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RESUMO

O desenvolvimento de novos farmacos tem sido uma busca constante e progressiva
ao longo do tempo. Doencas com alta incidéncia e deficiéncias no tratamento como
o cancer e infec¢des causadas por fungos tem alcancado significativa relevancia e
carecem de pesquisas constantes a fim de desenvolver novos medicamentos para
trata-las. Desta maneira, este trabalho buscou desenvolver novas metodologias
sintéticas para obtencdo de moléculas bioativas baseadas no nudcleo quinolinico,
assim como avaliar a atividade biolégica das mesmas frente a linhagens tumorais e
cepas de fungos leveduriformes e dermatdfilos. A partir dos resultados é possivel
concluir que as metodologias desenvolvidas possibilitaram a sintese 9 quinolinas
cujas estruturas foram identificadas através de RMN e espectroscopia de massas.
As quinolinas estudadas apresentaram atividade antitumoral, levando-se em
consideracdo a poténcia e eficacia das moléculas testadas. Além disso nos estudos
de mecanismo de morte, a maioria das moléculas induziu a morte celular através de
apoptose. E possivel destacar as quinolinas Q11 e Q12 quanto a atividade citotdxica
frente as linhagens tumorais e 6timos indices de seletividade (Sl) superiores a 10
para Q11 e entre 1,5-3 para a Q12. Quanto aos valores ADMET, as simulagdes in
silico demonstraram que a maioria das quinolinas em estudo tem grande
probabilidade de biodisponibilidade oral, permeacéo da barreira hemato-encefélica
sem ser substrato para glicoproteina-P, o que representa carcteristicas muito
desejaveis. Por fim, a partir da avaliacdo da atividade antifangica foi possivel
observar que as quinolinas apresentam atividade antifingica frente a leveduras e
dermatdfilos. A quinolina Q11 foi ativa frente a praticamente todas as cepas de
candica testadas com CIM de 50 ug/mL e com Sl de 2. Ja frente a dermatdfilos as
guinolinas mais ativas foram a Q13 e Q14 que obtiveram CIM de 12,5 a 25 pug/mL e
50 pg/mL respectivamente. Quanto ao Sl as quinolinas Q13 e Q14 também

alcancaram resultados excelentes com valores de Sl de 12 e 6 respectivamente.

Palavras-chave: Antitumoral, AntifUngico, Quinolina, Heck, Skraup-Doebner-von
Miller.






ABSTRACT

The development of new drugs has been a constant and progressive search over
time. Diseases with high incidence and deficiencies in treatment such as cancer and
fungal infections have reached significant relevance and require constant research in
order to develop new drugs to treat them. In this way, this work sought to develop
new synthetic methodologies to obtain bioactive molecules based on the quinolinic
nucleus, as well as to evaluate the biological activity of the same against tumoral
strains and yeast and dermatophile fungi strains. From the results it is possible to
conclude that the methodologies developed allowed the synthesis of 9 quinolines
whose structures were identified through NMR and mass spectroscopy. The
quinolines studied showed antitumor activity. Furthermore, in the death mechanism
studies, most molecules induced cell death through apoptosis. It is possible to
highlight the Q11 and Q12 quinolines in relation to cytotoxic activity against tumor
lines and excellent selectivity indexes (Sl) higher than 10 for Q11 and between 1.5-3
for Q12. As for the ADMET values, the in silico simulations demonstrated that most
of the quinolines under study have a high probability of oral bioavailability,
permeation of the blood-brain barrier without being substrate for P-glycoprotein,
which represents very desirable characteristics. Finally, from the evaluation of the
antifungal activity it was possible to observe that the quinolines present antifungal
activity against yeasts and dermatophiles. Quinoline Q11 was active against virtually
all strains tested with MIC of 50 pg / mL and Sl of 2. Already to dermatophiles the
most active quinolines were Q13 and Q14, which obtained MICs of 12.5 to 25 pg / ml
and 50 pg / ml respectively. As for Sl, quinolines Q13 and Q14 also achieved

excellent results with Sl values of 12 and 6, respectively.

Keywords: Antitumor, Antifungal, Quinoline, Heck, Skraup-Doebner-von Miller.






RESUME

Le développement de nouveaux médicaments a été une recherche constante et
progressive au fil du temps. Les maladies a incidence élevée et les carences de
traitement, telles que le cancer et les infections fongiques, ont désormais une
pertinence significative et nécessitent des recherches constantes afin de développer
de nouveaux meédicaments pour les traiter. De cette maniére, ces travaux visaient a
développer de nouvelles méthodologies de synthése pour obtenir des molécules
bioactives basées sur le noyau quinolinique, ainsi qu’a évaluer I'activité biologique de
celles-ci contre les souches tumorales et les souches de champignons de levure et
de dermatophiles. A partir des résultats, il est possible de conclure que les
méthodologies développées ont permis la synthése de 9 quinoléines dont les
structures ont été identifiées par RMN et spectroscopie de masse. Les quinoléines
étudiées ont montré une activité antitumorale. De plus, dans les études sur le
mécanisme de la mort, la plupart des molécules ont induit la mort cellulaire par
apoptose. |l est possible de mettre en évidence les quinolines Q11 et Q12 en relation
avec l'activité cytotoxique contre les lignées tumorales et avec d'excellents indices de
sélectivité (IS) supérieurs a 10 pour Q11 et compris entre 1,5 et 3 pour Q12. En ce
qui concerne les valeurs ADMET, les simulations in silico ont montré que la plupart
des quinoléines étudiées présentaient une probabilité élevée de biodisponibilité
orale, de pénétration de la barriere hémato-encéphalique sans constituer de substrat
pour la glycoprotéine P, ce qui représente des caractéristiques trés souhaitables.
Enfin, I'évaluation de l'activité antifongique a permis de constater que les quinoléines
présentaient une activité antifongique contre les levures et les dermatophiles. La
quinoléine Q11 était active contre pratiquement toutes les souches testées avec une
CMI de 50 pg / mL et une IS de 2. Déja pour les dermatophiles, les quinoléines les
plus actives étaient les Q13 et Q14, qui obtenaient des CMI de 12,5 a 25 pg / ml et
de 50 pg / ml respectivement. En ce qui concerne I'lS, les quinolines Q13 et Q14 ont
egalement obtenu d'excellents résultats avec des valeurs dIS de 12 et 6,

respectivement.

Mots-clés: antitumor, antifongique, quinoléine, Heck, Skraup-Doebner-von Miller.
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1 INTRODUCAO GERAL

7

O desenvolvimento de novos medicamentos € uma ciéncia milenar cuja
demanda aumenta, progressivamente, com o aumento da populacdo mundial, assim
como o aumento da expectativa de vida, surgimento de novas doencas ou ainda
resisténcia aos farmacos disponiveis para o tratamento das mesmas.

Nas ultimas décadas a descoberta de novos medicamentos tem acontecido
em um ritmo mais lento quando comparado a velocidade que este processo obteve
no século XX, além disso o custo para o desenvolvimento de novos candidatos a
farmaco tem aumentado progressivamente. Soma-se a isso 0 interesse seletivo de
muitas inddstrias no desenvolvimento de classes terapéuticas mais “rentaveis” fato
gue torna a disponibilidade terapéutica para ao tratamento de muitas doencas dificil
e ineficiente.

Neste sentido doencas com alta incidéncia e deficiéncias no tratamento como
0 cancer tem alcancado significativa relevancia. Segundo a OMS somente em 2018
sdo previsitos em torno de 18 milhGes de novos casos de cancer mundialmente,
assim como 9 milhdes de mortes. Séno Brasil sdo previstos 600 mil novos casos no
bienio 2018-2019. Tratamentos para este conjunto de doengas sao, muitas vezes,
escassos, ineficientes ou com excessivos efeitos colaterais.

Da mesma forma, doencas causadas por microoganismos como os fungos
tem se tornado outro problema de saude publica mundial. Estas doencas causam
anualmente cerca de 1,5 milhdes de mortes. Da mesma maneira que o cancer,
infecgbes fungicas dispdem de tratamento escasso, resisténcia aos antibidticos e
efeitos colaterais exagerados.

Desta maneira, fica sobressalente a necessidade de pesquisas relacionadas
ao desenvolvimento de novos farmacos antitumorais e antifingicos. Neste sentido,
este trabalho buscou desenvolver novas metodologias sintéticas para obtencéo de
moléculas bioativas baseadas no nucleoquinolinico. Tal estrutura quimica basica
chamada de nudcleoquinolinico, vem sendo estudado h&d mais de 100 anos e é um
esqueleto considerado privilegiado na quimica medicinal, estando relacionado a

atividades biologicas diversas incluido antitumoral e antifungica.
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2 OBJETIVO GERAL

Obter derivados quinolinicos através de metodologia sintética diferenciada e
avaliar suas atividades biologicas, bem como falar sobre as propriedades fisico-

quimicas.






33

3 REVISAO GERAL

3.1 Nucleo quinolinico

A quinolina (1) ou l-azanaftaleno € uma moléculaaromatica azotada que
apresenta dois anéis fundidos, dos quais um € benzénico e o outro piridinico (Figura
1).

Figura 1. Estrutura do nucleoquinolinico (1).

Os compostos heterocliclos nitrogenados desempenham um papel
fundamental na quimica medicinal e desenvolvimento de novos farmacos. O
nacleoquinolinico (1) é considerado um nucleo privilegiado, neste sentido, uma vez
qgue € um dos principais elementos na construcdo de compostos com atividade
bioldgica.

As quinolinas constituem uma das classes de heterociclos nitrogenados de
maior importancia, levando-se em consideracdo seu emprego na industria quimica e
farmacéutica, além da sua ampla presenca em produtos naturais principalmente na
forma de alcaloides(BRASE, 2015).

Compostos quinolinicos também encontram aplicagdo em agroquimicos e
produtos quimicos como corantes e inibidores de corrosdo. O desenvolvimento de
novos métodos para sua sintese é, portanto, uma area de interesse continuo
consideravel. (HORN et al., 2008; LI et al., 2011; BRASE, 2015).

3.1.1 Sintese do nucleo quinolinico

A quinolina (1) foi isolada pela primeira vez a partir do alcatrdo de carvao em
1834 por Friedlieb Ferdinand Runge. Na mesma época Charles Frédéric Gerhart
obteve a quinolina a partir da decomposicao do alcaloide Cinchonidina (proveniente

da Cinchona) que nomeou a estrutura quimica como quinolina. A quinolina pode ser
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obtida de muitas fontes naturais e sintéticas, mas o alcatréo continua sendo a
principal fonte comercial desta molécula (PRAJAPATI et al., 2014; BRASE, 2015).

O primeiro relato sobre a sintese da quinolina foi em 1879 quando Koenigs
através da passagem de vapor de etilanilina e outras alquilanilinas sobre 6xido de
chumbo aquecido teria chegado a sintetizar quinolinas. Em 1880, Koenigs em um
outro método teria sintetizado quinolinas aquecendo o produto da adicdo de
acroleina a anilina (MANSKE; KULKA, 2004; YAMASHKIN; ORESHKINA, 2006;
BLACK et al., 2014).

Nesta mesma época, Skraup (1880) publicou sua metodologia classica que
envolve uma série de reacfGes provocadas por aquecimento de uma amina
aromatica priméria na presenca de glicerol, acido sulftrico e um agente oxidante. O
produto € uma quinolina contendo apenas o0s substituintes que estavam
originalmente presentes na amina aromatica esquemal (MANSKE; KULKA, 2004;
YAMASHKIN; ORESHKINA, 2006; DENMARK; VENKATRAMAN, 2006; WU et al.,
2006).

OH
~_ _N.
~ MH e
L L HO OH o= =
R f | \/l\/ N RI— J| A
L*:,_H P = L
e H2504, PhNﬂz

Esquema 1. Sintese de Skraup, realizada através do aquecimento de uma anilina na
presenca de glicerol, &cido sulfarico e um agente oxidante.

Devido a sua importancia e versatilidade, ao longo dos anos diversos
métodos sintéticos foram desenvolvidos visando obter uma diversidade de
substituintes no nucleoquinolinico buscando da mesma forma diferentes atividades
biologicas (GONEC et al., 2012; PRAJAPATI et al., 2014). Resumidamente, varios
métodos classicos sdo descritos para a sintese de quinolinas. A maioria dos
meétodos envolve aminas aromaticas simples como material de partida. Como
exemplos de tais reacdes € possivel incluir a reacdo de Combes (a), Skraup (b),
Conrad-Limpach (c), Povarov (d), Doebner (e), Doebener-Miller (f), Gould-Jacobs (g)

e Reihm (h) conforme esquema 2.
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Esquema 2. Métodos sintéticos classicos para a sintese de quinolinas baseados em
aminas aromaticas simples.

Além destas reacdes, € importante citar as metodologias sintéticas que
partem de anilinas substituidas ou seu substratos, dentre as quais é possivel citar:
Sintese de Knorr (i), Reacdo de Pfitzinger (j), sintese de Friedlander (k),
Niementowski (I), sintese de Meth-Cohn (m) e Sintese de Camps (n) conforme
descrito no esquema 3 (BHARATE et al., 2015).
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Esquema 3. Métodos sintéticos classicos para a sintese de quinolinas baseados em
anilinas substituidas.

