tau: os emaranhados neurofibrilares encontrados dentro

dos neurbnios, sao agregados anormais da proteina associada ao microtubulo



(tau), esta proteina apresenta sua estrutura quimicamente modificada em pacientes
com a DA. Nestas pessoas ocorre uma fosforilacdo anormal da Tau, que acaba se
desligando do microtibulo, aglutinando-se com outros fragmentos da Tau e
formando os emaranhados fibrilares. Quando isto acontece, os microtibulos se
desintegram e o sistema de transporte neuronal sofre um colapso.®'°
— A hipotese colinérgica: Esta hipdtese € baseada em uma acentuada queda da
atividade colinérgica devido a uma degeneragdo dos neurdnios colinérgicos do
prosencéfalo basal e a perda da transmissao colinérgica no hipocampo e no cortex
cerebral, que é causada devido a diminuicdo na quantidade de neurotransmissores
nestas regides, sendo o principal deles a acetilcolina (ACh)."
Até o momento, a estratégia terapéutica mais eficiente para o tratamento
sintomatico da DA esta baseada na hipétese colinérgica, em que se utilizam drogas que
aumentam a concentragdo da acetilcolina no cérebro, através da inibicdo das enzimas

colinesterases (acetilcolinesterase e butirilcolinesterase).'"'?

1.1 Acetilcolinesterase

A acetilcolinesterase (AChE), ou colinesterase verdadeira, esta presente
principalmente nas hemaécias, sinapses (terminacées nervosas) e musculos estriados. E
uma enzima alostérica da classe das hidrolases, com 537 residuos de aminoacidos na sua
sequéncia. Ela é responsavel pela finalizagdo da transmissdo de impulsos nervosos nas
sinapses colinérgicas, pois catalisa a hidrolise do neurotransmissor acetilcolina
convertendo-a em dois componentes, colina e 4cido acético."

Através da analise de sua estrutura tridimensional, observou-se que o sitio ativo se
encontra na porgédo inferior de uma cavidade estreita e profunda com 20 A de
comprimento, denominada “cavidade aromatica”, composta em mais de 50% do seu
volume por anéis aromaticos de residuos de aminoacidos. Este sitio ativo consiste do sitio
aniénico catalitico (triade catalitica) formada pelos residuos Ser200, Hsd440 e Glu327,"
da cavidade do oxianion e da cavidade da acila, além disso ha um sitio ani6nico periférico

15,16

(Figura 1).
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Figura 1. Representagdo esquematica do sitio ativo da AChE.

O neurotransmissor acetilcolina é estocado nos terminais nervosos, em estruturas
denominadas vesiculas, sendo liberado quando o nervo terminal é ativado, entrando na
sinapse e se ligando ao receptor, que rapidamente o hidrolisa."”

Na hidrélise da ACh o centro anidbnico da acetilcolinesterase atrai o nitrogénio
quaternario da molécula de acetilcolina, fixando e orientando o substrato para o centro do
sitio aniénico catalitico para que ocorra a hidrélise.'® O mecanismo de hidrélise (Figura 2)
envolve um ataque nucleofilico do oxigénio da Ser200 ao carbono da carbonila da ACh,
gerando um intermediario tetraédrico com a Hsd440 que é estabilizado por ligagdes de
hidrogénio com os residuos de aminoacidos da cavidade do oxidnion. Em seguida o
intermediario sofre eliminacdo, gerando colina livre e serina acetilada. Uma molécula de
agua interage com a serina acetilada formando um novo intermediario tetraédrico,

terminando assim a hidrélise e regenerando o sitio catalitico da enzima.'®"’
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Figura 2. Representagdo do mecanismo de hidrélise da acetilcolina catalisado pela enzima AChE.

1.2 Butirilcolinesterase
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A butirilcolinesterase (BuChE) é considerada uma pseudocolinesterase, sendo
encontrada principalmente nos tecidos como figado, pele, masculo e também no plasma.
Ela contém 574 residuos de aminoacidos e sua estrutura primaria é similar a da
acetilcolinesterase, de modo que seu sitio ativo também contém uma triade catalitica com
os residuos Ser198, Hsd438, e Glu325." H4 também um sitio aniénico e um de acilagao,
no entanto seu sitio apresenta um maior volume em relagéo a acetilcolinesterase.'?

Por muitos anos a butirilcolinesterase foi considerada uma enzima nao especifica
e nao essencial para a transmissao colinérgica, apesar de ndo se saber ao certo sua

funcao fisiolégica no corpo humano,'#?

recentes pesquisas tem apontado a importancia
da fungéo da BuChE no sistema colinérgico.?

Sabe-se que em condigdes fisiologicas a atividade da colinesterase no cérebro esta
relacionada principalmente com a AChE. Contudo na decorréncia da DA, a atividade da
BuChE aumenta substancialmente no hipocampo e cértex temporal, enquanto a atividade
da AChE é reduzida.'*?' A BuChE age como um mecanismo compensatorio na auséncia
da AChE hidrolisando a ACh e mantendo a funcéo colinérgica.'®

Devido a hipétese colinérgica e a inUmeros relatos sobre as multiplas fungdes das
colinesterases na patogénese e desenvolvimento da DA, as enzimas AChE e BuChE sao
alvos muito atrativos para o desenvolvimento de novas drogas anti-DA,'*"® conhecidas

como inibidores de colinesterases ou anticolinesterasicos.



1.3 Inibidores de Colinesterases ou Anticolinesterasicos

Os inibidores de colinesterases (IChE) foram as primeiras drogas descobertas para
o tratamento sintoméatico da doenca de Alzheimer. E uma estratégia terapéutica usada
para compensar o déficit colinérgico que ocorre na doenca, e visa 0 aumento da
disponibilidade de acetilcolina, por meio da inibicdo reversivel, pseudo-irreversivel ou
irreversivel da acetilcolinesterase e butirilcolinesterase. Esses inibidores sao capazes de
produzir uma melhora das funcdes cognitivas, retardando o avanco da doenca.?®

Atualmente existem quatro medicamentos que atuam como IChE, liberados pela
ANVISA para o tratamento da DA, sendo eles: tacrina, rivastigmina, donepezil e
galantamina (Figura 3).
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Figura 3. Inibidores de colinesterases utilizados no tratamento sintomatico da DA.

A tacrina ou Cognex®, aprovada em 1993, foi o primeiro farmaco comercial para o
tratamento da doenca. Seu mecanismo de agao esta baseado na inibicao reversivel de
ambas as enzimas (AChE e BuChE). Possui um tempo de meia-vida baixo (3-5 h) exigindo
uma posologia de 10 mg quatro vezes ao dia. Devido a seus efeitos colaterais, sua
toxicidade hepatica e baixa biodisponibilidade esta droga caiu em desuso.?*

O donepezil ou Aricept®, aprovado em 1996, é um inibidor reversivel, com alta
seletividade para AChE, possui um tempo de meia vida de aproximadamente 70 horas. O
tratamento é iniciado com 5 mg uma vez ao dia. E uma droga bem tolerada, apresentando
alguns efeitos colaterais como nauseas, vémito e diarréia.?>?

A rivastigmina ou Exelon®, aprovada em 2000, pertence a classe dos carbamatos,

seu mecanismo de agao esta baseado em uma inibicao pseudo-irreversivel com afinidade



a ambas as enzimas. Possui um tempo de meia vida baixo de 1-2 horas, apresentando,
porém, uma atividade prolongada de 8-10 horas. O tratamento ¢ iniciado com 1,5 mg duas
vezes ao dia podendo chegar a 6 mg duas vezes ao dia.***’

A galantamina ou Reminyl®, aprovada em 2001, é um alcal6ide natural da familia
dos lirios, apresenta uma inibicao reversiva e seletiva a AChE. Possui um tempo de meia
vida de aproximadamente 7 horas, sendo administrada inicialmente em duas doses diarias

de 4 mg.®

1.4 Carbamatos como Inibidores de Colinesterases

Devido aos efeitos colaterais apresentados pelos medicamentos empregados
atualmente, e pelo fato de ndo haver uma cura definitiva para DA, a busca por novos
inibidores continua sendo de grande importancia. Diversas pesquisas tém sido realizadas
no intuito de desenvolver farmacos que sejam mais potentes, seguros e melhor tolerados.
Neste contexto, os inibidores de colinesterases do tipo carbamato sdo conhecidos ha
décadas. Estes compostos apresentam uma inibicao pseudo-irreversivel, atuando por uma
carbamoilagéo do residuo serina no sitio ativo da enzima.?

A fisostigmina, um composto que possui 0 grupo carbamato, foi o primeiro inibidor
da AChE utilizado no tratamento da DA. Contudo, a alta incidéncia de efeitos colinérgicos
colaterais® associado a altas doses do composto, fez com que este deixasse de ser
utilizado. A rivastigmina, citada anteriormente (Figura 3), € um outro exemplo, possui em
sua estrutura um grupo carbamato N,N-substituido, e € um farmaco usado clinicamente
contra a DA. Baseados nesses compostos, diversos estudos tém sido realizados na busca
de novos carbamatos, que atuem como inibidores de colinesterases e que futuramente
possam vir a ser utilizados no tratamento da DA.

Dentre os diversos estudos podemos citar o de Mustazza® e col. no qual os
autores se basearam na estrutura da rivastigmina para sintetizar uma série de
fenilcarbamatos. Entre os compostos o 1-[1-(3-dimetilcabamoiloxifenil)etil]piperidina (1),
apresentou uma significante atividade in vitro com 1Cso de 7,0 e 8,0 nM para AChE e

BuChE respectivamente, e também uma baixa toxicidade.
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Posteriormente, Bolognesi®** e col. também se basearam na estrutura da
rivastigmina para sintetizar e avaliar a atividade anticolinesterasica de uma série de
compostos que incluem o grupo dimetilamino-a-metilbenzil em diferentes sistemas
triciclicos. Os autores concluiram que os derivados metilcarbamatos apresentaram uma
atividade inibitéria maior em relagdo aos etilcarbamatos, apesar de nao terem se mostrado
seletivos as enzimas AChE/BUChE. O composto IV se apresentou como o mais potente
inibidor da série com ICs, de 8,1 nM e 10,5 nM para AChE e BuChE, respectivamente.
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No estudo de Lin* e col. foi sintetizada uma série de carbamatos benzeno-1,2-,1,3,
e 1,4-di-N-substituidos conformacionalmente restritos, que imitam as conformagoes
gauche, eclipsada e anti da acetilcolina. Os autores avaliaram que os compostos 1,4-di-N-
substituidos (XI) sdo os mais potentes, seguidos por 1,3 (X) e 1,2-di-N-substituidos (IX).
Estes compostos para substituidos possuem um angulo de 180° entre as ligagbes

C(benzeno)-0, imitando o conférmero anti C-O/C-N preferido da acetilcolina.
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Eles também observaram nessa série que os substituintes menos volumosos como
n-butil e n-hexil foram mais potentes que os substituintes volumosos como n-octil, t-butil e
benzil carbamatos. Segundo eles uma possivel razdo é que o sitio de ligagcdo do grupo
acetil na AChE é relativamente pequeno quando comparado a outras serinas hidrolases,
sendo mais apropriado para substituintes pequenos.