3.1.2 Compostos quinolinicos provenientes de fontes naturais

Conforme descreve a literatura a quinolina (1) foi extraida pela primeira vez
do alcatrdo em 1834 por Friedlieb Ferdinand Runge e esta fonte natural ainda
constitui a principal fonte de quinolina comercialmente disponivel (PRAJAPATI et al.,
2014; BHARATE et al., 2015).

E possivel acrescentar, ainda, os inlmeros compostos quinolinicos que s&o

extraidos de fontes naturais tanto na area quimica, como na area farmacéutica. Um



dos exemplos mais conhecidos € o alcaldide com atividade antimalarica quinina

extraido das cascas de Cinchona spp. conforme figura 2.
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Figura 2. Estrutura da quinina (2).

Ha relatos da utilizacdo terapéutica da quinina had mais de 350 anos. Sua
estrutura € conhecida por ser eficaz contra o Plasmodium spp., o qual € o parasita
causador da maléria. Seu mecanismo de acédo ndo é completamente elucidado, mas
acredita-se estar ligado a intercalacdo com o DNA do parasita, interacdo com 0s
acidosgraxoseritrocitarios e alcalinizacdo dos vacuolos digestivos do parasita
(KUHLMANN; FLECKENSTEIN, 2017).

A camptotecina (3) é outro alcaléidequinolinico de elevada relevancia para a
quimica medicinal descoberto em 1966, quando foi isolada a partir do caule da
arvore chinesa Camptotheca acuminata por Wall e Wani. Esta molécula apresenta-
se como um poderoso agente antiumoral, especialmente contra cancer de colon,
mama, pulmao, ovario e estbmago. Seu desenvolvimento como farmaco foi
prejudicado devido a sua baixa solubilidade, no entanto esta molécula levou ao
desenvolvimento de andélogos, hoje, comercialmente disponiveis: irinotecan (4) e
topotecan (5) conforme figura 3 (SRIRAM et al.,, 2005; PINHEIRO et al., 2013;
SIMOES et al., 2016; LI et al., 2017).
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Figura 3. Alcal6idequinolinico Camototecina (3) e seus derivados: Irinotecan (4) e
Topotecan (5).

E possivel citar, ainda, a papaverina (6) um alcaldide isoquinolinico
descoberto em 1948, como um dos constituintes do 6pio, que é obtido a partir de
extratos da papoula (Papaver somniferum). Esse alcaldide € um antiespasmaodico de
acao direta na musculatura lisa, sendo utilizado no tratamento da disfuncéo erétil e
como vasodilatador (RATSCH; HOFMANN, 2005; VIEIRA, 2012; PINHEIRO et al.,
2013).

Papaverina (6)

Figura 4. Estrutura da papaverina, alcaldide isoquinolinico extraido do 6pio.

3.1.3 Atividades bioldgicas do nucleo quinolinico

Na quimica medicinal o nucleoquinolinico tém sido relatado como um dos
esqueletos mais importantes dentre os heterociclos por seu potencial farmacolbgico
(HOOTS et al., 2013; BHARATE et al., 2015; BRASE, 2015; YAAKOV et al., 2017).
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Moléculas com nucleoquinolinico tém sido relatadas com diversas atividades
biolégicas como: atividade antitumoral, antimalarica, antifiUngica, anti-obesidade,
antidiabética, anti-inflamatoria, anti-colinesterasica, anti-protozoaria, antiviral, no
tratamento de doengas neurodegenerativas como Alzheimer, tuberculose, doengas
auto-imunes, entre outras, conforme quadro abaixo conforme figura 5 (KUMAR,;
GUPTA, 2009; KAUR et al., 2010; LEE, 2011; BONGARZONE; BOLOGNESI, 2011;
GONEC et al., 2012; GOPAUL et al., 2015; KAMAL et al., 2015; PATEL et al., 2015;
AFZAL et al., 2015; VANDEKERCKHOVEb; D’HOOGHE, 2015; COA et al., 2015;
HUSSAINI, 2016; YAAKQV et al., 2017; GU et al., 2017).

Antitumora

-
-
-

Antivira

Anti-inflamato "lal

Antifungica |

.

Antiparasitaria

Meuroprotetora

Figura 5. Principais atividades biolégicas atribuidas a moléculas com
nacleoquinolinico.

A importancia do nucleoquinolinico pode ser evidenciada pelo grande niamero
de farmacos, comercialmente, disponiveis que contém esse nucleo em sua
estrutura. Em uma busca rapida no banco de dados Drugbank.ca utilizando o
ndcleoquinolinico como estrutura basica € possivel encontrar 61 farmacos
aprovados para o uso em humanos. Somando-se a isso, quando esta busca é
ampliada para moléculas em carater experimental ou em fase investigativa é
possivel encontrar 195 moléculas com ndcleoquinolinico em suas estruturas
(DRUGBANK, 2018). Na figura 96é possivel observar diferentes farmacos que séo

utilizados como tratamento em diversas patologias.
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Compostos quinolinicos apresentam diferentes atividades biologicas, como ja
foi supracitado (LEE, 2011). Dentre estes compostos podemos destacar algumas
moléculas aprovadas para humanos (figura 6), como por exemplo o0s
farmacosantimalaricos derivados da quinina (2), cloroquina (11), mefloquina (8),
amodiaquina (12) e primaquina (14) (KAUR et al, 2010). Estas moléculas
representaram um importante avango no tratamento da malaria no século XX e
ainda desempenham, atualmente, importante papel em terapias combinadas com
outros farmacos a fim de evitar a manifestagdo de resisténcia. (WORLD HEALTH
ORGANIZATION, 2016; TINDALL et al., 2018).

A atividade antimicrobiana também é sobressalente entre os derivados
quinolinicos, podemos citar diversos farmacos utilizados na terapéutica que
possuem em sua estrutura o ndcleoquinolinico. Dentre os quais podemos mencionar
a bedaquilina (7) que ap6s 50 anos sem a aprovacdo de novos medicamentos para
o tratamento da tuberculose foi aprovada em 2012 pela agéncia norte-americana
Food and Drug Administration (FDA) (FERNANDES et al., 2017).

A proflavina (15) € um derivado quinolinico com acéo bacteriostética,
desinfetante contra muitas bactérias gram-positivas (figura 6). Proflavina encontra
uma ampla gama de aplicacdes em pesquisa clinica, terapéutica e industrial. Esta
molécula apresenta muitas aplicacbes destacando-se como um agente
antimicrobiano e muitas vezes usado como um agente topico, desnaturando o DNA
bacteriano levando ao rompimento celular destes microorganismos. Devido a sua
propriedade intercalante, afeta o DNA do hospedeiro, que tem chances potenciais de
induzir cancer de pele e outras malignidades. Espécies reativas de oxigénio (ROS)
liberadas pela proflavina desempenham um papel crucial na desnaturacdo do DNA
hospedeiro e, portanto, um dos mecanismos de acdo desta molécula (GATASHEH
et al., 2017).

A Proflavina (15) pode penetrar além das estruturas epidérmicas e dérmicas e
acumular-se nos nucleos das células. Embora tenha atividades antimicrobianas
interessantes, a toxicidade revelada sobre mamiferos, atualmente, concentra suas
aplicac6es em diagnosticos terapéuticos e em pesquisa (GATASHEH et al., 2017).

A cloroxina (16), por sua vez, € um composto antibacteriano sintético, usado
em alguns xampus para o tratamento da caspa e dermatite seborreica do couro
cabeludo (figura 6). A cloroxina tem acdo antibacteriana, inibindo o crescimento de

organismos gram-positivos e gram-negativos. Além disso, a cloroxina (16)
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demonstrou atividade antifUngica contra certos dermatdfitos e leveduras (MAO,;
SCHIMMER, 2008; CHATURVEDI et al., 2011; EJIM et al., 2011).

A nitroxolina (18), uma molécula com atividade antibacteriana contra
organismos gram-positivos e gram-negativos comumente encontrados em infecgdes
do trato urinario, além da atividade antibiofiime formado por colbnias de
Pseudomonas aeruginosa (SOBKE et al.,, 2012; WAGENLEHNER et al., 2013;
ABOUELHASSAN et al., 2014). A nitroxolina (figura 6) ainda desempenha
significativa atividade antitumoral in vitro e in vivo frente a diferentes tumores,
mostrando ser um potencial agente antiangiogénico (SHIM et al., 2010; JIANG et al.,
2011).

O dequalinium (19) é um cation de amoénio quaternario que contém duas
unidades quinolinicas quaternérias ligadas por uma cadeia de 10 carbonos alifaticos
(figura 6). Esta moléculaé um agente antisséptico e desinfetante com ampla
atividade bactericida e fungicida comumente disponivel como um sal dicloreto, mas
também esta disponivel como varios outros sais. E usado em curativos e infecges
bucais, infec¢des bacterianas vaginais e na formulacdo de bacteriostaticos tépicos.
Foi estudado para uso no tratamento da malaria e leucemia promielocitica aguda.
(HUGO, 2012; BRAUN-FALCO et al., 2013; MENDLING et al., 2016).

E possivel destacar, ainda, entre os farmacos antimicrobianos com
nucleoquinolinico o clioquinol (20), molécula utilizada para tratar varias infec¢bes
fungicas e protozoarias no inicio do século XX. No entanto, este farmaco foi
diretamente relacionado a neurotoxicidade quando usado cronicamente em altas
doses (BAREGGI; CORNELLI, 2010; YOU et al.,, 2018). Ap6s sua retirada do
mercado, o clioquinol tem sido usado para tratar varias infec¢des fungicascutaneas
(figura 6).

O clioquinol (20) atua como agente quelante de zinco e cobre. Tal mecanismo
faz desta molécula uma estratégia terapéutica potencial para o tratamento das
doencas de Alzheimer e Parkinson, levando-se em consideracdo que 0 zinco e
cobre estdo envolvidos com o desenvolvimento destas doencas. Além disso, 0s
guelantes de zinco também podem atuar como agentes anticancerigenos como é
demonstrado por estudos in vitro e in vivo nos quais o clioquinol reduziu a viabilidade
de diversas linhagens tumorais humanas e inibiu o crescimento tumoral de xeno-
enxertos em camundongos (DING et al., 2005; DING; LIND, 2009; FRANKLIN et al.,
2016; YAAKOQV et al., 2017; LU et al., 2018).
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O Montelucaste de sodio (9), por sua vez, € um anti-inflamatorio de
ndcleoquinolinico utilizado na clinica médica para tratar uma série de condicdes
patologicas, incluindo asma, broncoespasmo induzido pelo exercicio, rinite alérgica,
dismenorreia primaria e urticaria (figura 6). O montelucaste € um antagonista dos
receptores dos leucotrienos, geralmente administrado por via oral. Este farmaco
bloqueia a acdo do receptor de leucotrieno nos pulmdes e nos tubos bronquiais,
reduzindo a broncoconstricdo causada pelo leucotrieno e diminuindo a inflamagéo.
(CHAVAN et al., 2013; KUBAVAT et al., 2013; OKUBO et al., 2016).

A Cinchocaina (10) € um importante farmaco anestésico local do tipo amida
geralmente usado para anestesia de superficie. E um dos mais potentes e toxicos
dos anestésicos locais de acdo prolongada e seu uso parenteral é restrito a
raquianestesia(figura 6). E indicado em inflamagdes retais, tais como hemorroidas
assim como para aliviar o prurido, inflamacédo de queimaduras pequenas, cortes,
picadas de inseto e dermatites de contato. Seu mecanismo é através do bloqueio da
conducédo nervosa, por diminuir a permeabilidade da membrana neuronal para ions
de sodio reversivelmente. Em formulacbes topicas apresenta acdo rapida, em
aproximadamente 15 minutos, com pico de acdo durando entre 2 e 4 horas
(FROEHNER JUNIOR et al., 2014; DIAS et al., 2017).

O Imiquimode (13) é um farmaco imidazoquinolinico imunomodulador que
possui atividades antivirais e antitumorais(figura 6). Estudos in vitro demonstraram
gue o imiquimode nédo tem atividade antiviral direta. Entretanto, a droga exibe efeito
antiviral e antitumoral in vivo. Este farmaco é utilizado para tratar condiloma
acuminado (verrugas externas, genitais e anais), uma doenca sexualmente
transmissivel causada pelo virus HPV (Human Papilomavirus), ceratoses actinicas
clinicamente tipicas, no couro cabeludo em adultos além de tratar carcinoma
basocelular e molusco contagioso(DIAS et al., 2018; SMITH; CHAN, 2019).

Umalcaléidetambém utilizado na clinica médica é a quinidina (14), um
farmaco isbmero 6tico da quinina (2) que € extraido das cascas da Cinchona (figura
6). Esta molécula diminui a excitabilidade dos musculoscardiacos e esqueléticos,
bloqueando as correntes de sédio e potassio através das membranas celulares,
prolongando o potencial de agao celular e diminuindo a automaticidade. A quinidina
também bloqueia a neurotransmissdo muscarinica e alfa-adrenérgica, um
anticonvulsivante usado isoladamenteoucom fenobarbital ououtros

anticonvulsivantes para controlar convulsdes tdnico-clonicas, convulsbes
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psicomotoras, sindromes de dor neuropatica incluindo neuropatia diabética e
arritmias cardiacas. A quinidina age sobre os canais de sédio na membrana celular
neuronal, limitando a disseminagdo da atividade convulsiva e reduzindo a
propagacdo das convulsdes. As a¢les antiarritmicas sdo mediadas por efeitos nos
canais de sodio das fibras de Purkinje (BEARDEN et al., 2014; LUO et al., 2017,
MULLEN et al., 2018).