Wieckowska® e col. avaliaram a atividade anticolinesterasica de novos derivados
alquil e arilcarbamatos com grupos N-benzilpiperidina (XII) e N-benzilpiperazina (XIII). Os
autores mostraram que esses fragmentos foram determinantes para a seletividade entre
AChE e BuChE. Os derivados carbamatos da N-benzilpiperazina (XIll) foram inibidores
seletivos da BuChE, enquanto os derivados da N-benzilpiperidina (XIl) mostraram uma
atividade inibitéria da BUuChE/AChE nao seletiva.
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Em outro trabalho, Bocca® e col. basearam-se no carbamato neostigmina para
estudar uma série de isbmeros cis e trans de N,N-dimetilcarbamatos de 2-N,N-
dimetilaminocicloexila (XIV e XV) e de seus sais metil sulfatos (XVI e XVII). Os autores
mostraram que os compostos na forma de sal foram mais ativos que aqueles na forma
neutra. O sal trans (XVII) mostrou boa seletividade para a inibicdo da colinesterase
eritrocitaria (AChE), apresentando um limite maximo de inibicdo em torno de 90%, contra
apenas 55% para a inibicdo da colinesterase plasmatica (BuChE). O sal cis (XVI) nao se

mostrou seletivo, pois inibiu de forma consideravel ambas as enzimas.
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Recentemente, Anand® e col. utilizaram derivados de flavanonas e introduziram
grupos carbamatos para potencializar a atividade. Os autores observaram que a troca dos
grupos hidroxila do anel B (XVIII e XIX) pelo grupo fenil carbamato (XX e XXI), aumentou
drasticamente a atividade, sugerindo assim que esta porgao da estrutura influéncia na
atividade da AChE. A presenca de dois grupos metoxila no anel aromatico A da flavanona
(XIX e XXI), conferiu uma maior atividade inibitéria se comparado aos compostos sem este
grupo. Outro fator que os autores analisaram foi como a presenca de grupos retiradores e
doadores no anel B influenciam na atividade dos compostos. Derivados com grupos
doadores de elétrons, como -OCHs;, apresentaram uma maior atividade inibitéria em

relacéo aos derivados com grupos retiradores de elétrons, como -NO..
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1.5 Método de Eliman

O método mais utilizado atualmente na determinacédo da atividade colinesterasica
em sangue total, eritrécitos ou plasma, é o ensaio espectrofotométrico descrito por Ellman
e colaboradores® com suas diversas modificagcées.®® O método de Ellman é a forma
diagnostica mais difundida e barata que permite analisar a acetilcolinesterase e a
butirilcolinesterase separadamente, sendo os resultados precisos e confiaveis.

As principais modificagbes que foram realizadas neste método sao referentes ao
tipo de substrato utilizado e suas respectivas concentragdes, temperatura e tampao, sendo
que a Associagdo Oficial de Quimica Analitica (AOAC) recomenda como método de
referéncia o de Ellman e col. modificado por Harlin e Ross.***°

Este método baseia-se na hidrélise de um substrato éster da tiocolina (ex.
acetiltiocolina) pelas enzimas colinesterases (acetilcolinesterase ou butirilcolinesterase). A
tiocolina formada reage entdo com o acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzéico, também
conhecido como DTNB ou reagente de Ellman, produzindo assim o 5-tio-2-nitrobenzoato

(TNB) um anion amarelo que possui um maximo de absorbancia em 412 nm (Figura 4).*'
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Figura 4. Reagbes das colinesterases pelo método espectrofotométrico de Eliman.

E um método réapido e sensivel, que pode ser realizado nas fragdes de sangue, no
entanto, ha a necessidade dos compostos envolvidos serem sollveis em agua. O método
apresenta uma relacio direta entre a atividade enzimatica e a leitura espectrofotométrica,
ou seja, 0 aumento da absorbancia é diretamente proporcional a atividade da enzima, de

acordo com a lei de Lambert-Beer.*”°

1.6 Modelagem Molecular

Modelagem molecular € o termo geral utilizado para descrever o uso de
computadores para construir moléculas e realizar uma variedade de calculos nestas
moléculas, de forma a prever seu comportamento e suas caracteristicas quimicas. O
termo modelagem molecular é frequentemente utilizado como sindnimo do termo Quimica
Computacional.” A aplicacdo de métodos computacionais no estudo e no planejamento de

compostos bioativos tem se tornado uma pratica rotineira e importante nos dias atuais.
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1.6.1 Métodos de Estrutura Eletronica

Grandes avancgos na descricdo microscépica de sistemas atébmicos e moleculares
tém sido alcangados devido ao desenvolvimento da mecanica quantica, iniciada no século
passado com o trabalho de grandes cientistas, como Schrddinger, Einstein, Dirac, Plank,
Heisenberg e outros. Os métodos de estrutura eletrénica* baseiam-se nessa teoria para
descrever criteriosamente o comportamento de nucleos e, principalmente, dos elétrons
nas espécies quimicas.** Essa descricdo abrange tanto a localizacdo da densidade
eletrbnica quanto suas interagdes e efeitos sobre os orbitais atbmicos e moleculares.

Célculos computacionais podem fornecer informacdes sobre a geometria mais
estavel, comprimentos de ligagdo, angulos diedros, frequéncias vibracionais, barreiras de
rotacdo interna, distribuicdo eletrbnica, potencial de ionizacdo, afinidades eletronicas,
momentos de dipolo, constantes de acoplamento, entre outras.*

Para a realizagado destes célculos varios métodos foram desenvolvidos sendo que
estes estao subdivididos em semi-empiricos, ab-initio e os métodos baseados na teoria do
funcional de densidade (TFD). Segue abaixo uma breve descrigdo das principais
caracteristicas desses métodos.

Métodos semi-empirico: € um método parametrizado, onde certas informagoes
sdo aproximadas ou completamente omitidas, como algumas integrais em relacdo aos
elétrons. Para corrigir estas deficiéncias utilizam-se parametros derivados de dados
experimentais.

A vantagem destes calculos é que possuem um custo computacional bastante
reduzido. Porém podem gerar, em alguns casos, valores ndo exatos e algumas
propriedades podem ser preditas erroneamente.** Esses métodos encontram aplicagdo
principalmente em moléculas organicas com cadeia relativamente longa, ja que se
consegue um ganho no tempo de maquina. Alguns exemplos de métodos semi-empiricos
s&o: HUCKEL, CNDO, AM1 e PM3.

Métodos ab-initio: sdo derivados inteiramente de principios tedricos, nao
incluindo parametros experimentais. Todas as informagbdes necessarias sdo calculadas
com base apenas em algumas constantes fisicas fundamentais, tais como massa e carga
do elétron, massa e carga dos nucleos envolvidos, velocidade da luz e a constante de
Plank. Dentre esses métodos, o mais utilizado atualmente é o de Hatree-Fock (HF).*
Nesse método, a equacao de Schrbédinger para sistemas com muitos elétrons é separada
em equagdes mais simples de um elétron, sendo que cada equagao monoeletrénica é
resolvida individualmente para fornecer a fungdo de onda do referido elétron, chamada
orbital, e uma energia chamada de energia orbital.
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Como cada funcéo é tratada como independente, as coordenadas de um elétron
sao dadas somente em relacdo ao nucleo. Um dado elétron sé interage com o campo
médio dos outros elétrons, ndo sendo consideradas as correlagdes entre os elétrons. Essa
€ uma das limitagdes na teoria de Hartree-Fock.

Para suprir essa limitacAdo métodos ab-initio mais sofisticados tem sido
desenvolvidos. Tais métodos consideram os efeitos de correlacao eletrdnica, onde cada
elétron passa a interagir individualmente com os outros elétrons do sistema, e ndo mais
com o campo médio. Um método ab-initio normalmente utilizado é a teoria de perturbacao
de segunda ordem de Moller-Plesset (MP2).*”*® Este método oferece resultados mais
precisos, porém necessita de recursos computacionais mais sofisticados e requer um
maior tempo de maquina.

Teoria do Funcional de densidade (TFD): Nesse método a energia de um

sistema é obtida como uma funcéo de sua densidade eletrénica,***°

que é expressa como
uma combinagéo linear de fungdes de base, matematicamente similar aos orbitais HF.

No inicio da década de 90, Becke®' percebeu que haveria vantagens ao mesclar a
teoria do funcional de densidade com o método de Hartree-Fock, originando os chamados
métodos hibridos. O mais popular deles nos dias de hoje é o B3LYP, sigla que identifica o
uso do funcional de troca-correlagdo de Becke no qual esta incluido o funcional de
correlacdo desenvolvido por Lee, Yang e Parr.%? Por utilizar parametros empiricos, o
método B3LYP nao é classificado como ab-initio.

Cabe observar que nem todos os métodos TFD sao hibridos ou parametrizados,
logo, poderiam ser chamados de ab-initio. Contudo, os pardmetros empiricos estéo
presentes nos mais utilizados e, € comum considerar a TFD uma classe a parte para
diferencia-la dos outros métodos.

Esse método tem sido amplamente utilizado por fornecer resultados, na maioria
das vezes mais precisos que a teoria HF e com um tempo de célculo bem menor que o
método MP2. Devido a estas vantagens, o método B3LYP foi utilizado na realizagao deste
trabalho.

1.6.1.1 Conjunto de fungdes de base

Para que um calculo possa ser executado é necessario, além da escolha do
método, a especificacdo de um conjunto de fungdes de bases.**** As fungdes de base sdo
representacées matematicas dos orbitais moleculares® e podem ser interpretadas como a
restricdo do elétron em uma regido especifica do espaco. Funcbées de base maiores

impdem menores restricdes ao espago ocupado pelos elétrons, aumentando a precisao da
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forma dos orbitais moleculares. Aumentando-se as fun¢des de base espera-se obter
resultados mais satisfatérios, mas em contrapartida o tempo de calculo também é
aumentado.

Nos primoérdios da quimica computacional, adotou-se o conjunto de bases minimo
(STO — Slater Typer Orbitals), composto apenas por orbitais atdmicos do atomo livre. O
problema dessas fungbes é a sua forma matematica, que acaba por dificultar os calculos.
Com o desenvolvimento de novas teorias e aprimoramento dos métodos, foi introduzido o
uso de fungdes Gaussianas, que sao fungdes de bases com “valéncia dividida”, que
melhoram a flexibilidade das bases, permitindo que os orbitais atdmicos se expandam ou
se contraiam. Por exemplo, a base de pople 3-21G representa cada orbital interno por uma
combinacgao de trés Gaussianas primitivas, e cada orbital de valéncia é representado por
dois grupos de fungdes, um formado por duas Gaussianas primitivas e o outro por apenas
uma.*

E possivel ainda melhorar a base aumentando-se o nimero de Gaussianas ou
ainda aprimora-las pela introducdo de fungdes de polarizagdo, denotadas por uma letra
entre paréntesis ou por asteriscos: 3-21G(d,p) ou 3-21G**.***® As fungbes de polarizacdo
auxiliam na descricdo das distorcdes da nuvem eletrénica e sdo fundamentais na
descricao de ligagdes quimicas e angulos de ligagao. Além disso, ha sistemas em que é
fundamental a descricao de regides mais afastadas no nucleo, como o caso dos anions ou
dos atomos com pares isolados. Para isso, adicionam-se funcdes de difusdo, identificadas
pelo simbolo mais (+), nos 4tomos pesados, e, se necessario, nos atomos de hidrogénio.>®

1.6.2 Teoria dos Orbitais Naturais de Ligacao (NBO)

Os célculos de orbitais de ligacdo (NBO, do inglés, “natural bonding orbitals”)
fornecem informagdes sobre os efeitos eletronicos, tais como interagdes hiperconjugativas,
além dos efeitos estéricos, que neste caso, € o efeito entre os orbitais presentes na
molécula. Os NBO’s sdo orbitais localizados em cada ligacdo presente na molécula,
diferentemente dos orbitais moleculares, os quais se estendem por toda molécula. A
grande vantagem deste tipo de célculo é a possibilidade de investigar as interacoes
existentes especificamente entre determinados orbitais, sendo assim possivel analisar as

interacdes atrativas/repulsivas existentes entre orbitais de cada ligacéo.*’
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1.6.3 Docking Molecular

O docking molecular € uma técnica de modelagem molecular que objetiva predizer
a estrutura (ou estruturas) do complexo intermolecular formado entre duas ou mais
moléculas.®® Esta técnica tem sido utilizada para predizer a possibilidade de interacdo de
moléculas de um banco de dados no sitio de ligagdo do receptor de interesse e também
para compreender como os complexos proteina-ligante interagem (Figura 5), sendo uma
ferramenta essencial na escolha de alvos terapéuticos para o desenvolvimento de novos
farmacos.>

De forma geral, o calculo de docking faz uma previsdo da conformagédo e
orientagdo do ligante dentro do sitio ativo do alvo molecular.®® As informagdes obtidas
deste complexo podem auxiliar no esclarecimento do mecanismo de reconhecimento,®’
bem como indicar de que forma o ligante pode ser modificado a fim de melhorar sua
funcdo, ou quais as caracteristicas necessaria para o desenho de novos compostos que
aumentem ou inibam a atividade do alvo desejado. *

Existem mais de sessenta programas de docking atualmente, dentre eles os mais
utilizados sdo AutoDock®, DOCK®, FlexX®, GOLD®, Glide®” e Pyrx®. Cada programa
difere na forma de representagédo do receptor, no tratamento do ligante, no tipo de funcao

scoring e no algoritmo de busca.®"°

Figura 5. llustracdo da técnica de docking molecular.
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O algoritmo de busca é empregado na pesquisa dos possiveis modos de ligagao
entre o ligante e a proteina, permitindo explorar os graus de liberdade translacional,
rotacional e conformacional do ligante no sitio receptor da proteina. Um bom algoritmo de
busca deve explorar as formas de ligacdo entre o ligante e o receptor.”""? As fungdes
scoring sao usadas para avaliar a afinidade entre a proteina e o ligante, elas ajudam a
refinar os resultados obtidos, pois determinam a complementaridade entre geometria,
interacdes eletrostaticas, ligacdes de hidrogénio, interacées de van der Waals e termos de
solvatac&o.” Estas fungdes sdo aplicadas para eleger os modos de ligacdo teoricamente
mais préximos do modo de ligagao “real”, dentre os modos de ligacdo explorados pelo
algoritmo de busca, classificando-os de acordo com as energias de interagdo. Quanto
maior a precisdo desta funcéo, maior a qualidade dos resultados.”

Dentre os programas citados anteriormente, o AutoDock, é o mais bem sucedido,
com mais de 3300 citacdes desde o seu langcamento em 1998. Os autores oferecem
gratuitamente um conjunto de ferramentas que podem ser facilmente utilizadas para
definir, executar e analisar os célculos a partir de uma interface grafica intuitiva.>®

Ele é projetado para realizar o docking do ligante flexivel com o sitio ativo de uma
molécula rigida, e consiste de duas partes principais: o Autodock realiza o encaixe do
ligante a um conjunto de grades que descrevem a proteina alvo, e o Autogrid pré-calcula
essas grades fazendo uma avaliagdo da energia através de potenciais. O programa usa
como algoritmos de busca o Lamarckian, algoritmo genético e simulated annealing.®®"

O AutoDock tem sido aplicado com sucesso na predicao dos modos de ligacao de
complexos proteina-ligante. A medida da precisdo dos calculos de docking baseia-se na
proximidade entre a conformacado escolhida a partir do docking e aquela observada
experimentalmente no complexo proteina-ligante obtida por cristalografia. Uma solugéo é
considerada bem sucedida se o RMSD (desvio quadratico médio) for menor ou igual a
2A7
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

O objetivo deste trabalho é realizar a sintese e a avaliagdo tedrico-experimental da
atividade de duas novas séries de potenciais inibidores de colinesterases (Figura 6).

C /J\ SC /J\
3 H ~

1ogel @@

trans
X=-H, -F, -NO,, -OCHjs

Figura 6. Estrutura das duas novas séries de derivados carbamatos cis e trans-N,N-
dimetilcarbamatos de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos.

2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar duas novas séries de cis e trans-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila
2-fenilaminossubstituidos, com substituintes doadores e receptores no anel
aromatico.

e Caracterizar os compostos sintetizados por espectroscopia de RMN de 'H e **C.

e Realizar um estudo teérico para determinar os fatores que governam o
comportamento conformacional dos carbamatos em estudo.

¢ Realizar testes farmacoldgicos in vitro para avaliar a atividade anticolinesterasica
dos derivados carbamatos.

e Avaliar a influéncia dos substituintes doadores e receptores na atividade dos
compostos como inibidores de colinesterases.

® Realizar calculos de docking molecular para avaliar as possiveis interagdes entre
0os compostos sintetizados e o sitio ativo das enzimas acetilcolinesterase e
butirilcolinesterase.
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3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Sintese dos compostos
A seguir estdo descritos os procedimentos utilizados na preparacdo das novas séries
de isoméros cis e trans-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos. Os

solventes e reagentes utilizados nas sinteses foram purificados de acordo com

procedimentos descritos na literatura.”

3.1.1 Sintese dos derivados trans-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila

2- fenilaminossubstituidos

e Preparacéo dos trans-2-fenilaminocicloexandis (2a-2¢).”

NH,
OH
o . HoO _ O/
60°C, 48 h < > X
X

I

H
1a) X= H 2a) X= H
1b) X= OCH3 2b) X= OCH3
1c) X=F 2¢) X=F

Em um baldao de duas bocas, equipado com condensador de refluxo e agitador
magnético, foram adicionados 49 mmol (5,0 mL) de 6xido de cicloexeno e 51 mmol da
amina aromatica desejada (4,6 mL de anilina, 6,3 g de p-metoxianilina ou 4,8 mL de
p-fluoranilina) em 100 mL de agua deionizada. A reagéo foi mantida sob agitagdo vigorosa
a 60°C por 48 horas. Apds este periodo deixou-se a mistura reacional atingir a temperatura
ambiente. Em seguida, a mistura foi basificada com uma solugdo 5 M de hidréxido de
sédio até pH 12 e extraida com acetato de etila (3 x 30 mL). A fase organica foi seca com
sulfato de sodio anidro e o solvente removido em evaporador rotatério. O produto obtido foi
seco sob vacuo a temperatura ambiente, em pistola Abderhalden contendo éxido de
calcio.

trans-2-fenilaminocicloexanol: 50% de rendimento, sélido branco, p.f.:57,8-58,6 °C.

trans-2-(4-metoxifenilamino)cicloexanol: 80% de rendimento, sélido marrom, p.f.:
67,1-67,9 °C.

trans-2-(4-fluorfenilamino)cicloexanol: 50% de rendimento, sélido branco, p.f.: 94,5—
95,2 °C.
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o Preparagdo do trans-2-(4-nitrofenilamino)cicloexanol (2d).”®

NH,
OH
()O " alumina neutra . O/
Benzeno, 80°C, 48 h N@ NO,
NO, h

1d 2d

Em um baldo de duas bocas, previamente flambado, equipado com condensador
de refluxo, agitador magnético e sob atmosfera de nitrogénio foram adicionados 13 mmol
(1,8 g) de p-nitroanilina, 70 mmol (7,5 g) de alumina neutra ativada e 10 mmol (1,0 g) de
oxido cicloexeno em 50 mL de benzeno anidro. A reacdo foi mantida sob agitacdo e
refluxo por 48 horas. Apds este periodo, deixou-se a reacdo atingir a temperatura
ambiente e em seguida filtrou-se a alumina em funil de Buchner, lavando a mesma
repetidas vezes com metanol. O solvente foi removido em evaporador rotatério e o produto
purificado em coluna de silica utilizando acetato de etila como solvente.

O produto obtido foi seco sob vacuo a temperatura ambiente, em pistola
Abderhalden contendo éxido de calcio, obtendo-se um sélido amarelo com rendimento de
20% e p.f.:1135,4 — 139,0 °C.

e Preparacéo dos trans-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila
2-fenilaminossubstituidos (3a, 3b e 3d).”

O
Il CHj
OH O/C\N/
N
O/ 1) Na, THF, 80°C, 8h CHs
N_Q X 2) CICON(CHg)2, refluxo, 16 h X
I
§ '
2a) X=H 3a) X H
2d) X=NO2 3d) X=NO2

Em um baldo de duas bocas, previamente flambado, equipado com condensador
de refluxo, agitador magnético e sob atmosfera de nitrogénio adicionou-se 23 mmol do
amino alcool (4,4 g de 2a, 5,1 g de 2b ou 5,4 g de 2d) em 50 mL de THF anidro e entédo 45
mmol (1,0 g) de sédio metélico. A mistura reacional foi mantida sob agitagdo a 80°C por 8
horas. A seguir, adicionou-se lentamente 34 mmol (3,1 mL) de cloreto de N,N-
dimetilcarbamoila previamente destilado, mantendo a reagao sob refluxo por 15 horas.
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Apés atingir a temperatura ambiente, verteu-se a mistura reacional sobre uma
solucao gelada de bicarbonato de sédio 1% (50 mL) e extraiu-se o produto com éter etilico
(3 x 30 mL). Lavou-se a fase etérea com uma solugéo gelada de bicarbonato de sédio 1%
(2 x 20mL) e agua gelada (2 x 20 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio
anidro e o solvente removido em evaporador rotatério.

O composto 3a foi purificado, lavando-se o sélido obtido repetidas vezes com
hexano gelado, obtendo-se um sélido branco com 50% de rendimento e p.f.: 72,9 — 73,5
°C. O composto 3b foi eluido em coluna de silica gel, com gradiente de polaridade
hexano/éter (8:2), obtendo-se um liquido marrom viscoso. O composto 3d foi eluido em
coluna de silica gel, com gradiente de polaridade hexano/éter(1:1), obtendo-se um sélido

amarelo com rendimento de 20% e p.f.: 111,0 — 114,0°C.

e Preparagdo do trans-N,N-dimetilcarbamato de 2-(4-fluorfenilamino)cicloexila
(3c).

0]

I .

& CH
OH
o= N<CH
1) NaH, THF, 80°C,8h ’
@F 2) CICON(CHg)2, refluxo, 16 h N@F
4 I
H

2c 3c

Em um baldo de duas bocas, previamente flambado, equipado com condensador
de refluxo, agitador magnético e sob atmosfera de nitrogénio adicionou-se 12 mmol (2,5 g)
do amino alcool 2¢c em 30 mL de THF anidro e entdo 24 mmol (0,6 g) de hidreto de soédio.
A mistura reacional foi mantida sob agitacdo a 80°C por 8 horas. A seguir, adicionou-se
lentamente 18 mmol (1,65 mL) de cloreto de N,N-dimetilcarbamoila previamente destilado,
mantendo a reacado sob refluxo por 15 horas.

Apés atingir a temperatura ambiente, verteu-se a mistura reacional sobre uma
solucdo gelada de bicarbonato de sédio 1% (50 mL) e extraiu-se o produto com éter etilico
(3 x 30 mL). Lavou-se a fase etérea com uma solugéo gelada de bicarbonato de s6dio 1%
(2 x 20mL) e &gua gelada (2 x 20 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio
anidro e o solvente removido em evaporador rotatério. O composto 3¢ foi eluido em coluna
de silica gel, com gradiente de polaridade hexano/éter (8:2), obtendo-se um sélido branco
com rendimento de 35% e p.f.: 54,5 — 56,4 °C.

20



e Preparacao dos cloridratos de trans-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-
fenilaminossubstituidos (4a — 4c).

O

CHs | CH,

o=

-

C—
o~ Ni o X
O/ CHs HCl O/ CHj 5
B

) J Cl
", X CH2C|2, 0-5°C “, @ X

| < > 2 < >

H

H W
3a) X= H 4a) X= H
3b) X= OCH3 4b) X= OCH3
3c) X=F 4c) X=F

Solubilizou-se 3,8 mmol dos carbamatos (1,0 g de 3a, 1,1 g de 3b e 1,1 g de 3¢)
em 10 mL de diclorometano, a solugédo foi resfriada em banho de gelo € em seguida
adicionou-se HCI (37%) até reacao &acida no papel tornassol. Adicionou-se sulfato de sédio
anidro, filirou-se e removeu-se o0 solvente em evaporador rotatério. Os cloridratos obtidos

(4a — 4c) foram secos sob vacuo.