A antrafenina (17) é um farmaco que age como analgésico e anti-inflamatério
com eficacia similar ao naproxeno(figura 6). Nao é amplamente utilizado, pois foi
largamente substituido por novos medicamentos, sendo retirado do mercado em
muitos paises pelos seus efeitos colaterais. Seu mecanismo de acdo ndo é
totalmente elucidado, entretanto, sua capacidade de inibir a sintese de
prostaglandinas pode estar envolvida no efeito antiinflamatério. Acredita-se que a
antrafenina esteja associada a inibicdo da atividade das ciclooxigenases COX-1 e
COX-2 (DUNN et al., 1984; WANG et al., 2014).

O saquinavir (26) € uminibidorpeptidiomimético da protease do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV). Este farmaco (figura 6) liga-se ao sitio ativo da
protease e inibe a atividade da enzima, evitando a clivagem das poliproteinas virais
resultando na formacgéo de particulas virais ndo infecciosas imaturas. Em 1995, o
saquinavir tornou-se o primeiro inibidor da protease do virus HIV aprovado para o
tratamento da infeccdo pelo HIV-1 e foi subsequentemente aprovado em
combinacdo com doses baixas de ritonavir. A biodisponibilidade oral do saquinavir é
limitada pelo extenso metabolismo de primeira passagem, mediado principalmente
pela enzima citocromo P450. A co-administracdo de doses baixas de ritonavir, outro
inibidor da protease que é também um potente inibidor do CYP3A4 aumenta a
biodisponibilidade e a exposicdo ao saquinavir, melhorando assim a eficacia
terapéutica (LV et al., 2015; BOFFITO et al., 2015).

A pitavastatina (22) € a mais nova estatina disponivel no Brasil, esta molécula
foi desenvolvida no Japao em 2003 e aprovada nos EUA em 2009 (figura 6). As
estatinas sao potentes inibidores da biossintese de colesterol no figado, a
pitavastatina, por sua vez, é uma estatina sintética e lipofilica que tem
farmacodinamica e farmacocinética com propriedades distintas de outras estatinas.
Este farmaco € indicado como terapia adjunta a dieta para reduzir os niveis elevados
de colesterol total, lipoproteina de baixa densidade, apolipoproteina B, triglicérides e

para aumentar os niveis de lipoproteina de alta densidade em pacientes adultos com
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hiperlipidemia primaria ou dislipidemia mista (ANTONIO DE ALMEIDA; OZAKI, 2014;
MILLER et al., 2016; ADAMS et al., 2017).

Além destes, pode-se citar dentre os derivados quinolinicos utilizados na
clinica a floctafenina (25). Floctafenina (figura 6) € um antiinflamatorio nao esteroidal
que inibe a sintese de prostaglandinas, com acao similar a aspirina. Com
propriedades analgésicas e antinflamatérias é indicada no tratamento de dores
agudas e cronicas de diversas etiologias (HEGAZY et al., 2005; MAENTHAISONG et
al., 2013).

3.1.3.1 Atividade antitumoral do nucleo quinolinico

O nucleoquinolinico desempenha um importante papel no desenvolvimento de
novos farmacos antitumorais (LEE, 2011; BRASE, 2015; AFZAL et al., 2015;
HUSSAINI, 2016). Uma rapida busca na base de dados "Web of Science", por
exemplo, com as palavras-chaves "quinoline” and "cancer" demonstra o grande
namero de publicacdes nesse escopo, além do recente aumento das publicacbes e
citacbes com estas palavras-chave.

Derivados da quinolina tém sido usados para projetar varias classes de
compostos antitumorais e, consequentemente, varios mecanismos de acao
diferentes tém sido relatados. Varios relatos tém sido publicados sobre o aspecto
“‘lonofdrico” da atividade antiproliferativa das quinolinas, bem como outras atividades
inespecificas, como a permeabilizacdo de organelas por derivados de cloroquina
(DING; LIND, 2009; PRACHAYASITTIKUL et al., 2015; MUSIOL, 2017).

Nos ultimos 50 anos foram registradas mais de 1200 publicacbes que
relacionam moléculas com nucleoquinolinico e atividade antitumoral. Na figura 10 é
possivel observar que nos uUltimos anos, mais especificamente na ultima década o
namero de publicacdes correlacionando as quinolinas e cancer aumentou mais de
100%. Tais dados reforcam ainda mais o potencial farmacologico do esqueleto
quinolinico, especialmente frente a atividade antitumoral (LEE, 2011; WEB OF
SCIENCE™, 2018).
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Figura 7. Numero de publicac6es encontradas nos ultimos 20 anos com as palavras-
chaves "quinoline" and "cancer". Gréfico gerado pela plataforma "Web of Science™"
(WEB OF SCIENCE™, 2018).

Alguns derivados quinolinicos ja demonstram excelentes resultados através
de diferentes mecanismos de acdo. Tais como inibidores do ciclo celular, apoptose,
inibicdo da angiogénese, interrupcdo da migragdo celular, além de modulacdo da
resposta dos receptores nucleares. Tais resultados tém sido evidenciados frente a
diversas linhagens tumorais (BRASE, 2015; AFZAL et al., 2015; HUSSAINI, 2016).

Como exemplos de farmacos ja aprovados ou que estdo em estudos
avancados de fase clinica com nucleoquinolinico podemos citar o alcaléide natural
Camptotecina (3) e seus analogos semissintéticos Topotecana (5), Irinotecana (4) e
Exatecana (28). Recentemente, trés inibidores da proteina quinase: Bosutinibe (21),
Lenvatinibe (23) e Cabozantinibe (27) e um inibidor da farnesiltransferase o
Tipifarnibe (29) foram introduzidos como agentes antitumorais conforme as figuras
10 e 11 (BRUNTON et al., 2012; BRASE, 2015; AFZAL et al., 2015; HUSSAINI,
2016).
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Figura 8. Farmacos antitumorais com ndcleo quinolinico: Exatecana (28).e
Tipifarnibe (29).

A Camptotecina (3) foi isolada em 1966 da arvore chinesa Camptotheca
acuminata. Diversos esfor¢cos foram feitos a fim de desenvolver um composto na
forma de sal sodico, mas estes estudos foram comprometidos pelo aparecimento de
toxicidade. Apoés estudos mais aprofundados de mecanismo de acdo e propriedades
da Camptotecina foram desenvolvidos andlogos mais solUveis e menos toxicos: a
irinotecana (4) e a topotecana (5) que atualmente séo aprovados para uso clinico em
canceres colorretais, de ovario e pulmdo. Seus mecanismos de acdo estdo
baseados na inibicdo da religacdo do DNA depois da quebra mediada pela
topoisomerase | (POMMIER, 2006; BRUNTON et al., 2012).

O Bosutinibe (21) é um inibidor da tirosina quinase e foi aprovado em 2012
pela FDA (Food and Drug Administration) para o tratamento de leucemia mieléide
cronica em adultos com resisténcia a tratamentos anteriores (FDA, 2012a). Outro
inibidor da tirosina quinase € o Lenvatinibe (23) aprovado em 2015 pela FDA para o
tratamento de cancer de tiredide e em 2016 para tratamento de carcinoma de
células renais avancado. Este farmaco atua mais especificamente inibindo as
VERGFR1, VERGFR2 e VERGFR3 quinases (FDA, 2015; HUSSAINI, 2016).

O cabozantinibe (27) foi aprovado pela FDA, em 2012, para o uso clinico no
tratamento de cancer medular metastatico progressivo da tireoide(figura 6). Ja em
2016 teve seu uso aprovado para o tratamento de carcinoma de ceélulas renais
avancado. Este farmaco tem demonstrado inibir a atividade das tirosinas quinases
do RET, MET, VEGFR-1, -2 e -3, KIT, TrkB, FLT-3, AXL e TIE-2. Estas quinases
estdo envolvidas em processos patologicos, tais como a oncogénese, metastase,
angiogénese tumoral, e a manutencdo do microambiente tumoral (FDA, 2012b,
2016).
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O Tipifarnibe (29), por sua vez, foi aprovado pela FDA em 2005 para o
tratamento de leucemia mieléide aguda (FDA, 2005; THOMAS; ELHAMRI, 2007). E
uma quinolina ndo peptidiomimética com potencial atividade antineoplasica que
esstd sendo investigada para tratamento de cancer colorretal, leucemia, cancer de
pancreas e tumores solidos. Tipifarnib liga-se e inibe a enzima farnesiltransferase,
uma enzima envolvida no processamento de proteinas para a transducao de sinal.
Ao inibir a farnesilacdo de proteinas, esse agente impede a ativacdo dos oncogenes
Ras, inibe o crescimento celular, induz a apoptose e inibe a angiogénese (FDA,
2005; THOMAS; ELHAMRI, 2007; PATNAIK et al., 2017).

Capmatinib (24) é uminibidor oralmente biodisponivel do proto-oncogene c-
Met (também conhecido como receptor do fator de crescimento de hepatécitos
(HGFR)) com potencial atividade antineoplasica. O capmatinib liga-se
selectivamente a c-Met, inibindo assim a fosforilacdo de c-Met e interrompendo as
vias de transducdo de sinal de c-Met, desenpenhando um papel fundamental na
proliferacdo de células tumorais, sobrevivéncia, invasdo, metastase e angiogénese
tumoral. O capmatinibe tem sido utilizado em estudos para o tratamento de
melanoma, cancer de pulmao, gliossarcoma, tumores solidos, cancer colorretal e
comprometimento hepatico, entre outros (LIU et al., 2011; SHAKER et al., 2016;
NCI, 2018).

Os derivados quinolinicos tém sido usados para desenvolver diferentes
classes de compostos antitumorais e, consequentemente, diferentes mecanismos de
acdo tém sido relatados. Varios trabalhos foram publicados sobre o aspecto
ionoférico da atividade antiproliferativa de quinolinas, bem como outras atividades
inespecificas, como a permeabilizacdo de organelas por derivados da cloroquina.
Além disso, ha um grupo relativamente grande de inibidores de proteinas quinases e
gue atuam sobre as topoisomerases ou diretamente intercalam o DNA. Esses dois
altimos grupos de compostos tiveram uma maior significancia na quimica medicinal
com varios medicamentos no mercado ou sob investigacdo clinica como podemos
demonstrar nas figuras 9 e 1 (DING; LIND, 2009; LIU et al., 2011; SHAKER et al.,
2016; PASCOLO, 2016; Ll et al., 2017; MUSIOL, 2017).
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Figura 9. Quinolinas inibidoras da topoisomerase sob investigacdo clinica.
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Figura 10. Inibidores da quinase a base de quinolina que estdo sob pesquisa clinica

3.1.3.2 Atividade antifungica do nucleo quinolinico

As atividades biologicas do nucleo quinolinico sdo descritas com abundéancia
na literatura, dentre as quais é possivel destacar a atividade antifingica. O ndcleo
guinolinico desempenha um importante papel no desenvolvimento de novos

farmacos antifungicos. Este fato pode ser fundamentado fazendo uma rapida busca
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na base de dados "Web of Science", por exemplo, com as palavras-chaves
"quinoline” and "antifungal" onde é possivel demonstrar um numero consideravel e

crescente de publicagdes conforme figura 11.
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Figura 11. Numero de publicagbes encontradas nos ultimos 20 anos com as
palavras-chaves "quinoline" and "antifungal”. Grafico gerado pela plataforma "Web of
Science™ (WEB OF SCIENCE™, 2018)

O uso do nucleo quinolinico como uma interessante estrutura base para a
sintese de novos farmacos é bastante conhecida no meio cientifico. Soma-se a isto
o fato de que alguns estudos sugerem que a quinolina ndo modificada apresenta
baixa toxicidade, enquanto sua atividade frente algumas cepas de fungos é
relativamente alta, o que demonstra ser uma inicial vantagem no contexto de
desenvolvimento de novos farmacos antifingicos (MUSIOL, R et al., 2010).

E possivel descrever alguns farmacos que s&do utilizados como
antifingicos na clinica médica assim como muito outros em diferentes fases de
estudo. O clioquinol por exemplo, foi aprovado para o tratamento de varias
infec¢Bes fangicas e protozoarias no inicio do século XX, porém este farmaco foi

by

diretamente relacionado a neurotoxicidade quando usado cronicamente em altas
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doses, retirada do mercado e hoje € utilizado para tratar infecgcdes fangicas
cutaneas. (BAREGGI; CORNELLI, 2010; YOU et al., 2018).

Além disso, compostos com nucleo quinolinico tem sido estudados a fim de
obter novos farmacos antifungicos, como por exemplo, os derivados da 8-
hidroxiquinolina (55) demonstrados na figura 12. Estudos de Yaakov e
colaboradores com mais de 40.000 moléculas em busca de antifungicos que
agissem por mecanismos nao interativos com o metabolismo humano. Neste estudo
demonstrou-se que a molécula do bromoquinol (56) foi ativo frente ao fungo

Aspergillus fumigatus tanto nos ensaios in vitro com in vivo(YAAKOV et al., 2017).

R
(55) RyeR,=H
X
(56) R{ e R2 = Br
—
R, N (57) Rye R2=ClI
OH (58) Ry =CleR2 =1

Figura 12. Estrutura da 8-hidroxiquinolina e seus derivados com atividade
antifangica.

Ainda neste contexto da 8-hidroxiquinolina, uma simples modificacdo da 8-
hidroxiquinolina pode fornecer um fungicida interessante, uma vez que a atividade
fungistatica deste composto e seus complexos metalicos sdo conhecidos desde o
inicio do século XX e esses compostos ainda sdo amplamente usados na agricultura
e cuidados de saude. Outra derivatizacdo de quinolina relativamente simples,
alquilacdo ou cloracéo foi amplamente estudada na busca por melhor atividade em
agentes antifuingicos mono e dicloroquinolinicos ainda estdo em aplicacdo
(Quinoxyfen®) para protecdo de cultivos conforme figura 13 (MUSIOL, R. et al.,
2010).

60

Figura 13. Estrutura no Quinoxyfen®, um fungicida com nucleo quinolinico.
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No mesmo viés os acidos 8-hidroxiquinolina-sulfénicos também foram
extensivamente investigados buscando atividades antifangicas. Estas modificacbes
melhoraram a solubilidade dos compostos, fazendo-se relevantes tanto para o0s
farmacos como para os fungicidas agricolas conforme figura 14.
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Figura 14. 8-Hidroxiquinolinas e seus derivados com atividade antifingica.

Segundo Musiol e colaboradores, o nucleo quinolinico substituidos na posicéo
2 por grupamentos arilas e heteroarilas apresentaram significativa atividade frente a
diferentes micro-organismos incluindo fungos. Conforme os estudos publicados é
possivel observar um esqueleto promissor para o amplo escopo das atividades
biolégicas como, por exemplo, frente a bactérias Gram-positivas e negativas e cepas

fungicas como C. Albicans conforme figura 15(MUSIOL, R. et al., 2010).
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Figura 15. Esqueleto quinolinico (66) com promissora atividade antifungica.

Derivados da lavendamicina (68) e estreptonitrina (67), originalmente,
isolados a partir do caldo fermentado de Streptomyces lavendulae foram
encontrados descritos como potentes antifungicos. O nucleo heterociclico da
lavendamicina foi usado como estrutura principal para modificacbes estruturais e

obtencdo dos derivados que, por sua vez, foram testados frente Candida albicans,



54

Aspergillus niger, Tricophyton mentagrophytes conforme figura 16. Alguns dos
compostos sugeriram ter atividade dez vezes superior ao fluconazol ou a grizofulvina
(MUSIOL, R. et al., 2010).
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Figura 16. Estrutura dos derivados da lavendamicina e estreptonitrina com potente
atividade antifungica.

3.2 Propriedades fisico-quimicas relacionadas aos processos ADMET

(Absorcéao, Distribuicdo, Metabolismo, Excrecéo e Toxicidade)

O processo de pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos normalmente
é longo e oneroso podendo levar em média de 10 a 15 anos e custar em torno de
500 milhdes a 1 bilhdo de ddlares, envolvendo equipes altamente qualificadas e
multidisciplinares conforme ilustra a figura 17. Esses numeros, no entanto, podem
variar de acordo com a complexidade da molécula e, também, com a complexidade
da doenca a ser tratada (TAVARES, 2009; SILBER, 2010; MOHS; GREIG, 2017).
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Figura 17. Fases de desenvolvimento de um farmaco. Adaptado de (ROBUCK;
WURZELMANN, 2005; HAY et al., 2014).

A guimica medicinal neste contexto tem evoluido constantemente e a busca
por estratégias que diminuam o tempo e custo do desenvolvimento, assim como
aumenta eficiéncia deste processo tem sido constante. Estas novas tecnologias tem
contribuido significativamente para o aumento da qualidade de vida populacéo
mundial através do eficiente desenvolvimento de farmacos a partir do século XX
(BARREIRO; FRAGA, 2014; FERNANDES et al., 2017).

Neste sentido os métodos de bioinformatica representam ser uma ferramenta
de grande validade para o planejamento e desenvolvimento de farmacos. O
emprego destes métodos inicia-se desde a identificacdo, sele¢cdo e otimizacdo de
moléculas com elevado potencial terapéutico candidatas a novos farmacos. O uso
integrativo e multidisciplinar destes métodos com a pesquisa quimica e biologica
torna o processo de desenvolvimento de novos medicamentos mais eficiente
(MODA, 2007; SILBER, 2010; BARREIRO; FRAGA, 2014).

Durante o desenvolvimento de um novo farmaco existem 2 grandes fases:
estudos pré-clinicos e clinicos. Na fase pré-clinica sédo realizados inUmeros estudos
de pesquisa basica como a selecdo do alvo, desenvolvimento de estratégias in

silico, sintese e caracterizacdo de moléculas, ensaios in vitro, ensaios in vivo
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(modelos animais), avaliacao toxicoldgica basica, analise de mercado farmacéutico e
documentacdo legislatoria por exemplo. Ja nos ensaios clinicos sdo realizadas
pesquisas avancadas no desenvolvimento dos candidatos a farmacos em humanos,
além de avaliadas a seguranca e eficicia dos candidatos(MODA, 2007; BARREIRO;
FRAGA, 2014).

Este processo € de alto risco para a industria farmacéutica, levando-se em
consideracao a longa duracao dos estudos e o0 alto custo envolvido. Segundo Kaitin
(2010) ao longo dos ultimos 50 anos o numero de novos farmacos aprovados tem
diminuido e os custos relativos ao seu desenvolvimento tem aumentado
demonstrando que o processo de desenvolvimento de novos farmacos é lento,

ineficiente, arriscado e caro (figura 18) (KAITIN, 2010).

R&D expenditures
@n oD
[ = o
> o O
9 J m
& nE
@ SO B g L 26 T o
o New drug approvals . w2
E . « * fﬂ%
< 159 o N 13 2
0 0

1963 1968 1973 1978 1983 1988 1993 1998 2003 2008

Figura 18. Novas aprovacdes de farmacos (pontos), representadas no eixo vertical
esquerdo, e despesas com P & D farmacéuticas (area sombreada), representadas
no eixo vertical direito, nos Estados Unidos de 1963 a 2008. As despesas com P & D
sdo apresentadas em termos de valor constante em 2008 . A linha de tendéncia é
uma média movel de 3 anos. Adaptado de (KAITIN, 2010).

Durante o desenvolvimento de medicamentos, a maioria das falhas ocorre
durante os ensaios clinicos de fase Il (quando até 70% dos candidatos a
medicamentos param de progredir) e fase Ill (quando 50% param de progredir).
Como resultado, o candidato é abandonado devido a eficacia inadequada, questdes

de seguranca inaceitaveis ou outras razdes. Falhas na fase | de desenvolvimento,
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que é focado na farmacocinética e seguranca de doses Unicas e multiplas, sdo
estimadas em cerca de 25% dos candidatos conforme figura 17 (SILBER, 2010).

Estudos farmacocinéticos avaliam os aspectos relativos a velocidade ou ao
tempo que uma molécula interage dentro do corpo humano. Estes aspectos
envolvem os processos de absorcao, distribuicdo, metabolismo e excrecdo (ADME).
Os parametros farmacocinéticos sao derivados da medicdo da concentracdo do
farmaco livre ou ligado no sangue ou tecidos. Na fase clinica de estudos a
farmacocinética é realizada normalmente na fase | (SILBER, 2010; RANG et al.,
2015).

A maioria dos medicamentos é administrada oralmente por razGes de
conveniéncia e conformidade. Normalmente, um medicamento dissolve-se no trato
gastrointestinal, é absorvido através da parede do intestino. A porcentagem da dose
gue atinge a circulacdo sanguinea é chamada de biodisponibilidade. A partir dai, o
medicamento sera distribuido para varios tecidos e 6rgaos do corpo. A extensdo da
distribuicdo dependera da estrutura e propriedades fisico-quimicas do composto.
Finalmente, o medicamento se ligara ao seu alvo molecular, por exemplo, um
receptor ou canal idnico, e exercer sua acdo desejada conforme ilustra a figura 19
(WATERBEEMD; GIFFORD, 2003; RANG et al., 2015).

Dose ( Absorgao

Biodisponibilidade

Eliminacdo ‘Metabolismo Metabolismo
Fecal

Figura 19. Esquema resumido demonstrando a biodisponibilidade oral em humanos.
Adaptado de (WATERBEEMD; GIFFORD, 2003)

Ao longo dos anos, o principal requisito para que uma molécula avancgasse
nas fases de estudo pré-clinico eram os resultados na farmacodinamica, ou seja, 0s

novos candidatos a farmacos deveriam ser potentes e seletivos. No entanto, 0s
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efeitos farmacologicos observados que resultam na atividade terapéutica dos
farmacos sédo também estdo relacionados a biodisponibilidade desta molécula por
determinado periodo de tempo nos sitios de acdo. Neste sentido, o planejamento e
novos farmacos integrando os estudos de multiplas propriedades farmacodinamicas
e farmacocinéticas pode promover um significativo aumento na eficiéncia no
processo de desenvolvimento de novos farmacos conforme figura 20 (MODA, 2007,
BARREIRO; FRAGA, 2014).
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Figura 20. Estratégias de desenvolvimento de novos farmacos com foco na
otimizacdo da poténcia (a) e na otimizacdo da poténcia, concomitante as
propriedades ADME (b). Adaptado de (MODA, 2007).

Estéo disponiveis diversos softwares de bioinformatica que podem contribuir
na fase de planejamento molecular e simulacéo de propriedades fisico-quimicas de
moléculas candidatas a novos farmacos como, por exemplo, a massa molecular,
lipofilicidade, volume molecular ou numero de ligacbes. Estas ferramentas
integradas aos ensaios in vitro e in vivo, podem reduzir significativamente o tempo e
os altos custos envolvidos, maximizando a probabilidade de sucesso no
desenvolvimento de novos farmacos (RODRIGUES et al., 2012; BARREIRO;
FRAGA, 2014).

Muitas propriedades fisico-quimicas estdo diretamente ligadas a
farmacocinética das moléculas em estudos. A avaliagio em conjunto da
farmacodindmica e farmacocinética das moléculas € um estratégia inteligente e
moderna para acelerar e otimizar o processo conforme demonstra a figura 19.

Neste sentido, a busca por técnicas de triagem virtual constitui um dos
maiores progressos na atual era de planejamento de farmacos. Tal ferramenta

através de diferentes estratégias é capaz de prever o comportamento de moléculas
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com caracteristicas quimicas diferentes frente a farmacodindmica ou
farmacocinética (RODRIGUES et al., 2012; BARREIRO; FRAGA, 2014).

3.2.1 Lipofilicidade

A obtencdo de informacbes sobre as caracteristicas fisico-quimicas de
farmacos nas primeiras fases de seu desenvolvimento € de essencial importancia.
Levando-se em consideragcdo que a baixa solubilidade e permeabilidade nas
membranas bioldgicas estdo entre as principais causas de retirada de candidatos a
novos farmacos de estudos biolégicos (WATERBEEMD; GIFFORD, 2003).

Dentre os parametros fisico-quimicos, a lipofilicidade pode ser considerada
um dos mais relevantes devido ao seu direto envolvimento com 0s processos de
absorcdo, distribuicdo, metabolismo, excrecdo e toxicidade (ADMET), além de
interagcbes com o0 alvo de acdo. O fluxo de massa de uma molécula neutra na
interface de dois solventes imisciveis € determinado pela sua lipofilia. A medicéo
guantitativa da lipofilicidade é feita, na forma mais usual, através do coeficiente de
particdo P (normalmente utilizado na forma logaritma como logP) em um sistema de
octanol-agua (WATERBEEMD; GIFFORD, 2003; BARREIRO; FRAGA, 2014).

Desta forma o valor do LogP de uma molécula, pode ser interpretado como
sendo a somatoria de dois fatores: um relacionado com volume (espacial) e o outro
com interagdes intermoleculares (interagdes dipolo-dipolo e liga¢des por hidrogénio).
Portanto, a compreensdo destes fatores € uma ferramenta indispensavel para
predizer o comportamento farmacocinético e farmacodindmico de candidatos a
farmacos(WATERBEEMD; GIFFORD, 2003; BARREIRO; FRAGA, 2014).

Estudos realizados por Musiol e colaboradores em 2010 demonstraram que a
correlacdo entre a atividade biologica e lipofilicidade sdo geralmente muito fortes.
Neste estudo, foi calculada a lipofilicidade descrita por log P de um pequeno niamero
de quinolinas com baixo peso molecular e plotado em grafico simples frente os
valores de atividade respectivos (figura 21-A). A correlacédo é nitida levando-se em
consideracgdo a curva observada e o R? de 0,937. Esta correlacéo fica mais forte no
grupo congenérico de estruturas e diminui com o aumento do nuamero de

substituintes, assim como seu volume (MUSIOL, R. et al., 2010).
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Figura 21. (A) Correlagdo entre a atividade biologica e lipofilicidade, Log P
calculados. Adaptado de (MUSIOL, R. et al., 2010). (B) Correlacdo entre o logP
calculado (cLogP) e o logP predito. (C) Distribuicdo do logP calculado nos principais
farmacos disponiveis adaptado de (ORGANIC CHEMISTRY PORTAL, 2018).