3.1.2 Sintese dos derivados cis-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila

2-fenilaminossubstituidos

e Preparacéo da 2-bromocicloexanona.®
O 0

Ho0, Bro Br
—_—

0-59C

Em um baldo de trés bocas, equipado com condensador de refluxo, funil de adicao
e agitador magnético, foram colocados 180 mmol (19,0 mL) de cicloexanona em 70 mL de
agua destilada. A mistura foi resfriada em banho de gelo e em seguida foram gotejados
lentamente 180 mmol (9,5 mL) de bromo molecular. Terminada a adi¢do, retirou-se o
banho de gelo, mantendo a agitacdo até o completo descoramento da solucdo. Em
seguida extraiu-se o produto com éter etilico (3 x 30 mL). A solugao etérea foi lavada com
agua e com uma solugao de bicarbonato de sddio 3%. Em seguida a fase etérea foi seca
com sulfato de so6dio anidro, filirada e o solvente removido em evaporador rotatério. O
produto obtido foi destilado a pressdo reduzida (73°C/ 2 mmHg) obtendo-se um
rendimento de 70% de um liquido incolor que foi mantido sob refrigeragao.
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e Preparacgdo das 2-fenilaminocicloexanonas (5a - 5¢).%'

NH, 0
Br quinolina, NapCO3 = @ X
+ CH3;OCH,CH,OH, refluxo, 2h H
X
1a) X H 5a) X= H
1b) X= OCH3 5b) X= OCH3
1C) X=F 5C) X=F

Em um baldo de duas bocas, previamente flambado, equipado com condensador
de refluxo, agitador magnético e sob atmosfera de nitrogénio, adicionou-se 0,2 mol (23
mL) de 2-bromocicloexanona, 0,2 mol da amina aroméatica desejada (18,2 mL 1a, 24,6 g
de 1b e 19,0 mL de 1¢), 0,3 mol (31,8 g) de carbonato de sédio e 0,02 mol (2,4 mL) de
quinolina em 150 mL de 2-metoxietanol. A mistura foi mantida sob agitacao e refluxo por
duas horas. Decorrido este tempo, deixou-se a mistura atingir a temperatura ambiente e o
solido foi removido por filtracdo e lavado com cloroférmio. O filirado foi separado e o
solvente foi removido por destilagédo a vacuo (80°C/30 mmHg).

2-(fenilamino)cicloexanona: 31% de rendimento, sélido branco, p.f.: 81,1-82,1 °C.

2-(4-metoxifenilamino)cicloexanona: 30% de rendimento, so6lido marrom, p.f.: 91,4-
92,8 °C.

2-(4-fluorfenilamino)cicloexanona: 30% de rendimento, sélido branco, p.f.: 75,7—
76,0 °C.

e Preparacdo dos cis-2-fenilaminocicloexandis 6a - 6¢.%

Q JOH
rlu X N-selectride O
H THF, -780C, 4h @X
H
5a) X=H 6a) X=H
5b) X=OCH3 6b) X=OCH3
5¢) X=F 6c) X=F

Em um baldo de duas bocas, previamente flambado, equipado com agitador
magnético e atmosfera de nitrogénio, dissolveu-se 4,55 mmol da respectiva 2-
fenilaminocicloexanona (0,9 g de 5a, 1,0 g de 5b e 1,0 g de 5¢) em 25 mL de THF anidro.
A solucéo foi resfriada a —78°C, e em seguida adicionou-se 9,1 mmol (9,1 mL) do tri-sec-
butilborohidreto de sédio (1M). A mistura reacional foi mantida a —78°C sob agitagdo por 4

horas. Apds este tempo deixou-se a mistura atingir a temperatura ambiente, em seguida
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adicionou-se lentamente e em banho de gelo 2 mL de agua, 5 mL de etanol, 4 mL de
NaOH (6 M) e 5 mL de H,0, (30%). A essa mistura adicionou-se 20 mL de agua destilada e
extraiu-se com éter etilico (3 x 40 mL). A fase etérea foi seca com sulfato de sédio anidro,
filtrada e o solvente foi removido em evaporador rotatério. O produto formado foi lavado
com hexano gelado e seco sob vacuo a temperatura ambiente, em pistola Abderhalden
contendo 6xido de calcio.

cis-2-fenilaminocicloexanol: 36% de rendimento, sélido branco, p.f.: 69,5-71,6 °C.

cis-2-(4-metoxifenilamino)cicloexanol: 46% de rendimento, sélido marrom, p.f.:
50,6-52,4 °C.

cis-2-(4-fluorfenilamino)cicloexanol: 50% de rendimento, sélido branco, p.f.: 73,3—
74,3 °C.

e Preparagéo dos cis-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila
2-fenilaminossubstituidos (7a — 7b).”

O
Il CHs
AN
O: 1) Na©, THF, 80°C, 8h CHs
@X 2) CICON(CHg)2, refluxo, 16 h X
H !
6a) X= H
7a) X=H
6b) X= OCH3 7b§ X= OCH3

Em um baldo de duas bocas, previamente flambado, equipado com condensador
de refluxo, agitador magnético e sob atmosfera de nitrogénio adicionou-se 23 mmol do
amino alcool (4,4 g de 6a, ou 5,1 g de 6b) em 30 mL de THF anidro e entdao 45 mmol (1,0
g) de sodio metalico. A mistura reacional foi mantida sob agitagdo a 80°C por 8 horas. A
seguir, adicionou-se lentamente 34 mmol (3,1 mL) de cloreto de N,N-dimetilcarbamoila
destilado, mantendo a reag&o sob refluxo por 15 horas.

ApO6s atingir a temperatura ambiente, verteu-se a mistura reacional sobre uma
solucdo gelada de bicarbonato de sédio 1% (50 mL) e extraiu-se o produto com éter etilico
(3 x 30 mL). Lavou-se a fase etérea com uma solugéo gelada de bicarbonato de sédio 1%
(2 x 20mL) e &gua gelada (2 x 20 mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio
anidro e o solvente removido em evaporador rotatério.

O composto 7a foi purificado, lavando-se o sélido obtido repetidas vezes com
hexano gelado, obtendo-se um sélido branco com rendimento de 39% e p.f.: 68,1 —
70,0°C. O composto 7b foi eluido em coluna de silica gel, com gradiente de polaridade

hexano/éter (8:2), obtendo-se um liquido marrom viscoso com rendimento 23%.
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e Preparacao dos cis-N,N-dimetilcarbamato de 2-(4-fluorfenilamino)cicloexila

(7c).
[l CHs
OH O/C\!\<
(I 1) NaH, THF, 80°C, 8h Chs
@F 2) CICON(CHg)2, refluxo, 16 h
F
I < >
H H
6¢C 7¢c

Em um baldo de duas bocas, previamente flambado, equipado com condensador
de refluxo, agitador magnético e sob atmosfera de nitrogénio adicionou-se 12 mmol (2,5 g)
do amino alcool 6¢ em 30 mL de THF anidro e entdo 24 mmol (0,6 g) de sédio metalico. A
mistura reacional foi mantida sob agitagcdo a 80°C por 8 horas. A seguir, adicionou-se
lentamente 18 mmol (1,6 mL) de cloreto de N,N-dimetilcarbamoila destilado, mantendo a
reacdo sob refluxo por 15 horas. Apos atingir a temperatura ambiente, verteu-se a mistura
reacional sobre uma solugdo gelada de bicarbonato de sédio 1% (50 mL) e extraiu-se o
produto com éter etilico (3 x 30 mL). Lavou-se a fase etérea com uma solugdo gelada de
bicarbonato de sédio 1% (2 x 20mL) e agua gelada (2 x 20 mL). A fase organica foi seca
com sulfato de sédio anidro e o solvente removido em evaporador rotat6rio.O composto 7¢
foi eluido em coluna de silica gel, com gradiente de polaridade hexano/éter (8:2), obtendo-
se um solido branco com rendimento de 45% e p.f.: 66,4 — 67,5 °C.

e Preparacao dos cloridratos de cis-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-

fenilaminossubstituidos (8a — 8c).

(I? CH |C|)
3 CH3
CE % . C( .
_—
H,Cly, 0-5° ® ©
N_QX CH,Cl,, 0-5°C K ( > X o
| oo
H H
7a) X=H 8a) X=H
7b) X= OCH3 8b) X= OCH3
7c) X=F 8c) X=F

Solubilizou-se 3,8 mmol dos carbamatos (1,0 g de 7a, 1,1 gde 7b e 1,1 g de 7¢)
em 10 mL de diclorometano, a solugédo foi resfriada em banho de gelo e em seguida
adicionou-se HCI (37%) até reacdo acida no papel tornassol. Em seguida adicionou-se
sulfato de sédio anidro, filtrou-se e removeu-se o solvente em evaporador rotatério. Os

cloridratos obtidos (8a-8¢) foram secos sob vacuo.
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3.2 Experimentos de RMN

Os espectros de RMN de 'H e de '*C foram obtidos em um espectrémetro Varian,
modelo Mercury Plus BB operando a 300,059 MHz para o nucleo de hidrogénio e 75,457
MHz para o nucleo de carbono. As solugdes foram preparadas a partir da diluicao de 20
mg de amostra em 0,7 mL de CDCl; e a temperatura da probe foi mantida a 25°C,
utilizando Me,Si como referéncia interna, sob condicdes tipicas de operacédo para o 'H
(janela espectral em torno de 4000 Hz, nimero de pontos igual a 32k, zero filled de 128k
para a obtengédo de uma resolugéo digital de 0,03 Hz).

3.3 Calculos Teoricos

Os célculos tedricos foram realizados utilizando o pacote de Programas Gaussian
09.% Para todos os compostos, foram obtidas superficies de energia potencial (através do
giro de 360° de determinados diedros), em nivel de teoria HF/6-31G, com a finalidade de
observarmos a posicdo de menor energia que os grupos adotam no espaco. As estruturas
de mais baixa energia foram entdo otimizadas em um alto nivel de teoria (B3LYP/6-
311++G(d,p) e caracterizadas como minimos absolutos por meio de calculos de
frequéncias vibracionais. Célculos de NBO (versdo 5.0) foram realizados para avaliar as
interagdes hiperconjugativas utilizando o nivel de teoria B3LYP/6-311++G(d,p).

3.4 Método de Ellman modificado

Os ensaios enzimaticos foram realizados no Laboratério de Toxicologia do
Departamento de Ciéncias Basicas da Saude da Universidade Estadual de Maringa,
utilizando o Método de Ellman modificado.*® As amostras de sangue total utilizadas foram
coletadas a qualquer hora do dia, sem necessidade de preparacao especial do voluntario.
As amostras foram acondicionadas em frascos de vidros na geladeira, a temperatura de 2
a 8 °C por no maximo 48 horas, utilizando heparina como anticoagulante.
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3.4.1 Preparo dos Reagentes

Solucao de Hidroxido de Potassio 0,05N
Adicionou-se 3,30 g de hidréxido de potassio (KOH) em um balao volumétrico de

1000 mL e completou-se o volume com agua destilada.

Solugao de Cromato de Potassio 40 ug/mL

Adicionou-se 0,04 g de cromato de potassio em um balao volumétrico de 100 mL e
completou o volume com um solugdo de KOH 0,05 N. Transferiu 10 mL dessa solucao
para um baldo de 100 mL e completou o volume com a solugdo de KOH 0,05N.

Solucao de fosfato dibasico de sodio 0,1 M (Reagente 1)
Adicionou-se 26,81 g de fosfato dibasico de sédio heptahidratado (Na,HPQO,4.7H,0)
em um balao volumétrico de 1000 mL e completou-se o volume com agua destilada.

Solugéo de diidrogenofosfato de potéssio 0,1 M (Reagente 2)
Adicionou-se 13,61 g de dihidrogenofosfato de potassio (KH,PO,;) em um balao

volumétrico de 1000 mL e completou-se o volume com agua destilada.

Tampéao fosfato pH 7,0
Adicionou-se volume suficiente do reagente 2 (cerca de 150 mL) em 100 mL do

reagente 1 para ajustar o pH para 7,0 com auxilio de pHmetro.