Além disso, na figura 21-B é possivel observar ainda, a correlagdo entre o
logP calculado e experimental, demonstrando que as estimativas in silico sdo uma
boa estratégia para prever parametros farmacocinéticos e dinamicos. E possivel
observar ainda na figura 21-C, a faixa de logP onde a maior parte dos farmacos
comercialmente disponiveis esta localizada (logP de 0-5) (LAURA D. HUGHES et
al., 2008; ORGANIC CHEMISTRY PORTAL, 2018).

Por outro lado, os valores de logP sdo uma primeira estimativa de
lipofilicidade de um composto em um ambiente biolégico. Para compostos com
potencial de ionizagcédo, o soluto pode exibir uma variedade de espécies diferentes

em cada pH determinado. Para processos de particdo no corpo humano, a forma
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mais utilizada de avaliacdo quantitativa € coeficiente D de particdo octanol-agua
(normalmente usado na forma logaritmica de logD) no qual um tampéo pH 7,4 (pH
fisiolégico do sangue) ou 6,5 (pH intestinal) € usado na determinacao experimental.
Este coeficiente fornece uma descricdo mais fidedigna da lipofilicidade,
especialmente tratando-se de farmacos ou moléculas desenvolvidas para tal
finalidade (WATERBEEMD; GIFFORD, 2003; BHAL, 2009).

Neste sentido, lipofilicidade esté correlacionada com a permeabilidade in vivo
levando-se em consideragdo a mudanca nos ambientes de pH que um composto
administrado por via oral provavelmente encontrard no trato gastrointestinal (Gl)

conforme figura 22.
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Figura 22. Morfologia do trato gastrointestinal humano e valores de pH em diferentes
partes. Adaptado de (KHUTORYANSKIY, 2015).

3.2.2 Solubilidade

Durante o processo de absor¢cdo de um medicamento a solubilidade do
mesmo no sistema digestivo é fundamental para o desempenho da atividade
bioldgica. Neste processo (absorgéo oral), € necessario que a forma farmacéutica se
desintegre e dissolva o principio ativo no meio biolégico. Em geral, baixa
solubilidade oral (ou baixa dissolucdo) esta diretamente relacionada a alta
lipofilicidade, porém, moléculas muito hidrofilicas podem apresentar problemas de
permeabilidade, levando a uma absorcdo insuficiente. O equilibrio entre os
coeficientes de solubilidade e lipofilicidade € de fundamental importancia para o éxito
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de novos farmacos em desenvolvimento (PALMER et al.,, 2008; DI et al., 2009;
WILLIAMS et al., 2013).

Desta forma, tem havido amplo consenso sobre o fato de que é
extremamente necesséria (em termos de dinheiro, tempo e trabalho) a determinacéo
em estagios precoces de desenvolvimento da solubilidade dos compostos.
Refletindo essa necessidade, ao longo dos anos houveram esforcos significativos
voltados ao desenvolvimento de modelos computacionais como ferramentas de
baixo custo para predizer a solubilidade de moléculas em estudo (DI et al., 2009;
THAPA et al., 2017; GANESAN; BARAKAT, 2017).

A maioria dos métodos desenvolvidos para predicdo in silico calcula a
solubilidade intrinseca para a molécula estudada. A solubilidade intrinseca de uma
molécula € a concentracdo em equilibrio com a fase sélida que se dissolveu na
solucdo em andlise. O logaritmo natural, logS, é usado por conveniéncia na
literatura, onde S é a solubilidade a uma temperatura de 20-25 ° C em mol / L. Na
figura 23-A é possivel observar que mais de 80% dos medicamentos no disponiveis
no mercado tém um valor de logS (estimado) maior que -4. Ainda € possivel
observar a correlacdo entre o logS estimado e experimental na figura 23-B (LAURA
D. HUGHES et al., 2008; PALMER et al., 2008; ORGANIC CHEMISTRY PORTAL,
2018).
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Figura 23. (A) Distribuicdo do logS estimado entre os principais farmacos
disponiveis. (B) correlacdo entre o logS estimado e experimental. Adaptado de
(ORGANIC CHEMISTRY PORTAL, 2018).
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A solubilidade aquosa € quase exclusivamente dependente nas interacdes
intermoleculares entre a molécula-molécula, molécula-agua e agua-agua. Desta
forma, a solubilidade de um composto é dependente por muitos fatores moleculares,
incluindo o tamanho e forma, a polaridade e hidrofobicidade e a capacidade fazer
ligacdes de hidrogénio intra e intermolecular. Por tal motivo, a correlacdo observada
entre o logS calculado e observado experimentalmente muitas vezes nao encontra-
se dentro de valores desejaveis (figura 23-B) (JUNMEI WANG et al., 2007; PALMER
et al., 2008; ORGANIC CHEMISTRY PORTAL, 2018).

3.2.3 Regra de Lipinski

Ao longo de décadas estudos tem sido realizados na tentativa de encontrar o
perfil dos farmacos disponiveis no mercado em relacdo a absorcéo e permeabilidade
no trato gastrointestinal. Um dos estudos mais conhecidos e aceito é o de Lipinski e
colaboradores, também conhecido como a "Regra dos cinco”. Neste estudo foram
observadas cerca de 2250 moléculas e estabeleceu-se de forma pioneira uma
relacdo entre os parametros avaliados e uma boa perspectiva farmacocinética. No
contexto da descoberta de um novo farmaco, a regra de Lipinski prevé que para uma
molécula apresentar absor¢cdo ou permeabilidade satisfatéria, parametros que séo
determinantes para 0 sucesso, a mesma deve demonstrar as seguintes
caracteristicas (LIPINSKI et al., 2001; LIPINSKI, 2004; BENET et al., 2016):

¢ No méaximo 5 doadores de ligacdo de hidrogénio (NH, OH);

¢ Um méaximo de 10 aceptores de ligacdo de hidrogénio (O, N);
e lLogP=<5;

e Massa molecular inferior a 500 g/mol.

A partir das correlagdes estabelecidas por Lipinski e colaboradores, diversos
outros estudos foram realizados no intuito de caracterizar outras propriedades
moleculares relevantes no estudo de novos farmacos. Uma das importantes
inclusdes foi a atribuicdo da &rea de superficie polar (PSA) como um dos fatores
importantes na permeabilidade celular, com valor ideal estabelecido: PSA < 140 A2
(LIPINSKI, 2004; BENET et al., 2016).

3.2.4 Predicdo de parametros toxicoldgicos
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A avaliacdo da toxicidade de compostos quimicos faz-se necessaria para
identificar seus possiveis efeitos nocivos em humanos, animais, plantas e no meio
ambiente. No desenvolvimento de novos farmacos, a avaliagdo da seguranca € um
dos principais passos e é de relevancia elevada (LEI et al., 2016).

Modelos in vitro e in vivo tém sido usados ao longo dos anos para testes de
toxicidade. No entanto, estes testes podem apresentar desvantagens como a
demora no processo, problemas com consideragfes éticas e encargos financeiros
elevados. Além disso, a sociedade contemporanea tem tolerado cada vez menos os
testes em animais. Na Europa, por exemplo, desde 2003 a avaliacdo in vivo de
produtos cosméticos é proibida e a venda de cosméticos e ingredientes testados em
animais é proibida desde 2013 (CRUNKHORN, 2007a; ALVES et al., 2018).

Em face disso, as legislacbes, diretrizes e praticas de experimentos com
animais tém buscado implementar principios para reduzir, refinar e substituir animais
usados em testes laboratoriais. Desta forma, as metodologias computacionais que
visam estimar a toxicidade de compostos quimicos tem sido consideradas cada vez
mais Uteis dentro do contexto atual de desenvolvimento e regulacdo de
medicamentos, cosméticos e outros produtos quimicos (CRUNKHORN, 2007b;
RAIES; BAJIC, 2016).

A toxicologia in silico € um tipo de avaliacao de toxicidade que utiliza métodos
computacionais para analisar, simular, visualizar ou prever a toxicidade de
substancias quimicas. Estas analises tem como intuito prever caracteristicas toxicas,
orientar possiveis testes de toxicidade em etapas futuras de desenvolvimento e
minimizar a presenca falhas no estagio final de desenvolvimento de novos farmacos.
Neste sentido, a andlise toxicologica in silico de novos candidatos a medicamentos
torna-se etapa primordial afim de alcancar eficiéncia neste processo (RAIES; BAJIC,
2016; ALVES et al., 2018).



CAPITULO 1 — SKRAUP E DOEBNER-VON MILLER
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1 INTRODUCAO

Sabe-se que a busca por novos metodos sintéticos é de extrema relevancia
para a quimica organica e medicinal. Dentro deste contexto, o nucleo quinolinico tem
sido extensivamente descrito como um esqueleto privilegiado no escopo da quimica
medicinal. A presenca de milhares de publicacdes correlacionando este nucleo
basico a diversas atividades bioldgicas, assim como sua presenca em dezenas de
farmacos utilizados na clinica médica demonstra a relevancia desta estrutura.

Desta forma métodos sintéticos tem sido desenvolvidos e aperfeicoados
constantemente no ambiente da sintese organica a fim de obter tanto o nucleo
quinolinico assim como seus derivados funcionalizados de forma eficiente,
diversificada e segura para o meio ambiente.

Além de apresentar significativa importancia ao desenvolvimento de farmacos
0 nucleo quinolinico também alcanca grande relevancia econémica no ambito da
indUstria quimica e agricola, servindo como matéria-prima béasica para diversos
matérias e aditivos agricolas.

Skraup e Doebner-von Miller foram pioneiros nos métodos sintéticos da
quinolina e suas metodologias trouxeram avancos na época em que foram
desenvolvidos. No entanto suas metodologias apresentam diversas limitacdes e no
contexto atual de faz-se necesséaria a melhoria e aperfeicoamento de métodos
sintéticos para o nudcleo quinolinico. Neste sentido, a busca por novos métodos
sintéticos da quinolina, assim com o aperfeicoamento dos ja existentes é de grande

importancia tanto para quimica medicinal, industria a quimica e agricultura.
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2 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma nova metodologia sintética para o nucleo quinolinico
baseando-se na tradicional estratégia de sintese publicada por Skraup e Doebner-
von Miller.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a formacado do nucleo quinolinico sob diferentes condicbes
reacionais;

e Desenvolver um rapido e eficiente método de quantificacdo do
rendimento das quinolinas obtidas;

e Estabelecer um algoritmico reacional que ofereca melhores condi¢cbes

e rendimentos para o nucleo quinolinico;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Sintese de quinolinas através de Skraup e Doebner-von Miller

3.1.1 Sintese de Skraup

Skraup foi um dos pioneiros na sintese do nucleo quinolinico tdo relevante
para a quimica medicinal. Em 1880, Skraup publicou sua metodologia classica que
envolve uma série de reagbes provocadas por aquecimento de uma amina
aromatica primaria, em que pelo menos uma posi¢cdo orto em relagdo ao grupo
amino nao € substituida, na presenca de glicerol, acido sulfurico e um agente
oxidante (MATTOS; MARZORATI, 1999; CLAYDEN et al., 2012). O produto é uma
quinolina contendo apenas 0s substituintes que estavam originalmente presentes na

amina aroméatica conforme esquema 4.
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Esquema 4Mecanismo de reacdo de Skraup para a obtencdo da quinolina a partir de
anilina e glicerol.
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Na sintese de Skraup (esquema 4), a anilina (2) atua como uma espécie
nucleofilica reagindo com a acroleina (7) em meio acido. A acroleina polimeriza com
facilidade sob aquecimento na presenca de &cido sulfarico, desta forma a reacéo
poderia ser realizada com glicerol (6), o qual em meio acido desidrata, gerando a
acroleina in situ. A anilina realiza a adicdo 1,4 de Michael na acroleina formada,
levando ao intermediario aberto carregado. Posteriormente acontece a ciclizacao
deste intermediario através de substituicdo eletrofilica aromatica intermolecular.
Apbs a desidratacdo um intermediario carregado é formado e oxidado para formar a
quinolina (1) (MANSKE; KULKA, 2004; YAMASHKIN; ORESHKINA, 2006;
DENMARK; VENKATRAMAN, 2006; WU et al., 2006).

3.1.2 Sintese de Doebner-von Miller

Uma dupla de pesquisadores, Doebner e von Miller desenvolveram logo apos
Skraup, em 1881, uma metodologia parecida com a de seu antecessor. Ao reagir
anilinas com compostos carbonilicos a,B-insaturados (aceptores da reacdo de
Michael), foram obtidas quinolinas substituidas na parte piridinica do esqueleto.
Além é claro das possiveis substituicbes no anel benzénico j4 desenvolvidas por
Skraup. Este tipo de reacdo apresenta mecanismo parecido a reacdo de Skraup,
assim ela também é denominada reacédo de Skraup-Doebner-Miller (WANG, 2010;
HERAVI et al., 2014). No entanto ndo ha um consenso na literatura sobre o exato
mecanismo, varias propostas foram descritas conforme esquema 5 (EISCH;
DLUZNIEWSKI, 1989; LI, 2004; YAMASHKIN; ORESHKINA, 2006; WU et al., 2006;
WANG, 2010; RAMANN; COWEN, 2015).



N~ R! N R

H Standard Reversed
Skraup-Doebner- Skraup-Doebner-
von Miller Products wvon Miller Products

Esquema 5. Mecanismos propostos para a reacdo de Skraup-Doebner- von Miller
(WU et al., 2006).