Tampéao fosfato pH 8,0

Adicionou-se volume suficiente do reagente 2 (cerca de 150 mL) em 450 mL do
reagente 1 para ajustar o pH para 8,0 com auxilio de pHmetro.

Solugao de iodeto de acetiltiocolina 0,075 M

Adicionou-se 0,11 g de iodeto de acetiltiocolina em um baldo volumétrico de 5 mL e

completou-se o volume com agua destilada.

Solugao de &cido ditionitrobenzéico (DTNB) 10 mM
Adicionou-se 0,04 g de acido 5,5'-ditio-bis-2-nitrobenzéico (DTNB) em um balao
volumétrico de 10 mL e adicionou-se 9 mL de tampéao fosfato pH 7,0. Acrescentou 15 mg

de bicarbonato de s6dio e completou-se o volume com 0 mesmo tampéao.
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3.4.2 Determinac&o das colinesterases totais

Adicionou-se 10 mL de tampéao fosfato pH 8,0 em tubos de ensaio de 15 mL
com tampa e em seguida pipetou-se 10 yL de amostra de sangue. Apds
homegeinizagdo, pipetou-se 3 mL desta solugdo em cinco tubos de ensaio,
adicionou-se 40 pL da concentracdo desejada do composto em estudo em cada
um dos tubos e incubou-se por 10 minutos a 30°C.

Em seguida, as solugdes dos tubos de ensaio foram transferidas para cinco
cubetas, sendo que duas cubetas foram utilizadas como referéncia e nas outras
trés foram realizadas as medidas (compartimento amostra). Em cada cubeta foi
adicionado 50 pL da solucdo de DTNB e entao ajustou o zero de absorbancia a
412 nm com as duas cubetas de referéncia. Na cubeta do compartimento amostra,
adicionou-se 20 pL da solucdo de iodeto de acetiltiocolina, homogeneizou-se e
realizou-se a leitura de absorbancia a cada minuto, durante cinco minutos. Este

ultimo procedimento foi repetido para as outras duas cubetas restantes.

3.4.3 Determinag&o da butirilcolinesterase

Centrifugou o sangue heparinizado a 2000 rpm por 10 minutos e separou o plasma.
Adicionou-se 12 mL de tampao fosfato pH 8,0 em tubos de ensaio de 15 mL com
tampa e em seguida pipetou-se 20 uL de plasma. Ap6s homegeinizacao, pipetou-
se 3 mL desta solugdo em cinco tubos de ensaio, adicionou-se 40 pL da
concentracdo desejada do composto em estudo em cada um dos tubos e incubou-
se por 10 minutos a 30°C.

Em seguida, as solucbes dos tubos de ensaio foram transferidas para cinco
cubetas, sendo que duas cubetas foram utilizadas como referéncia e nas outras
trés foram realizadas as medidas (compartimento amostra). Em cada cubeta foi
adicionado 25 pL da solucdo de DTNB e entdo ajustou o zero de absorbancia a
412 nm com as duas cubetas de referéncia. Na cubeta do compartimento amostra,
adicionou-se 20 pL da solucdo de iodeto de acetiltiocolina, homogeneizou-se e
realizou-se a leitura de absorbancia a cada minuto, durante cinco minutos. Este
ultimo procedimento foi repetido para as outras duas cubetas restantes.
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3.5 Docking Molecular

Os estudos de docking foram realizados utilizando o Autodock do programa Pyrx
0.9.% Os compostos em estudo foram docados nas estruturas cristalograficas 1GQR,
acetilcolinesterase complexada com rivastigmina, e 1POM, butirilcolinesterase complexada
com o ion colina, selecionadas do Protein Data Bank. Para cada arquivo PDB moléculas
de agua e ligantes (exceto os ligantes principais rivastigmina e ion colina) foram retirados.
A partir destes arquivos foram feitos o redocking para validar os parametros escolhidos. As
estruturas dos compostos em estudo foram desenhadas e otimizadas no programa
Gaussian 09.%

Os calculos de docking entre as enzimas e os compostos foram realizadas
construindo uma caixa de 50x50x50 A centrada nas coordenadas X= 8,058, Y= 64,887 e
Z= 61,330 para a acetilcolinesterase e X= 132,478, Y= 114,974 e Z= 38,835 para a
butirilcolinesterase, com um espagamento de grade de 0,375 A. O algoritmo Genético (AG)
foi utilizado com um protocolo padréo de 50 poses obtidas para o ligante, uma populagéao
inicial de 150 individuos aleatérios, um nimero maximo de 2,5x10° avaliacdes de energia e
um maximo de 2,7x10* geragdes.

Os resultados de docking que apresentaram um RMSD inferior a 2.0 A foram
agrupados, e os resultados finais de cada ligante foram selecionados considerando a
energia de ligacdo, sobreposicdo com o ligante cristalografado e interagcbes com os
residuos da enzima.

Os melhores resultados foram submetidos a minimizagdées de energia através do
programa NAMD2, o campo de forga adotado para as proteinas foi o CHARMM C35b2-
C36a2, enquanto que o dos ligantes foram geradas no mesmo formato pelo servidor
SwissParam.®*

A minimizagao de energia foi simulada com os complexos imersos em uma caixa
com agua cujas dimensdes estavam a no minimo 10 A da superficie mais externa da
proteina. Foram adicionadas quantidades apropriadas de contra-ions Na* ou CI” para
neutralizar as cargas do sistema, a temperatura e pressao ajustadas para 300K e 1 atm
respectivamente.

Apos as minimizagdes de energia, os complexos proteina-ligante passaram por um
redocking usando os mesmos parametros do docking onde obteve-se um RMSD (root

mean square deviation) de no maximo 1,5 A.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese dos compostos

4.1.1 Derivados trans-N,N-dimetilcarbamato de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos

De acordo com o Esquema 1, a preparacdo dos derivados trans-N,N-
dimetilcarbamatos de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos foi realizada a partir da abertura
do 6xido de cicloexila com aminas aromaticas, obtendo-se como produtos intermediarios
os trans-2-fenilaminocicloexandis (2a-2d) que foram posteriormente carbamoilados, para

obtengao dos respectivos carbamatos (3a-3d).

0]
e
OH H SN0 H
0 | | |
: N CHy, N
(j aoub \©\ coud O/
—_— —
X X
2a) X= H 3a) X= H
2b) X= OCH3 3b) X= OCH3
2¢) X= F 3c) X= F
2d) X= NOo 3d) X= NOo

Reagentes e condicdes: (a) amina aromatica e H,O, a 60°C por 48 horas; (b) p-nitroanilina, alumina
e benzeno, a 80°C por 48 horas; (c) Na®THF a 80°C por 8 horas, cloreto de N,N-dimetilcarbamoila,
refluxo por 16 horas, (d) NaH/THF a 80°C por 8 horas, cloreto de N,N-dimetilcarbamoila em refluxo
por 16 horas.

Esquema 1. Rota sintética para obtencdo dos isémeros trans-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila
2-fenilaminossubstituidos.

Na preparacao do trans-2-fenilaminocicloexanol (2a), trans-2-(4-
metoxifenilamino)cicloexanol (2b) e trans-2-(4-fluorfenilamino)cicloexanol (2¢), a amindlise
do epodxido de cicloexila foi realizada na auséncia de catalisador, utilizando dgua como
solvente. Bonollo e colaboradores’’ demonstraram que a eficiéncia dessa reagéo depende
do controle rigoroso das condi¢des de pH. Sob condigbes acidas (pH= 5,0), mesmo que o
anel oxirano esteja em principio ativado e que a amina esteja presente em concentracao
suficiente na forma desprotonada, a reacdo é lenta (100 horas) e a conversdo é
acompanhada pela hidrélise do amino alcool com a formagéo do correspondente frans-1,2-
diol. Sob condi¢cdes neutras a reacdo é mais rapida (45 horas) e o trans-1,2-diol ndo é
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formado. No entanto, quando o processo é realizado em meio levemente bésico, o tempo
reacional é reduzido para 25 horas. A condicao ideal para a reacdo é atingida quando 1,0
mmol do 6xido de cicloexeno sdo misturados como 1,05 mmol de amina em 2,0 mL de
agua deionizada, sendo que o pH resultante de 8,30 sofre pouca variagdo durante a
reacao.

E importante destacar que devido & baixa reatividade da p-nitroanilina, o derivado
trans-2-(4-nitrofenilamino)cicloexanol (2d) ndo pdde ser obtido a partir da metodologia
utilizada na sintese dos demais compostos.”” No decorrer deste trabalho, varias
metodologias para a sintese de 2d foram testadas sem sucesso, utilizando liquido i6nico
como solvente®*®® e diferentes tipos de catalisadores, tais como MgO® e CdCl,.*® No
entanto, o produto desejado (2d) somente foi obtido quando utilizamos alumina como
catalisador. Apesar disso, a presenga do reagente de partida (p-nitroanilina), dificultou a
purificacdo do composto diminuindo consideravelmente o rendimento desta reacao (20%)
em relacdo ao obtido na sintese dos demais derivados (50%-80%).

Na carbamoilacdo dos trans-2-fenilaminocicloexanéis utilizou-se sodio metélico
para a preparacdo do correspondende alcoxido e posterior reacdo de substituicao a
nucleofilica na carbonila do cloreto de N,N-dimetilcabamoila, tendo como grupo
abandonador o ion cloreto. No entanto, na sintese do derivado trans-N,N-dimetilcarbamato
de 2-(4-fluorfenilamino)cicloexila (3¢), a andlise conjunta dos dados de RMN e de GC-MS
mostrou a formacdo de uma mistura de compostos, sendo 25% do trans-N,N-
dimetilcarbamato de 2-fenilaminocicloexila (3a) e 75% do composto desejado (3c).
Algumas tentativas de separagdo dos compostos por cromatografia em coluna foram
realizadas sem sucesso. Desse modo, foi necessario substituir o sédio metalico por hidreto
de sédio, sendo que esta reagao foi realizada com éxito.

A caracterizagdo dos derivados trans-2-fenilaminocicloexanéis (2a-2d) e trans-N,N-
dimetilcarbamatos de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos (3a-3d) foi baseada na analise
dos dados espectroscopicos de RMN de 'H, '*C, e HSQC, anexados no final deste
trabalho (Anexos 1-24). Nas Tabelas 1 a 4, estdo compilados os dados de deslocamento

quimico de 'H e de '*C para estes compostos.
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Destaca-se para os derivados 2-fenilaminocicloexandis (2a-2d) a presenca de H1
entre oy 3,31-3,46 ppm, como sendo o mais desblindado devido ao efeito indutivo retirador
causado pela hidroxila, e H2 vizinho ao grupo fenilamino, entre &y 2,98-3,29 ppm. Nos
espectros de RMN de 3C, observam-se os sinais de C1 entre d¢ 74,5-74,9 ppm e de C2
entre 8¢ 59,3-61,7 ppm.

A introducdo do anel aromatico foi confirmada pela presenca dos sinais na regiao
de dy 6,63-8,07 ppm correlacionados com 0s sinais entre 8¢ 112,1-129,5 ppm nos mapas
de contorno HSQC. No espectro de RMN de 'H para o derivado da anilina (2a) (Anexo 1),
observa-se sinais de cinco hidrogénios do sistema aromatico em &y 6,70 (m, 3H) e 7,18
(ddd, 2H) ppm, que através do mapa de contorno HSQC (Anexo 3), correlaciona-se com
os carbonos em &c 114,5, 118,5 e 129,5 ppm, além do sinal em & 148,0 ppm relativo ao
carbono néo ligado a hidrogénio.