Além da vantagem de derivados mais substituidos, ha vantagens também em
relacdo as condi¢des reacionais quando comparadas a metodologia descrita por
Skraup. A reacdo de Doebner e von Miller pode ser promovida por &cidos de
Bronsted como acido perclérico ou acido p-toluenossulfénico, ou ainda por acidos de
Lewis como tricloreto de indio (HERAVI et al., 2014; SAMOILICHENKO et al., 2017).

3.2 Quimica verde e a sintese de quinolinas

Embora muitos destes métodos sejam eficazes, muitas vezes sao utilizadas
condicdes reacionais extremas como por exemplo meios acidos fortes, reagentes
com baixa compatibilidade, producdo de quantidade exagerada subprodutos e
longos tempos de reacdo. Desta forma tornou-se necessario o desenvolvimento de
novas metodologias sintéticas que visam amenizar ou solucionar os problemas
supracitados (PRAJAPATI et al., 2014).

Dentre as propostas encontradas na literatura estdo alguns principios basicos
da quimica verde como, por exemplo, abordagens sintéticas com o minimo de

desperdicio, baixo consumo de energia, menos perigosas, que utilize reagentes e
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materiais renovaveis, com economia de atomos elevados, uso de catalisadores
verdes que melhoram a eficiéncia da reacdo (PRAJAPATI et al., 2014).

Levando em consideracdo estes principios sdo descritas metodologias
sintéticas na literatura que buscam colocar em pratica de maneira eficiente alguns
destes principios (PRAJAPATI et al., 2014):

o Meios reacionais alternativos como liquidos ibnicos, &gua,

polietilenoglicol ou reacbes sem solvente;

o Fontes de energia alternativas como micro-ondas, ultrassom e luz
solar/UV;
o Catalisadores que podem ser reciclados ou reutilizados.

Em face disso, é possivel observar a importancia do nucleo quinolinico
levando em consideracdo varios esforcos em desenvolver metodologias sintéticas
mais eficientes e limpas. No entanto, ainda sdo necessarios mais estudos a fim de
desenvolver metodologias que possibilitem funcionalizar o nucleo quinolinico com
maior facilidade e variabilidade quimica, o qual pode colaborar com a o0 avan¢o no

desenvolvimento de novos farmacos por exemplo.

3.3 Adicao de Michael

A reacdo de Michael ou também chamada adicdo de Michael foi descoberta
por Komenos e Claisen, mas foi Arthur Michael quem efetivamente desenvolveu e
relatou esta reacdo em uma série de artigos em 1887, nomeando assim esta reacao.
Sua versatilidade de substratos, condicdes reacionais suaves, alta tolerancia a
grupos funcionais, variabilidade de solventes e temperaturas, uso em reacdes de
polimerizacdo e altas taxas de conversdes permitem a sintese de estruturas
sofisticadas em condicbes em que outros processos de reacdo nao funcionariam,
assim, a adicdo de Michael € uma das rea¢des mais utilizadas na formacéo de
ligacbessimples carbono—carbono. (MATTOS; MARZORATI, 1999; POON et al.,
2002; BRUICE, 2004; MATHER et al., 2006).

A reacdo de Michael faz parte das adicbes conjugadas e €,
convencionalmente, caracterizada pela adicdo de nucleodfilos (doadores de Michael)
a olefinas ativadas (aceptores de Michael) conforme esquema 6, no entanto, ao

longo dos anos, 0 escopo dessa reagdao aumentou significativamente para incluir
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uma ampla gama de aceptores e doadores de Michael (MATTOS; MARZORATI,
1999; BRUICE, 2004; MATHER et al., 2006; CLAYDEN et al., 2012).

Mu
P )
Aewe ow® L
i

L&

Michael acceptor Michael donor Michael's adducts

Esquema 6. Esquema geral da adicao de Michael.Onde EWG = grupo retirador de
elétrons. Adaptado de (CLAYDEN et al., 2012).

Embora a reacdo de Michael seja normalmente catalisada por bases, é
possivel realizar a catalise também através de acidos de Lewis. Esta reacdo é
diferenciada das reacdes de alquilacdo, justamente por regenerar a base no meio
reacional, possibilitando o uso, muitas vezes, de quantidades cataliticas da mesma.

O mecanismo geral para a reacao de Michael esta descrito no esquema 7,
esta reacdo ocorre através da adicdo nucleofilica de um carbanion ou outro
nucleodfilo a um composto carbonilico a, B-insaturado. Segundo a esquema7: A) A
base remove um hidrogénio acido do alfa-cetoéster para gerar um nucledfilo (doador
de Michael) de ion enolato estabilizado; B) O nucledfilo reage com o eletrofilo
(aceptor de Michael), uma cetona a, B-insaturada, atacando o carbono alfa da
mesma numa reagdo de Michael, gerando, desta forma, um novo enolato como
produto; C) O enolado formado na etapa anterior, extrai um hidrogénio acido, seja do
solvente ou base, para produzir o produto final da adicdo de Michael com a base
regenerada. (MATTOS; MARZORATI, 1999; CLAYDEN et al., 2012; MCMURRY,
2012)..
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Esquema 7. Mecanismo geral da reacdo de Michael entre um (-ceto éster e uma
cetona a, B-insaturada. A reacdo € uma adicdo conjugada de um ion enolato ao
composto carbonilico insaturado. Adaptado de (BRUICE, 2004; MCMURRY, 2012).

A reacéo de Michael ocorre com uma variedade de compostos carbonilicos a,
B-insaturados, ndo apenas cetonas conjugadas. Aldeidos insaturados, eésteres,
tioésteres, nitrilas, amidas e compostos nitro podem atuar como 0 componente
aceptor nas reagbes de Michael. Da mesma forma, uma variedade de diferentes
doadores pode ser usada, incluindo B-dicetonas, (-cetoésteres, ésteres maldnicos,
B-acetonitrilas e nitro compostos (Figura 24) (CLAYDEN et al.,, 2012; MCMURRY,
2012).
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Figura 24. Diferentes tipos de aceptores e doadores de Michael, assim como seus
respectivos adutos. Adaptado de (CLAYDEN et al., 2012; MCMURRY, 2012).

3.4 Proposta de sintese One Pot/ Tandem de quinolinas a partir da metodologia

de Skraup e Doebner-von Miller

A partir da revisao realizada na literatura pela busca de inovacdes na sintese
de derivados quinolinicos foi elaborada a proposta de sintese One Pot/Tandem de
quinolinas a partir da metodologia de Skraup e Doebner-von Miller. Esta nova
metodologia seria inédita para o nucleo quinolinico, obtendo-se assim novos
derivados, utilizando condicbes reacionais mais brandas e com maiores
rendimentos, condi¢cdes estas de extrema importancia quando trata-se da sintese de
derivados complexos e com grupamentos quimicos sensiveis.

Com o objetivo de encontrar as melhores condicbes reacionais e
rendimentos, diferentes parametros e condi¢des foram avaliados como temperatura,

tempo reacional, concentracéo dos reagentes e métodos de quantificacao.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Procedimentos experimentais gerais

Os produtos quimicos e reagentes foram adquiridos a partir de fornecedores
comerciais e utilizados conforme indicacdo do fabricante. Os solventes foram
destilados sob atmosfera de nitrogénio quando necesséario. As reacfes que
requereram condi¢cdes anidras foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio ou
argoénio. As reacdes foram monitoradas por cromatografia de camada delgada
(CCD) em placas 0,2 milimetro pré-revestidos de silica gel (Merck) e visualizados,
por pulverizagdo com diferentes reveladores (anisaldeido sulfurico, acido
fosfomolibdico e permanganato de potassio) sob aquecimento, além de observacdo
sob luz UV. A evaporacdo e concentracdo dos solventes foi feita no evaporador
rotativo usando bomba de vacuo. Os espectros de 'H RMN e ¥C RMN foram
medidos em Equipamento Bruker® 300 e 400 MHz, usando SiMes (TMS) como
padrdo interno. Os deslocamentos quimicos (d) sdo dados em ppm e as constantes
de acoplamentos (J) sdo dadas em Hertz. O solvente deuterado utilizado foi CDCls.

Padrées de desdobramento foram designados como segue: s = simpleto,sl =

simpleto alargado, d = dupleto, dd = duplo dupleto, ddd = duplo duplo dupleto, t
tripleto, dt = duplo tripleto, q = quarteto, m = multipleto. As purificacdes foram
realizadas através de cromatografia em coluna utilizando silica gel 60 (malha
70-200 e malha 40-60) ou utilizando silica gel 60 PF254 para cromatografia
preparativa em camada fina. Eter de petroleo (PE) foi usado nas purificacées, com a

fracéo de baixo ponto de ebulicdo (40-60).

4.2 Sintese de quinolinas a partir da metodologia de Skraup e Doebner-von
Miller

A sintese de quinolinas baseada na metodologia de Skraup e Doebner-von
Miller foi realizada reagindo anilinas, substituidas ou ndo, com cetonas a, -
insaturadas conforme esquema geral descrito na esquema 8. A fim de encontrar as

melhores condi¢Oes reacionais diversas condi¢Oes foram variadas como; solvente,
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temperatura, acidos de Bronsted e Lewis e suas concentracfes, tempo reacional,
atmosfera (aberta, N2 ou Og2), presenca de agente oxidante e método de

guantificacdo (isolamento ou gRMN).

R3
Ry '
R Ry N TRy
= 2 S — R Diferentes condigdes
[ - or
=
HaN R4 0 R R
1 Rz
Ry L |
Ri=H e OMe Rz=H, OMe e Br L
N Ry

R;=H,Mee Ph Ry=HePh

Esquema 8. Esquema geral para sintese de quinolinas baseada na estratégia de
Skraup-Doebner-von Miller.

De modo geral, primeiramente foram adicionados ao tubo reacional os
reagentes solidos, seguidos do respectivo solvente e por ultimo da cetona alfa, beta-
insaturada. As anilinas foram pesadas e adicionadas ao tubo reacional na propor¢ao
de 1 equivalente molar (1 eq.) e 0,5 mMol. Logo em seguida, os acidos de Bronsted
e Lewis foram adicionados em associacao ou nao na proporcao variavel de 1 a 0,1
eg. Em seguida foram adicionados de 1 a 2 ml de solvente. Por fim, a cetona alfa,
beta-insaturada foi adicionada nas proporcdes variaveis de 1,2 a 2,4 eq.

A maioria das reacdes foi realizada sob atmosfera inerte (N2 ou Ar), mas,
ocasionalmente, a fim de testar esta necessidade foi utilizada atmosfera aberta ou
sob gas oxigénio. As reacdes foram realizadas em tubo selado da marca Pirex®,
com volume total de 10 ml. Foram mantidas sob sistema fechado e monitoradas por
cromatografia de camada delgada (CCD), a fim de observar o consumo do reagente
limitante da reacéo (anilinas). O tratamento reacional foi realizado com a evaporagao
do solvente sob presséo reduzida, seguido de particdo em funil de separagdo com
éter dietilico e solugcéo saturada de bicarbonato de sodio

Apos a extracao a fase organica foi reservada e o solvente retirado através da
evaporacdo sob pressdo reduzida, obtendo-se o residuo bruto da reagdo. Uma
pequena aliquota desta reagdo bruta (10-20 mg) era solubilizada em solvente

deuterado, normalmente cloroférmio, para analise de ressonancia magneética nuclear
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(RMN). Caso fossem detectados sinais diagnosticos do produto desejado, a reacao
bruta era purificada através de cromatografia em coluna ou placas preparativas.
Apés o isolamento e identificacdo por RMN da respectiva quinolina o rendimento da
reagdo era calculado levando-se em consideracdo como reagente limitante a

respectiva anilina utilizada.
4.2.1 Ressonancia magnética nuclear quantitativa de Hidrogénio (RMNg-*H)

Parte das reac6es foram avaliadas quanto ao rendimento através de RMNQ-
'H. Como padrdo interno utilizamos o composto 1,4-dinitrobenzeno e o 1,3,5-
trimetoxibenzeno, adicionados juntamente aos reagentes sélidos na fase de adicéo
de produtos de partida no meio reacional em propor¢cdes de 0,25 e 0,33 eq.
respectivamente, afim de fazer equivaléncia ao numero de hidrogénios. Para a
quantificacdo, foi levada como referéncia a area do sinal caracteristico do padrao
interno assim como seu numero de hidrogénio relativo conforme o esquema 9.
(SANTOS; COLNAGO, 2013).

1gx100%
R=—"——""
Ip

Esquema 9. Equacao usada para calcular o rendimento (%) através de gRMN. Onde
R = rendimento (%), Iq = Valor absoluto da integral do sinal quinolinico e Ip = valor
absoluto da integral do sinal do padrao interno.

Apés finalizar o tratamento da reacdo bruta, uma aliquota reacional (10-20
mg) era adicionada a um tubo de RMN limpo e seco, adicionando-se posteriormente
400 ul de cloroférmio deuterado. As amostras foram analisadas no equipamento de
RMN Bruker® 300 MHz, usando SiMes (TMS).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Proposta de sintese de quinolinas a partir da metodologia de Skraup e

Doebner-von Miller

Nesta tese, uma proposta sintética baseada no mecanismo de Skraup e
Doebner-von Miller foi desenvolvida. Esta metodologia de sintese para o nudcleo
quinolinico permite a obtengcdo de novos derivados utilizando condi¢Bes reacionais
mais brandas e com maiores rendimentos, condi¢cdes estas de extrema importancia
guando trata-se da sintese de derivados complexos e com grupamentos quimicos

sensiveis conforme esquema 10.

Ry
. R
R e TR
= | 2 R UL Skraup | Doebner-von Miller [ﬁl ]/{ L[:
HNT S R, Rs Ry SN SRy

Esquema 10. Esquema sintético baseado no mecanismo de Skraup and Doebner-
von Miller.

Com o objetivo de encontrar as melhores condicbes reacionais e
rendimentos, diferentes parametros e condi¢des foram avaliados como temperatura,

tempo reacional e concentracao dos reagentes, conforme sera discutido a seguir.

5.1.1 Variacao dos acidos de Bronsted e Lewis e suas concentragcdes

Em uma primeira etapa foram avaliadas reacfes utilizando 1 equivalente
molar (Eq.) de 4-Br-anilina em reagdo com a 2-butenona (2,4 Eg.) catalisadas por
acidos de Bronsted, acidos de Lewis isolados ou em associa¢cdo em sistema fechado
sob refluxo utilizando dicloroetano como solvente (temperatura de 84 °C) conforme
tabela 1. As reagbes foram mantidas sob aquecimento overnight. Apos o
aguecimento ser retirado e o solvente evaporado, a reacédo foi tratada através uma

extracdo simples com solucao saturada de NaHCOz3 e acetato de etila.
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O isolamento da 6-Br-4-metilquinolina foi realizado através de cromatografia
em camada delgada utilizando placas preparativas de silica. A estrutura foi
confirmada por andlise de ressonancia magnética nuclear (RMN) de 'H conforme
figura 25. Conforme o espectro abaixo é possivel observar os sinais caracteristicos
dos hidrogénios da molécula analisada. Espectro de *H RMN da molécula 4-metil, 6-
bromo-quinolina (300 MHz, CDClz): H2 (8,76 ppm; d, J = 3,0 Hz, 1H), H> (8,12 ppm;
d, J = 2,2 Hz, 1H), Hs (7,94 ppm: d, J = 9,0 Hz, 1H), H7 (7,74; dd, J = 9,0 e 2,2 Hz,
1H), Hs (7,25 ppm; d, J = 3,0 Hz, 2H) e CH3 (2,66 ppm; s, 3H).
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Figura 25. Espectro de 'H RMN da 6-Br-4-metilquinolina.

Através desta primeira etapa, foi possivel verificar que realizar a reacdo sem
0 auxilio de um catalisador ndo levava a formacédo de quinolina como € possivel
observar na entrada nimero 1 da tabela 1. A partir dai foram avaliadas a presenaca
de 2 acidos de Bronsted isolados: o acido canforsulfénico (CSA) e acido p-tolueno
sulfénico (TsOH.H20) nas entradas 2-4. Numa comparacéao direta, embora o TsOH
tenha catalisado a formagédo da quinolina tanto em dicloetano (31%), como em
metanol (37%), os rendimentos alcancados foram inferiores aos do CSA (42%)

conforme entradas 2 e 3.
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Por outro lado, quando analisamos a catélise isolada dos acidos de Lewis
MgBrz, CeCls e InCls observamos queos rendimentos sdo baixos (18% e 15%) ou
inexistentes quanto a formacao da quinolina desejada conforme entradas 5, 6 e 7
respectivamente (Tabela 1). Uma hipo6tese tedrica para a observacéo dos resultados
anteriores € de que acidos de Lewis, em certas condicfes reacionais, podem
favorecer a adicdo 1,2 de Michael, na etapa do ataque nucleofilica da anilina, o que
desfavoreceria diretamente a formagéao da quinolina desejada (HERAVI et al., 2014).

Ainda neste contexto, foi avaliada a associacdo de &cidos de Bronsted e
Lewis nas entradas 8-11. Os resultados demonstraram novamente, que 0 uso de
acido de Lewis desfavorece a formacdo de quinolinas nas condi¢cdes avaliadas em
contrapartida dos acidos de Bronsted, conforme ja descrito na literatura em estudos
comparativos cataliticos destas espécies (WABNITZ; SPENCER, 2003).
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Tabela 1. Parametros avaliados na sintese de quinolinas a partir da metodologia de
Skraup e Doebner-von Miller: variacdo dos é&cidos de Bronsted e Lewis e suas
concentracoes.

CH;
~NH, 0 Br ,}:H‘#,LQ‘
J oSN — UL
Br =~ N’
Reacéo Acido de Aciplo de Solvente  T€Mpo  Isolamento  RMNgq
Bronsted (eq.) Lewis (eq.) H) (%) (%)
1 - - DCE 15 N.E.
2 TsOH.H20 (1) - DCE 18 31
3 TsOH.H20 (1) - MeOH 18 37
4 CSA (1) - DCE 19 42
5 - MgBr2 (1) DCE 18 25
6 - CeCls (1) DCE 15 N.E.
7 - InCls (1) DCE 15 N.E.
8 TSOH.H20 (1) MgBr2 (1) DCE 15 42
9 TsOH.H20 (0,1) MgBr2 (0,1) DCE 18 N.E.
10 CSA (1) InCls (1) DCE 18 N.E.
11 CSA (1) MgBr2 (1) DCE 21 40 43

Onde N.E. significa ndo detectado por isolamento e si significa padréo interno de rmnq. As reacdes
foram realizadas utilizando 2,4 eq de MVK, na temperatura de 84 °C, exceto a reacdo 3 que foi
realiza a 64 °C. .

Deste modo, em uma segunda etapa passamos a utilizar somente o CSA
como catalisador, alterando outros parametros como temperatura, numero de
equivalentes dos reagentes, tempo e diferentes anilinas.

Na tentativa de tornar mais rapidos os processos de quantificagdo dos
rendimentos das reagdes foram introduzidas analises de RMN quantitativo (RMNQ),
utilizando com padréo interno o 1,4-dinitrobenzeno (DNB). Esta técnica esta bem

descrita e é utilizada para facilitar processos sintéticos e de identificacdo de

impurezas sem a necessidade do isolamento das mesmas (BHARTI; ROY, 2012).
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Neste contexto, € possivel observar na reacdo entrada 11, da tabela 1, o
rendimento do produto quinolinico foi obtido através de isolamento e RMNqg com
resultados de 40 e 43% respectivamente. Foi realizada uma andlise inicial dos
resultados de quantificacdo e a proximidade dos rendimentos detectados por
isolamento e qRMN demonstrou ser promissora, levando-se em consideracdo a
agilidade de processamento no caso do qRMN quando comparado ao isolamento.
Em face disso, a partir deste estagio da pesquisa os rendimentos foram calculados
através de gRMN utilizando como padréo interno o 1,4-dinitrobenzeno (DNB).

5.1.2 Variacdo das anilinas

Nesta etapa da padronizacdo da reacdo foram selecionadas anilinas com
grupos ativadores e desativadores do anel através de diferentes substituintes (tabela
2). Ao utilizar diferentes tipos de anilinas substituidas, nas mesmas condi¢cfes
reacionais ja padronizadas no item 5.1.1, foi possivel observar interessantes
resultados como pode ser observado na tabela 2.

As reacgbes que utilizaram anilinas substituidas com grupamentos ativadores
do anel (entradas 3 e 4, tabela 2), assim como a propria anilina (entrada 1, tabela 2)
obtiveram excelentes rendimentos 90, 94 e 100 % respectivamente, o quais foram
obtidos até o momento através RMNq. Ja a utilizacdo da anilina substituida por um
atomo de bromo na posicdo para do anel levou a obtencdo do produto com
rendimento razoavel (42%).

Este resultado pode ser explicado tendo em vista uma etapa crucial para a
formacdo do nudcleo quinolinico: a ciclizacdo. Esta etapa ocorre via adicéo
nucleofilica aromatica ao carbono ligado a carbonila. Assim, o efeito retirador de
elétrons que o atomo de bromo promove sobre o anel benzénico, desativa 0 mesmo
e dificulta esta etapa essencial para a formacdo do nacleo quinolinico. Por outro
lado, as anilinas metoxiladas nas posi¢des para e meta promovem a ativagdo do
anel devido ao seu efeito indutivo moderado, facilitando o ataque nucleofilico e a
consequente ciclizacdo (DENMARK, SCOTT E.; VENKATRAMAN, 2006; WANG,
2010; TUMMATORN et al., 2015).



88

Tabela 2. Parametros avaliados na sintese de quinolinas a partir da metodologia de
Skraup e Doebner-von Miller: Variagdo das anilinas e na concentragdo do
catalisador.

Reacéo R R Acido de Bronsted Tempo (H) Rendimento

. , (eq.) RMN g (%)
1 H H CSA (1) 15 100
2 H Br CSA (1) 15 55
3 H O-Me CSA (1) 15 90
4 O-Me H CSA (1) 15 94
5 H H CSA (0,1) 22 50
6 H Br CSA (0,1) 22 19
7 H O-Me CSA (0,1) 22 15
8 O-Me H CSA (0,1) 22 90
9 H O-Me CSA (0,1) 64 100
10 H H CSA (0,1) 64 100

As reacdes foram realizadas utilizando-se 1 eq. da anilina correspondente e 2,4 eq. de MVK em

dicloroetano sob refluxo (84°C).

E possivel observar, ainda, que a concentracdo do catalisador CSA utilizado
na proporcdo de 0,1 e 1 eg. molar proporciona diferentes rendimentos quando
comparamos reacfes com 0 mesmo produto de partida. Esta observacdo foi
relevante a fim de definir se concentracdes cataliticas do acido de bronsted seriam
suficientes para obter rendimentos aceitaveis. Desta forma, ficou evidente que
concentragfes cataliticas 0,1 eg. em com comparacdo com 1 eq, sS40 mMenos
eficientes e que o0 uso de 1 equivalente molar do acido de bronsted mostrava-se

necessario.

5.1.3 Concentracdo do aceptor de Michael

Ainda,a fim de avaliar a importancia do niumero de equivalentes molar do
aceptor de Michael - MVK (2-butenona), foram realizadas rea¢gbes com diferentes

concentracbes de MVK conforme demonstra a tabela 3. A partir dos resultados
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obtidos foi possivel afirmar que o uso de uma menor concentracdo da 2-butenona
prejudica o rendimento das reacdes. Estes resultados corroboram com a hipotese de
que por tratar-se de um componente volatil o MVK necessita de uma concentragéo

aumentada no sistema reacional.

Tabela 3. Parametros avaliados na sintese de quinolinas a partir da metodologia de
Skraup e Doebner-von Miller: variacdo do numero de eq. de MVK.

Ei" J'T:Ha

N o] e

O sa— 100

R, R, : Ri'ﬁh:f N

Reggé R, R, MVK (eq.) Acido d((;ql?;onsted Te(rg)po INMR (%)
1 H 1,2 CSA (1) 19 60
2 O-Me 1,2 CSA (1) 19 10
3 O-Me H 1,2 CSA (1) 19 65
4 H 2.4 CSA (1) 16 60
5 O-Me 2,4 CSA (1) 16 60
6 O-Me H 2,4 CSA (1) 16 93

As reacbes foram realizadas utilizando-se 1 eq. da anilina correspondente em dicloroetano sob

refluxo (84°C). O rendimento foi calculado através RMNq usando 0,25 eq. do padrédo interno DNB.

5.1.4 Variacdo do solvente utilizado

No intuito de melhorar ainda mais as condicdes para a sintese de quinolinas
utilizando a metodologia baseada em Skraup e Doebner-von Miller buscou-se avaliar
o rendimento frente a utilizacdo de diferentes solventes, conforme tabela 4. A
variacdo do solvente acarretou variagdo na temperatura de reacdo, pois as mesmas
foram mantidas sob refluxo.

O solvente pode influenciar na mobilidade dos reagentes, permitindo uma
colisdo efetiva para a formacdo dos produtos. E importante ressaltar que a interagéo
complexa entre o solvente e o soluto pode resultar em uma modificagéo da atividade
dos reagentes, suas energias livres, e, consequentemente, suas reatividades
(CLAYDEN et al., 2012).
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E possivel observar na tabela 4 que os melhores rendimentos foram obtidos
utilizando o dicloroetano (DCE) como solvente reacional, alcancando 40 % de

rendimento.

Tabela 4. Parametros avaliados na sintese de quinquinas a partir da metodologia de
Skraup e Doebner-von Miller: variagdo dos solventes utilizados.

CH,
T NHZ /fl\ ___,--’QT.-'L‘:_M
| P = CH, LR.;;; “NZ
. MVK Acido de Bronsted Temperatura  Tempo RMN(q
Reacéo Solvente
(eq.) (eq.) (°C) (H) (%)
1 2,4 CSA (1) DCE 84 16 40
2 2,4 CSA (1) Tolueno 110 16 35
3 2,4 CSA (1) Metanol 65 18 17
4 2,4 CSA (1) THF 66 18 14

As reacdes foram realizadas utilizando-se 1 eq. da anilina em seus solventes correspondentes sob
refluxo. O rendimento foi calculado através RMNq usando 0,25 eq. do padréo interno DNB. Onde THF

corresponde ao solvente tetrahidrofurano.

5.1.5 Variacéo da temperatura e tempo

A fim de avaliar os efeitos da variagcdo de temperatura sobre os rendimentos
das reacdes e consequente formacao de quinolinas foram realizadas reacfes em
temperatura ambiente e a 84 °C conforme descreve a tabela 5 nas reacdes de 1-6.