Para os derivados para-substituidos (2b-2d) os padrdes de acoplamento relativos
ao sistema aromaético apresentam grande similaridade. No espectro de RMN de 'H (Anexo
4) para o derivado da p-metoxianilina (2b), observam-se sinais de quatro hidrogénios do
sistema aromatico em &y 6,67 (d, J=9,0 Hz, H3'/H5’) € 6,77 (d, J=9,0 Hz, H2’/H6’) ppm que
através do mapa de contorno HSQC (Anexo 6), correlacionam-se com os carbonos em O¢
116,5 e 115,0 ppm respectivamente, além dos sinais em &¢c 141,8 € 153,0 ppm relativos
aos dois carbonos nao ligados a hidrogénios C1’ e C4’ respectivamente.

Os derivados frans-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos
(3a-3d) foram caracterizados pela desblindagem de H1 e C1 devido a substituicdo do
grupo hidroxila pelo grupo carbamato. Nos espectros de RMN de 'H destes compostos,
observa-se a presenga de H1 entre oy 4,62-4,64 ppm que através dos mapas de contorno
HSQC, correlaciona-se com o carbono entre &¢ 76,2-76,9 ppm. A presenca do grupo
carbamato foi confirmada pelos sinais dos hidrogénios metilicos na regiao de oy 2,67-2,70
(s, 3H) e 2,80-2,82 (s, 3H) ppm, que através dos mapas de contorno HSQC (Anexos 15,
18, 21 e 24), correlacionam-se com os carbonos entre &; 35,8-35,9 e 36,4-36,5 ppm
respectivamente, além do sinal entre 8¢ 156,9-157,0 ppm relativo ao carbono carbonilico.

A partir dos valores das constantes de acoplamento 3Jy para os hidrogénios H1 e
H2, é possivel predizer a conformagao mais estavel. Como em ambos os hidrogénios ha
valores de ®Jyy maiores que 9,3 Hz, é possivel inferir de acordo com a curva de Karplus,
que estes hidrogénios encontram-se na posicao axial, estando os grupos carbamato e

fenialmino na posi¢ao equatorial.
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4.1.2 Derivados cis-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos

Para a obtencdo dos isébmeros cis (Esquema 2), primeiramente foi realizada a
preparagdo da 2-bromocicloexanona a partir da a-bromagdo da cicloexanona. Nesta
reacdo é necessario o controle rigoroso da temperatura (0%-5°) para que o produto
desejado seja obtido com um bom rendimento (70%). A sintese das 2-
fenilaminocicloexanonas (5a-5¢) ocorreu através da reacao de substituicao nucleofilica da
2-bromocicloexanona com a respectiva amina aromatica, utilizando quinolina como
catalisador e etoxietanol como solvente. Os produtos (5a-5c¢) foram obtidos com um
rendimento médio de 30%. Varias modifica¢cdes foram realizadas na tentativa de melhorar
o rendimento desta reacdo, principalmente na escolha do solvente utilizado na

recristalizacdo. No entanto, nenhum resultado satisfatério foi obtido.

ib@/

b o
5a) X= H X=H 7a) X=H
5b)X OCH3 ) X=OCH3 7b)X OCH3
5c) X=F 6c) X=F 7c) X=F

Reagentes e condicdes: (a) Br,, H,O, 0-5°C; (b) Na,COs, quinolina, metoxietanol em refluxo por 2
horas; (c) N-selectride, THF a -78°C por 4 horas (d) Na®/THF a 80°C por 8 horas, cloreto de N,N-
dimetilcarbamoila em refluxo por 16 horas, () NaH/THF a 80°C por 8 horas, cloreto de N,N-
dimetilcarbamoila em refluxo por 16 horas.

Esquema 2. Rota sintética para obtencédo dos isbmeros cis-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-
aminossubstituidos.

A obtencdo da 2-(4-nitrofenilamino)cicloexanona e por consequéncia de seu
derivado carbamato nao foi possivel. Devido a baixa reatividade da p-nitroanilina a reacao
de substituicdo com a 2-bromocicloexanona ndo ocorreu. Algumas modificagbes foram
feitas, tais como aumento da temperatura e do tempo do reacional, porém o reagente de
partida foi isolado em todos os casos. Como nao foi encontrada nenhuma rota sintética

alternativa para obtencao deste derivado, 0 mesmo néo pode ser sintetizado.
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Para a sintese dos cis-2-fenilaminocicloexandis (6a-6c¢), foi realizada a redugéo
estereosseletiva das 2-fenilaminocicloexanonas (5a-5¢) com N-selectride. Nesta etapa o
controle da temperatura (-78°C) foi muito importante para que apenas o isdmero cis fosse
obtido.

A carbamoilagado dos derivados cis ocorreu da mesma forma que para os derivados
trans, sendo que para o amino alcool 6¢ também houve a necessidade de utilizar o hidreto
de s6dio no lugar do s6dio metalico.

A caracterizagdo dos derivados cis-2-fenilaminocicloexanona (5a-5c), cis-2-
fenilaminocicloexandis (6a-6¢c) e cis-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-
fenilaminossubstituidos  (7a-7c) também foi baseada na andlise dos dados
espectroscopicos de RMN de 'H, *C e HSQC, anexados no final deste trabalho (Anexos
25-51). Nas Tabelas 5 a 7, estdo compilados os dados de deslocamento quimico de 'H e
de "*C para estes compostos.

Destaca-se para as 2-fenilaminocicloexanonas (5a-5¢) a presencga da carbonila da
cetona (C1) entre d; 208,5 — 209,1 ppm € a presenca de H2 entre &y 3,92 — 4,00 ppm. A
introdugéo do anel aromatico foi confirmada pela presencga dos sinais na regiao de &4 6,54
— 7,17 ppm correlacionados com os sinais entre 8¢ 113,2 - 129,5 ppm nos mapas de
contorno HSQC. No espectro de RMN de 'H para o derivado da anilina (5a) (Anexo 25),
observam-se sinais de cinco hidrogénios do sistema aromatico em oy 7,17 (m, 2H) 6,71
(m, 1H) e 6,60 (m, 1H) ppm que através do mapa de contorno HSQC (Anexo 27),
correlacionam-se com os carbonos em o¢ 129,5, 117,7, 113,2 ppm, além do sinal em &¢
146,7 ppm relativo ao carbono n&o ligado a hidrogénio.

Para os derivados para-substituidos (5b e 5¢) os padrées de acoplamento
relativos ao sistema aromatico apresentam grande similaridade. No espectro de RMN de
'H (Anexo 28) para o derivado da p-metoxianilina (5b), observam-se sinais de quatro
hidrogénios do sistema aromatico em 04 6,77 (d, J=9,0 Hz, H3'/H5’) e 6,57 (d, J=9,0 Hz,
H2’/H6’) ppm que através do mapa de contorno HSQC (Anexo 30), correlacionam-se com
0s carbonos em 8¢ 115,2 e 114,6 ppm respectivamente, além dos sinais em &¢ 152,4 e
141,2 ppm relativos aos dois carbonos nao ligados a hidrogénios.

Para os derivados 2-fenilaminocicloexandis (6a-6¢) destaca-se o aparecimento de
H1 na regiao de 6y 4,00 - 4,05 ppm e C1 entre 6.67,8 -67,9 ppm. O sinal de H2, vizinho ao
grupo fenilamino, encontra-se entre oy 3,29 - 3,39 ppm correlacionado com C2 entre &,
55,1 -55,9 ppm.

Os derivados cis-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos
(7a-7c) foram caracterizados, pela desblindagem de H1 e C1 devido a introdugéo do grupo
carbamato. Nos espectros de RMN de 'H destes compostos, observa-se a presenca de

H1 entre dy 5,00 — 5,02 ppm que através dos mapas de contorno HSQC, correlaciona-se
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com o carbono entre &c 72,7 — 73,3 ppm. A presencga do grupo carbamato foi confirmada
pelos sinais dos hidrogénios metilicos na regiao de dy 2,88 -2,91 (s, 6H) ppm, que através
dos mapas de contorno HSQC (Anexos 45, 48 e 51), correlaciona-se com os carbonos
entre &¢ 35,8 — 36,6 ppm, além do sinal entre ¢ 156,0 - 156,4 ppm relativo ao carbono
carbonilico.

Os valores das constantes de acoplamento 8dhm para H2 sdo maiores que 9,3 Hz, o
que indica que este hidrogénio encontra-se na posicao axial e por consequéncia o0 grupo
fenilamino encontra-se na posicdo equatorial. Ja para H1, nao foi possivel verificar a
presenga de constantes de acoplamentos grandes, o que indica que no conférmero
majoritario este hidrogénio encontra-se na posicao equatorial e o grupo carbamato na
posicao axial.

Para a realizacao dos testes farmacolégicos houve a necessidade de preparar os
sais dos respectivos carbamatos, de forma a aumentar a solubilidade em &agua.
Inicialmente tentamos metilar o nitrogénio do grupo amino para que o produto formado
tivesse uma maior similaridade estrutural com a neostigmina. Duas metodologias foram
testadas, a primeira foi uma metilacio exaustiva com iodeto de metila® em acetona anidra,
a temperatura ambiente por oito horas, e a segunda uma metilagdo com dimetilsulfato® em
THF sob refluxo por 48 horas. Como em ambos os casos o produto desejado nao foi
obtido e devido a muitos farmacos serem administrados na forma de cloridratos, optou-se
pela sintese desses para a realizagdo dos testes farmacologicos.

Os compostos foram entdo preparados na forma de cloridrato, sendo que o
cloridrato do trans-N,N-dimetilcarbamato de 2-(4-nitrofenilamino)cicloexila ndo pode ser
obtido, provavelmente devido a presenga do grupo nitro, que diminui a disponibilidade do
par de elétrons do 4tomo de nitrogénio da amina para a protonagéo.

A confirmagdo da obtencédo dos cloridratos de cis e trans-—-N,N-dimetilcarbamatos
de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos (4a-4¢c e 8a-8c¢) foi realizada através dos espectros
de RMN de 'H, anexados no final deste trabalho (Anexos 52-57). Para os derivados trans
(4a-4c¢) a principal mudanca foi a desblindagem de H2, que esta ligado diretamente ao
grupo fenilaminosubstituido, da regido de &y 3,25 - 3,40 ppm para oy 3,54 - 3,59 ppm,
Para os derivados cis (8a-8c) observou-se uma blindagem nos sinais de H1 e H2, da
regido de oy 5,00 — 5,02 ppm para oy 4,65 — 4,69 ppm e da regido de oH 3,38 — 3,50 ppm
para oy 3,31 - 3,33 ppm, respectivamente.
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4.2 Analise Conformacional

Com a finalidade de investigar a conformagao preferencial dos isdmeros cis e trans
dos carbamatos e a influéncia dos substituintes no equilibrio conformacional,
primeiramente foram realizados os calculos de superficie de energia potencial (SEP), para
determinagao das estruturas de menor energia. Essas superficies sdo graficos de energia
obtidos a partir do giro de determinados diedros. As setas na Figura 7 representam os
diedros que foram analisados para ambos os isdbmeros e a numeragao mostra a seqliéncia
em que estes giros foram feitos.

2
C.»> CH
1 03 ?CT‘\l/ 3
CH3

NH

X
Figura 7. Angulos diedro avaliados para a obtencéo das SEP.

Cada diedro é girado de 10° em 10° em um total de 360° e a energia de cada
posicdo é calculada, a Figura 8 mostra a SEP obtida a partir do giro do diedro 1. As
estruturas de menores energias sao utilizadas para o giro do proximo diedro, e assim

sucessivamente, até que todas as rotagbes possiveis tenham sido analisadas.
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Figura 8. Representacao de uma SEP.
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As estruturas mais estaveis foram entdo otimizadas e os valores de energia obtidos
foram usados na determinacdo da contribuicdo (populacdo) de cada conférmero no
equilibrio.

Para estes calculos foi utilizada a seguinte equagéo na qual n1 e n2 sédo as fragdes
molares de cada conférmero no equilibrio, AE é a diferenca de energia entre os
conformeros, R & a constante universal dos gases (8,31 J/molK), T a temperatura
ambiente e K a constante de equilibrio.

nl ﬁ]
k=—=2exp *"
n2

4.2.1 Trans-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos

Para 0S isdbmeros trans-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila
2-fenilaminossubstituidos duas conformagbes sao possiveis, uma com os dois
substituintes na axial, representada pela sigla aa e outra com os dois substituintes na
equatorial, representada por ee. A Figura 9 mostra o equilibrio conformacional para todos
0s compostos da série de isdbmeros trans. Para o derivado da p-metoxianilina (3b) foram
obtidos dois possiveis rotdmeros em relacdo a posicdo do grupo metoxila para cada
conformagdo, porém como as estruturas tém energias e caracteristicas muito préximas,
consideramos apenas a estrutura de mais baixa energia para o calculo das populagoes.

Os dados de energia, populacdo e momento de dipolo (u) para os conférmeros
trans obtidos a partir dos célculos teéricos estdo apresentados na Tabela 8.
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Figura 9. Estruturas otimizadas no nivel de teoria B3LYP/6-311++G(d,p) para os trans-N,N-
dimetilcarbamatos de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos. (3a-3d).
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A analise dos dados da Tabela 8 mostra que todos os conférmeros aa apresentam
uma maior energia em relacdo aos conférmeros ee, isto porque a presenga de grupos
volumosos na posicdo axial gera uma repulsdo com os hidrogénios 1,3-diaxiais
desestabilizando estes conférmeros. Desse modo, o equilibrio conformacional esta
deslocado para o conférmero ee, sendo este responsavel por mais de 97% da populagéo

para todos os compostos da série.

Tabela 8. Valores de energia, populagdo e momento de dipolo (u) para cada conférmero
dos isémeros trans-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos obtidos

por célculos teobricos.

Composto Energia (Hartree) E.: (Kcal) Populacao (%) K (D)
3a aa -845,0609942 2,52 1,4 4,49

ee -845,0649656 0 98,6 3,77

3b aa -959,6142967 2,10 2,8 4,31

ee -959,6175831 0 97,2 4,00

3c aa -944 3285963 2,37 1,8 6,30

ee -944,3323229 0 98,2 5,21
3d aa -1049,6318255 3,20 0,4 11,46
ee -1049,6368684 0 99,6 10,20

Estes resultados estdo de acordo com os valores das constantes de acoplamento
®Jun obtidos a partir dos espectros de RMN de 'H, onde ®Uy € maior que 9,3 Hz para os
hidrogénios H1 e H2, indicando que estes se encontram na posigao axial e os susbtituintes

(carbamato e fenilamino) encontram-se na posi¢éo equatorial.

4.2.2 Cis- N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos

Para os isbmeros cis-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos
duas conformagbes sdo possiveis, uma com o grupo carbamato na axial € o grupo
fenilamino na equatorial, representada pela sigla ae e outra com o grupo carbamato na
equatorial e o grupo fenilamino na axial, representada por ea. Para cada uma das
conformagdes foram obtidas duas estruturas de minimo de energia (rotameros) que serao
representadas por ael, ae2, eal e ea2. A Figura 10 representa as estruturas obtidas para
0 derivado da anilina (7a), sendo que para os demais compostos as mesmas

conformagdes foram obtidas.
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Figura 10. Estruturas otimizadas no nivel de teoria B3LYP/6-311++G(d,p) do isémero cis N,N-

dimetilcarbamato de 2-fenilaminocicloexila.

Para o derivado da p-metoxianilina (7b), foram obtidos dois possiveis rotameros
em relacdo a posicao do grupo metoxila para cada uma das estruturas (ael, ae2, eal e
ea2), porém como estas tém energias e caracteristicas muito préximas, consideramos
apenas as estruturas de energia mais baixa.

Na Tabela 9 estdo compilados os dados de energia, populagdo e momento de
dipolo (u4) para cada conférmero dos carbamatos cis obtidos por calculos teéricos. Os
calculos de populacdo e energia relativa para cada derivado foram realizados com as
estruturas mais estaveis de cada conférmero, neste caso ael ¢ eal.

A andlise dos dados da Tabela 9 mostra que os conférmeros com 0 grupo
carbamato na axial (ae) apresentam uma menor energia em relagcdo aos conférmeros com

o grupo fenilamino na axial (ea). Estes resultados estdo de acordo com os valores das

46



constantes de acoplamento ®Jyy obtidos a partir dos espectros de RMN de 'H.  Neste
caso, observou-se valores de °Jyy acima de 9,3 Hz apenas para o hidrogénio H2,
indicando que este encontra-se na posicao axial e consequentemente o grupo fenilamino

encontra-se na posicao equatorial.

Tabela 9. Valores de energia, populagdo e momento de dipolo (1) para cada conférmero
dos isbmeros cis-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-aminossubstituidos obtidos por

calculos tedricos.

Composto Energia (Hartree) E. (Kcal) Populacao (%) K (D)
aei -845,0625760 0 87,0 4,60

7a ae2 -845,0622728 - - 3,32
eal -845,0607694 1,13 13,0 2.78

ea2 -845,0595500 - - 2,55

aei -959,6153670 0 81,1 6,37

7b ae2 -959,6153138 - - 4,48
eail -959,6139930 0,86 18,9 1,563

ea2 -959,6123572 - - 1,46

aei -944,3299295 0 87,8 4,26

7c ae2 -944,3294946 - - 2,90
eal -944,3280616 1,17 12,2 4,17

ea2 -944,3268366 - - 3,65

Na conformagéo ae, o grupo carbamato (apesar de ter um volume maior que o
grupo fenilamino) possui seus atomos relativamente distantes do anel cicloexanico,
diminuindo as repulsées 1,3-diaxiais. Por outro lado, na conformacdo ea o grupo
fenilamino encontra-se perto do anel, causando uma maior repulsao entre o hidrogénio do

grupo amino e os hidrogénios 1,3-diaxiais (Figura 11).

_/
H) Q\NQ ) $ o>: ’

H '?\

Figura 11. Interacdes estéricas entre os grupos fenilamino, carbamato e os hidrogénios 1,3-

diaxiais.

47



Para avaliar a estabilizacdo causada pelas interagbes hiperconjugativas nos
conforméros ae e ea, foram realizadas andlises de NBO. A Tabela 10 mostra as principais
interagdes que envolvem os grupo substituintes.

A analise dos resultados obtidos mostra que quando o grupo carbamato encontra-
se na posicao axial (ae) existe uma interacdo de orbital estabilizante entre oco.q2 — 0% c10,
que possui uma energia consideravelmente maior que a interacdo entre ogi.ni— O*can,
que ocorre quando o grupo fenilamino encontra-se na posicao axial (ea). Isto ocorre
porque o orbtial antiligante 6*¢1.0 € um melhor aceptor de elétrons que o orbital antiligante
O*con. Através do somatério das principais interagcdes hiperconjugativas dos grupos
substituintes, é possivel observar que estas sdo mais efetivas na conformagéo ae, sendo

que ha uma diferenga em torno de 1,50 kcal/mol em relagéo a conformacgéo ea.

Tabela 10. Interacdo hiperconjugativa obtida através das analises de NBO para os
derivados cis- N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos.

/ H' o
N/
E (Kcal/mol)

Conformagdo NBO doador  NBO receptor 7a 7b 7c
Oco-H2 O%c1-0 5,90 5,87 5,88

Oce-He' O0%c1-0 4,91 4,92 4,91

ae Oca-c4 O*caN 2,71 2,68 2,71
Oce-c1 O*caN 2,56 2,55 2,57
Total 16,08 16,02 16,07

Oci-H1' 0% co-N 3,98 3,95 3,98

OC3-Ha' O%caN 4,27 4,21 4,29

ea Ocs-ce O0%c1-0 3,04 3,06 3,03
Ocs-c2 0*c1-0 3,29 3,33 3,29
Total 14,58 14,55 14,59
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A preferéncia conformacional obtida a partir dos célculos teéricos esta de acordo
com os dados obtidos experimentalmente. Analisando os espectros de RMN de 'H dos
compostos cis-N,N-dimetilcarbamatos de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos (Anexos 43,
46 e 49) observa-se que o hidrogénio ligado ao carbono que contém o grupo carbamato
(H1) encontra-se mais desblindado em relagdo ao mesmo hidrogénio nos isémeros trans
(Anexoss 13, 16, 19 e 22). A explicacao para a desblindagem de H1 nos isbmeros cis esta
relacionada com a preferéncia conformacional. Como nestes isbmeros o conférmero ae é
majoritario, H1 apresenta um maior carater de hidrogénio equatorial, enquanto nos
isbmeros trans que possuem o conférmero ee como preferencial, H1 apresenta um maior
carater de hidrogénio axial. Sabe-se que devido ao movimento dos elétrons na presenca
de um campo magnético os hidrogénio na posicdo equatorial sdo mais desblindados em

relacdo aos hidrogénios na posicéo axial.*®

4.3 Avaliacao da Atividade Anticolinesterasica

Para determinar o potencial de atividade anticolinesterasica dos carbamatos
obtidos neste trabalho, foram realizados os ensaios enzimaticos utilizando o Método de
Ellman modificado.*

Como mencionado anteriormente, este método exige que os compostos em estudo
sejam solUveis em agua, sendo necessdria a preparacdo dos sais dos respectivos
carbamatos. No entanto, ndo foi possivel a obtencdo do respectivo cloridrato para o
derivado trans-N,N-dimetilcarbamato de 2-(4-nitrofenilamino)cicloexila (3d), porém o
composto se apresentou solUvel a baixas concentragdes, sendo possivel realizar as
andlises.

Desse modo, para a realiza¢do dos testes foram utilizados os seguintes compostos
4a-4c, 3d e 8a-8c (Figura 12). As andlises foram realizadas em triplicata em cinco
concentracdes diferentes (0,01; 0,025; 0,05; 0,1 e 0,2 mol/L). Para algumas amostras
houve a necessidade de utilizar outras concentragdes além das cinco ja citadas.

Nestes experimentos foi possivel avaliar o potencial de inibicdo de cada composto
testado contra as enzimas butirilcolinesterase (encontrada no plasma) e acetilcolinesterase
(encontrada nos eritrécitos), bem como a atividade contra ambas as enzimas (sangue
total).
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Figura 12. Compostos utilizados na determinagéo da atividade anticolinesterasica.

Os resultados obtidos para os cloridratos de trans-N,N-dimetilcarbamato de
cicloexila 2-fenilaminossubstituidos (4a-4c) e para o trans-N,N-dimetilcarbamato de 2-(4-
nitrofenilamino)cicloexila (3d) sao demonstrados nas Figuras 13 e 14. Os valores de ICsg
foram obtidos a partir das curvas de porcentagem de inibicdo versus concentracéo.

A andlise da Figura 13 mostra que os compostos 4a - 4¢ apresentaram uma
inibigao maxima na atividade da BuChE em torno de 90% na concentragdo de 0,2 mol/L
sendo que o composto 4b apresentou na concentragdo de 0,01 mol/L uma inibicdo de
58,4% contra 39,7% e 38,3% para os compostos 4a e 4c¢ respectivamente.

O composto 4b apresentou a maior capacidade inibitoria da série com um valor de
ICso de 8,0 mmol/L, seguido por 4a com 17,9 mmol/L e 4c com 29,8 mmol/L. Devido a
baixa solubilidade do composto 3d, este somente pode ser testado nas concentragdes de
0,025; 0,01 e 0,005 mol/L. Nao foi possivel fazer uma previsdo na tendéncia da atividade
deste, pois mesmo na maxima concentragao o valor de ICsy ndo foi alcangado.

Em relagdo a inibicdo da colinesterase eritrocitaria (Figura 14), ou seja, da
acetilcolinesterase, observa-se que os compostos da série nao inibiram 50% da atividade
da enzima em nenhuma das concentragcbées analisadas, ndo sendo possivel obter os
valores de ICs,. O composto 4¢ foi 0 que apresentou a maior porcentagem de inibicao
com 34,5% na concentragéo de 0,2 mol/L, enquanto os compostos 4a e 4b inibiram 23,3%

e 27,9% respectivamente.
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Figura 13. Efeito dos cloridratos de trans-N,N-dimetilcarbamato de cicloexila 2-
fenilaminossubstituidos e do trans-N,N-dimetilcarbamato de 2-(4-nitrofenilamino)cicloexila (3d) na
inibicdo da colinesterase plasmatica (BuChE).
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Figura 14. Efeito dos cloridratos de trans-N,N-dimetilcarbamato de cicloexila 2-
fenilaminossubstituidos e do trans-N,N-dimetilcarbamato de 2-(4-nitrofenilamino)cicloexila (3d) na

inibicdo da colinesterase eritrocitaria (AChE).

As Figura 15 e 16 apresentam os resultados obtidos para os derivados cis-N,N-
dimetilcarbamato de cicloexila 2-fenilaminossubstituidos. Observa-se que os compostos
8a - 8¢ também apresentaram uma inibicdo maxima na atividade da enzima BuChE, em
torno de 90% na concentragdo de 0,2 mol/L. O composto 8a se mostrou mais ativo em
menores concentragdes inibindo 73,8% da atividade da enzima, contra 39,7% de 8b e
35,6% de 8¢ em 0,01 mol/L . O valor de ICs, encontrado para 8a foi de 6,0 mmol/L contra

17,0 e 17,2 mmol/L de 8b e 8¢ respectivamente.
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Em relacdo a inibicdo da colinesterase eritrocitaria (Figura 16), verifica-se que o
composto 8a também apresentou uma maior atividade inibitéria em relacdo aos demais,
com 78,9% de inibicdo em 0,2 mol/L, enquanto 8b e 8c apresentaram apenas 38%. O ICs
obtido para o composto 8a foi de 59,2 mmol/L, sendo que na maxima concentragdo os
compostos 8b e 8c ndo alcangaram 50% de inibigdo da enzima AChE.
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Figura 15. Efeito dos cloridratos de cis-N,N-dimetilcarbamato de cicloexila 2-
fenilaminossubstituidos na inibigdo da colinesterase plasmatica (BuChE).
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Figura 16. Efeito dos cloridratos de cis-N,N-dimetilcarbamato de cicloexila 2-
fenilaminossubstituidos na inibicdo da colinesterase eritrocitaria (AchE).
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Para avaliar os resultados obtidos, utilizou-se como padrao o farmaco Exelon (3,0
mg), que contém como principio ativo a rivastigmina. As analises foram realizadas em
triplicata e em oito concentragdes diferentes; 0,023; 0,047; 0,094; 0,37; 0,75; 1,5; 6,0; 24,0
mmol/L.

A Figura 17 mostra os resultados obtidos para a inibicdo da BuChE. O farmaco
apresenta uma alta taxa de inibicdo (96%) na concentracédo de 0,75 mmol/L e este valor
permanece alto mesmo a concentragées mais baixas. O valor de ICs, encontrado foi de
0,031 mmol/L para a inibicdo da BuChE e de 1,29 mmol/L para a inibicado da AChE (Figura
18) .
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Figura 17. Efeito do farmaco Exelon na inibigao da colinesterase plasmatica (BuChE).
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Figura 18. Efeito do farmaco Exelon na inibicao da colinesterase eritrocitaria (AChE).
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Na Tabela 11 estdo compilados os valores de ICs, de todos os compostos
estudados e do composto padrdao Exelon. De modo geral os compostos em estudo
apresentaram boa seletividade para a inibicao da colinesterase plasmatica, sendo possivel
observar que a isbmeria cis € trans nao influencia de forma significativa na atividade.

A analise dos dados para a série trans (compostos 4a-4c) mostra que a presenca
do grupo metoxila (4b) potencializou a atividade anticolinesterasica, sendo este
aproximadamente duas vezes mais ativo que o derivado 4a. Para a série cis a presencga
de susbtituintes ativadores (8b) e desativadores (8¢) no anel aromatico, diminuem
significativamente a atividade desses compostos em relacdo ao derivado nao substituido
(8a). Em ambas as séries foi possivel verificar que a presenga do susbtituinte fluor no anel
aromatico nao potencializou a atividade desses compostos.

Tabela 11. Valores de ICsy, dos cloridratos de cis e trans-N,N-dimetilcarbamato de

cicloexila 2-fenilaminossubstituidos e do composto padrao Exelon.

Composto Valor de ICso (mmol/L) para  Valor de ICso (mmol/L) para
Butirilcolinesterase Acetilcolinesterase
4a 17,9 n.a
4b 8,0 n.a
4c 29,8 n.a
8a 6,0 59,2
8b 17,0 n.a
8c 17,2 n.a
Rivastigmina 0,031 1,29

*n.a= nao ativo (ICsy = 100 mmol/L)

Em comparagdo com o estudo realizado por Bocca e col.*®

para uma série de
isdbmeros cis e trans de N,N-dimetilcarbamatos de 2-N,N-dimetilaminocicloexila e de seus
sais metil sulfato, os compostos testados neste trabalho se apresentaram mais ativos
frente a enzima BuChE. No estudo de Bocca e col.,, os autores encontraram para o
compostos mais ativo da série um ICs, de 59 mmol/L para a BuChE. Esses dados
demonstram que a presenca do grupo fenilamino potencializou a inibicao da enzima

butirilcolinesterase.
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4.4 Docking Molecular

Os calculos de docking molecular foram realizados com o intuito de avaliar as
interacbes enzima-inibidor e propor um modelo de ligagdo a partir dos resultados obtidos
experimentalmente. Os compostos testados experimentalmente como inibidores de
colinesterases, foram docados em ambas as enzimas (AChE e BUChE) e suas interagdes
analisadas. Os célculos foram realizados para todos os compostos, mas devido a
similaridade dos resultados obtidos, o composto mais ativo da série (4b) sera utilizado
como modelo para a discussdo. E importante destacar que somente o conférmero mais
estavel de cada isémero foi utilizado nos célculos de docking.

A Figura 19 mostra o cloridrato de trans-N,N-dimetilcarbamato de 2-(4-
metoxifenilamino)cicloexila (4b) complexado com a enzima AChE. Observa-se que o
ligante é estabilizado por residuos do sitio aniénico catalitico Glu199 e Phe330, e por um
dos residuos da cavidade do oxianion o Gly118. H& uma ligagao de hidrogénio entre
Hsd440 e o grupo amino protonado, sendo que os residuos Trp84, Tyr334, Tyr121 ajudam
na estabilizagcdo através de interagbes de van der Waals. Como visto anteriormente
(Tépico 1.1) o mecanismo de hidrélise da acetilcolina envolve principalmente os residuos
da triade catalitica (Ser200, His440 e Glu327). Analisando o complexo enzima-substrato, é
possivel observar que o grupo carbamato encontra-se distante dos residuos da triade
catalitica, o que diminui a possibilidade de inibicdo da enzima.

A Figura 20 representa o ligante complexado com a enzima BuChE. Observa-se
neste caso, que o grupo carbamato esta proximo aos residuos da triade catalitica da
enzima (Ser198, Hsd438 e Glu325), facilitando assim o ataque nucleofilico do oxigénio da
Ser198 a carbonila do grupo carbamato. Verifica-se ainda que o grupo fenilamino é
estabilizado por ligagdes de hidrogénio com Glu197, Gly116 e Ser198 e que os residuos
Tyr128, Trp82 e Tyr440 ajudam na estabilizacdo do ligante através de interacdes de van
der Waals.

De modo geral, os resultados obtidos a partir do docking molecular mostram que os
compostos avaliados estédo localizados no sitio ativo de ambas as enzimas, no entanto na
butirilcolinesterase, o grupo carbamato encontra-se proximo aos residuos da triade
catalitica, e na acetilcolinesterase este grupo encontra-se mais afastado. Estes resultados
estdo de acordo com os dados obtidos experimentalmente, nos quais os compostos

testados se mostraram inibidores seletivos da enzima butirilcolinesterase
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Figura 19. Sitio ativo da enzima acetilcolinesterase (AChE) complexada com o cloridrato de trans-
N,N-dimetilcarbamato de 2-(4-metoxifenilamino)cicloexila (4b).

Figura 20. Sitio ativo da enzima butirilcolinesterase (BuChE) complexada com o cloridrato de trans-
N, N-dimetilcarbamato de 2-(4-metoxifenilamino)cicloexila (4b).
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Adicionalmente, pode-se destacar a diferenga no tamanho do sitio ativo das
enzimas AChE (Figura 21) e BUChE (Figura 22). Sabe-se que a estrutura primaria da
BuChE ¢ similar a da AChE, no entanto, seu sitio ativo apresenta um maior volume em
relagdo a4 AChE." Como os compostos em estudo apresentam substituintes volumosos
verifica-se que estes se acomodam melhor no sitio ativo da BuChE.

Figura 21. Representagdo da estrutura terciaria da enzima AChE complexada com o cloridrato de
trans-N,N-dimetilcarbamato de 2-(4-metoxifenilamino)cicloexila.

Figura 22. Representagao da estrutura terciaria da enzima BuChE complexada com o cloridrato de
trans-N,N dimetilcarbamato de 2-(4-metoxifenilamino)cicloexila.
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5. CONCLUSAO

Os compostos inéditos das séries cis e trans-N,N-dimetilcarbamato de cicloexila
2-fenilaminossubstituidos foram sintetizados com sucesso. As técnicas de RMN de 'H, *C
e HSQC foram fundamentais para a caracteriza¢éo destes compostos, bem como de seus
precursores.

A partir dos célculos teoricos determinou-se que para os isébmeros trans, o
conférmero majoritario possui ambos os substituintes na posicao equatorial (ee). Para os
isbmeros cis, o conférmero mais estavel é aquele que possui 0 grupo carbamato na
posicao axial e o grupo fenilamino na equatorial (ae). A preferéncia conformacional dos
isdbmeros cis pode ser justificada tanto por efeitos estéricos quanto por efeitos eletrénicos.
Nao foi observada variagao significativa do equilibrio conformacional com a mudanca dos
substituintes em nenhuma das séries. Os dados de constante de acoplamento ®Jiy obtidos
pelos espectros de RMN de 'H estdo de acordo com os célculos tedricos, porque mostram
gue os conférmeros ee e ae sdo majoritarios no equilibrio.

Os testes farmacoldgicos mostraram que os compostos de ambas as séries foram
seletivos para a enzima butirilcolinesterase e que a isbmeria cis-trans nao influéncia de
forma significativa a atividade destes compostos. No entanto, a presenca dos substituintes
doadores e retirados na posicdo para do anel aromatico, pode aumentar ou diminuir a
atividade do composto, dependo da série analisada. Para a série trans (compostos 4a-4c)
a presenca do grupo metoxila (4b) potencializou a atividade anticolinesterasica, sendo
este aproximadamente duas vezes mais ativo que o derivado 4a. Para a série cis
(compostos 8a-8¢) a presenca dos susbtituintes no anel aromatico, diminui
significativamente a atividade desses compostos (8b e 8c) em relacdo ao derivado nédo
substituido (8a). O cloridrato de cis-N,N-dimetilcarbamato de 2-fenilaminocicloexila (8a)
apresentou inibicao significativa na atividade da enzima AChE (ICs, de 59,2 mmol/L) e uma
elavada inibicdo na atividade da enzima BuChE (ICsq 6,0 mmol/L), sendo este o derivado
com maior potencial farmacoldgico para o combate da doenga de Alzheimer.

Os calculos de docking molecular foram realizados para todos os compostos em
ambas as enzimas AChE e BuChE, sendo que estes apresentaram similaridade no modo
de ligacdo. Foi possivel observar que os compostos interagem de forma mais efetiva com
o0 sitio ativo da enzima BuChE, onde o grupo carbamato esta proximo aos residuos chave
da triade catalitica. Estes resultados estdo de acordo com os dados obtidos

experimentalmente.
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