E possivel observar que a temperatura reacional influenciou fortemente no
resultado da reacéo, embora utilizando as condicfes ja padronizadas, com excecao
da temperatura ambiente, as reacdes 4-6 ( tabela 5) obtiveram baixos rendimentos
gquando comparadas como as reacdes 1-3 (refluxo & 84°C). A relacdo entre a
temperatura e a velocidade reacional € claramente conhecida e descrita, tendo em

vista que o0 aquecimento é fonte energética para a reacédo (CLAYDEN et al., 2012).
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Tabela 5. Parametros avaliados na sintese de quinolinas a partir da metodologia de
Skraup e Doebner-von Miller: variagdo da temperatura reacional em fungéo do
rendimento obtido.

R" ,LEHa
/@m + %\j\ L Rh_,lxl-::j/ N
R, R, CHs R ™7 "N
Reacdo . Ry Acido de Bronsted Temperatura  Tempo RMNG (%)
(eq.) (°C) (H)
1 H H CSA (1) 84 °C 15 100
2 H O-Me CSA (1) 84 °C 15 90
3 O-Me H CSA (1) 84 °C 15 94
44 O-Me H CSA (1) R.T. 44 56
5 H O-Me CSA (1) R.T. 44 0
6 H H CSA (1) R.T. 44 20
7 H H CSA (1) 84 °C 2 100
8 O-Me H CSA (1) 84 °C 2 80
9 H H CSA (1) 84 °C 1 65
10 O-Me H CSA (1) 84 °C 1 65

O rendimento foi calculado através RMNq usando 0,25 eq. do padréo interno o DNB. R.T. =
temperatura ambiente.As reac¢Bes foram realizadas utilizando-se 1 eq. da anilina correspondente e
2,4 eg. de MVK em dicloroetano.

O que buscamos saber nas reacdes descritas na tabela 5 (reacbes 1-6) é se
neste caso fazia-se necessario o uso de temperaturas mais altas, o que ficou
evidente quando observamos os rendimentos observados. Desta forma, nas reagdes
de otimizacdo consecutivas foi definido utilizar banho de 6leo a 84 °C .

Além disso, na tabela 5 estdo descritas, ainda, as reacdes 7-10 que trazem
informagdes adicionais sobre a variagcdo do tempo reacional influenciando nos
resultados. Em ensaios anteriores periodos de até 72 horas foram avaliados, nos
quais o tempo exacerbado néo influenciou positivamente no rendimento reacional.

Foram realizadas reagbes com 2 tipos distintos de anilina, cujos substituites sao
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ativadores do anel. As reacOes foram realizadas nos tempos de 1 e 2 horas. Como
resultados constatou-se que em 120 minutos a formagdo das quinolinas

correspondente alcangava os rendimentos desejaveis.

5.1.6. Condic0Oes reacionais padroes

E possivel afirmar que o processo de otimizacdo das reaces de obtencdo
das quinolinas levou ao estabelecimento de condi¢cfes reacionais ideais baseando-se
em rendimentos obtidos através de isolamento (nas reacfes iniciais da
padronizacdo) ou através de RMNg (nas reacles posteriores). No entanto, foi
verificado que o DNB nado era o padrédo interno ideal para as quantificacbes de
rendimento através RMNg. Esta conclusdo foi obtida, quando se observou que as
areas dos sinais no espectro de RMN 1H caracteristicos da quinolina em questao
(destacados em laranja na figura 41) alcancavam valores superiores a 1.

Neste tipo de avaliacdo de rendimento na integral do sinal de referéncia do
padrdo interno é sempre atribuido o valor absoluto de 1. Ja os outros sinais
pertencentes ao padrdo interno ou as outras moléculas a serem avaliadas séo
relativos ao sinal padréo escolhido. Desta forma, o valor da integral do sinal
correspondente ao composto a ser avaliado € diretamente proporcional a
concentracdo do mesmo no meio conforme figura 26. Se a integral do composto
avaliado for igual a 1, entdo teremos um rendimento de 100%, por exemplo.
Conforme nossas andlises, o rendimento seria de mais de 100% o que matematica e

guimicamente esté incorreto.
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Figura 26. Espectro de RMNq de 'H. As areas destacadas em verde correspondem
aos sinais relativos ao padrdo DNB. As areas destacadas em laranja representam os
sinais relativos a quinolina.

O DNB é conhecido por ser usado com padréo interno em quantificacdes por
RMNg. No entanto, esta molécula também é conhecida por atuar como agente
oxidante em reacfes quimicas, incluido reacdes cujos produtos sdo quinolinas (LIU
et al.,, 2017; DONG et al., 2018). Assim, uma das hipéteses a ser considerada € de
que o DNB tenha sido reduzido no meio reacional, diminuindo assim sua area
proporcional no espectro de RMNq. Neste tipo de alteracdo, teriamos um aumento
errbneo e proporcional da area dos sinais da quinolina no espectro de RMN, levando
a um resultado “falso-positvo” conforme é possivel observar na figura 27.

Desta forma buscamos encontrar outro padrdo interno que atendesse aos
requisitos minimos para a avaliagdo por RMNq. Esta busca levou ao uso e
padronizacdo do 1,3,5-trimetoxibenzeno — TMB como padréo interno para RMNq de
'H. Para chegar a esta conclusdo as reag6es foram submetidas ao uso de TMB e o
rendimento foi calculado através de isolamento e RMNqg (HANNA; LAU-CAM, 2001;
GUIDO F. PAULI et al., 2004).
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Figura 27. Espectro de RMNq de !H. As areas destacadas em verde correspondem
aos sinais relativos ao padrdo TMB. As areas destacadas em amarelo representam

0s sinais relativos a quinolina.

A partir deste ponto as principais condi¢des reacionais testadas anteriormente
foram repetidas experimentalmente, mas desta vez utilizando o TMB como padréo
interno. Desta forma chegamos as condicbes ideais para reacdo, conforme

demonstra a esquema 11.

= CSA [1 eq.), 2h r/\\)
+R =
= ’ /\‘E/ DCE, reflux e ’J’ﬂ‘“N

H,N

.

Esquema 11. Condicdes ideias para sintese de quinolinas utilizando metodologia
baseada em Skraup e Doebner-von Miller.

Embora os resultados demonstrados tenham sido promissores permitindo a

sintese de novos derivados quinolinicos por metodologia adaptada, através de
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dados experimentais e posteriormente em dados da literatura encontramos algumas
limitacdes do método proposto.

Enquanto utilizamos a 2-butenona (MVK) como aceptor de Michael as
reagfes aconteceram com rendimentos razodveis em torno de 40% em média. No
entanto, quanto utilizamos cetonas a,B-insaturadas substituidas no carbono B, sob
as mesmas condi¢cdes reacionais, ndo ocorria a formacdo da quinolina respectiva

(esquema 12).
o CH,

NH AN
e 2 . T CH;, — X » R : 1
R_M | SN

Esquema 12. Esquema demonstrativo das tentativas de sintetizar o nucleo
quinolinico usando a metodologia proposta.

R

Segundo dados publicados por Calow e colaboradores que fizeram um estudo
investigando a preferéncia pela adicdo conjugada 1,2 ou 1,4 de Michael, os
pesquisadores demonstraram que a metilvinilcetona € uma excecdo dentre as
cetonas a,B-insaturadas. Em moléculas que apresentam substituintes tanto no
carbono a quanto no B, a configuracéo trans, normalmente a mais estavel, favorece
a adicdo 1,2 de Michael, o que resulta no ataque nucleofilico ao carbono da
carbonila e ndo ao carbono B da insaturacdo. Em tais condicbes ha formacdo de
uma imina fato que nédo permite a formacgéo de quinolinas usando a nossa estratégia
inicial conforme esquema 12 e 13 (CALOW et al., 2014).
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Esquema 13. Esquema demonstrativo da possivel causa das limitagbes da proposta
sintética baseada em Skraup Doebner von-Miller.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados expostos é possivel concluir que a metodologia
baseada em Skraup e Doebner-von Miller ndo obteve o éxito desejado, embora
tenha possibilitado a sintese de 4 quinolinas substituidas a partir de anilinas simples
e cetonas a, B-insaturadas. O fator limitante desta reacdo é de que a mesma se
baseia na adicdo 1,4 de Michael. Com a substituicdo do aceptor de Michael ha o
favorecimento da formac&o do produto 1,2 de Michael, impossibilitando a obtencéo
de quinolinas nas condi¢cdes testadas. Desta forma, nesta tese buscamos outra
metodologia que pudesse permitir sintetizar quinolinas a partir de anilinas simples,

conforme esta descrito no capitulo seguinte.






CAPITULO 2 — CATALISE POR PALADIO
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1 INTRODUCAO

Atualmente, a humanidade vive em uma era de crescentes inovacoes e
avangos nas mais variadas areas. A necessidade do desenvolvimento de novos
compostos quimicos € crescente seja para 0 uso como medicamentos na area da
saude, como insumos agricolas ou agroquimicos na agricultura ou ainda na industria
quimica em geral.

A gquimica organica, em geral, busca constantemente novas metodologias
mais eficazes e seguras para a construcdo de moléculas organicas complexas.
Neste contexto, a formacdo de ligacbes entre carbonos (C-C) € de extrema
importancia para a formacdo de cadeias carbonicas utilizadas das mais variadas
formas pela industria quimica e farmacéutica. Esta importancia esté refletida, por
exemplo, pelas premiagces com o Nobel de Quimica para Reacdo de Grignard
(1912), Reacdo de Diels-Alder (1950), Reacdo de Wittig (1979), Metatese de
Olefinas (2005) e recentemente acoplamentos cruzados catalisados por Paladio em
2010 (BROCKSOM et al., 2010; VICTOR et al., 2016).

As reacOes de acoplamento cruzado, em especial a reacdo Mizoroki-Heck,
representam uma classe de reacdes de grande importancia na sintese organica, por
permitirem a formacdo de novas ligacfes C-C, possibilitando a exploracdo de um
novo patamar de pesquisas, principalmente nas areas de Sintese Total de Produtos
Naturais, Quimica Medicinal e Nanotecnologia.

Neste trabalho tem sido descrita a importancia do nucleo quinolinico e sua
extensiva descricdo como um esqueleto privilegiado na quimica medicinal, em
especial para descoberta de novos farmacos antitumorais e antifingicos. Nesta
Otica, 0 uso das reacbes de acoplamento cruzado para obtencdo mais eficaz de

Nnovos compostos quinolinicos torna-se um estratégia inteligente e inovadora.
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2 OBJETIVO GERAL

Desenvolver uma nova metodologia sintética para o nucleo quinolinico

utilizando a catalise de Paléadio através das reacdes de Heck.

2.1 Objetivos especificos

e Avaliar a formacado do nucleo quinolinico sob diferentes condictes
reacionais e catalizadores;
e Estabelecer um algoritmico reacional que ofereca melhores condicdes

e rendimentos para o nucleo quinolinico;
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Acoplamentos organometalicos cruzados

O acoplamento organometalico cruzado é denominado como uma reacao
organica entre duas moléculas diferentes na qual € criada uma nova ligacao
carbono-carbono mediada por atomos de metais de transicdo como paladio (Pd),
platina (Pt), ouro (Au), niquel (Ni), zinco (Zn), roédio (Rh), dentre outros. Essa
estratégia sintética proporcionou uma perspectiva mais abrangente a quimica
organica sendo o paladio (Pd) o agente catalitico mais utilizado. Neste caso a
criacdo direta de uma ligacdo entre carbonos sp? e sp? ou sp, em que nao se
observa reatividade ibnica, radicalar ou periciclica como em outros tipos de reacao,
faz-se necessario o uso de catalise por metais de transicdo (BROCKSOM et al.,
2010; BATALHA et al., 2014).

Os acoplamentos organometalicos cruzados sao de extrema relevancia na
quimica organica devido a sua potencialidade e possibilidades reacionais conforme
demonstra o esquema 14. A formacéo de ligacGes carbono-carbono esta entres os
processos quimicos mais importantes da atualidade. O controle dessas reacdes
ampliou significativamente a variedade de rotas sintéticas na construcdo de
compostos complexos a partir de precursores simples. Devido a isto em 2010 o
Prémio Nobel de Quimica foi dado a trés pesquisadores renomados no estudo das
reacoes de acoplamentos organometalicos cruzados. A Academia Sueca laureou o
quimico norte-americano Richard F. Heck (Delaware University, Estados Unidos) e
0s quimicos japoneses Ei-ichi Negishi (Purdue University, Estados Unidos) e Akira
Suzuki (Universidade de Hokkaido, Japéo) “por acoplamentos cruzados catalisados
por paladio, em sintese organica” (BROCKSOM et al., 2010; FELPIN et al., 2011;
BATALHA et al., 2014).
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Esquema 14. Exemplos de acoplamentos organometalicos cruzados. Adaptado de
Speziali, 2012.

3.1 Reacdo de Heck

A Reacdo de Heck € uma das mais importantes reacfes de acoplamento
cruzado levando-se em consideragdo sua aplicabilidade na quimica fina, na sintese
de polimeros e farmacos, com elevada seletividade e toleréncia a presenca de
diferentes grupos funcionais. A reacdo de Heck ou reacdo de Heck-Mizoroki foi
primeiramente descrita de forma independente por Mizoroki e Heck no inicio da
década de 70 quando ambos reagiram iodo-arilas com olefinas em presenca de
paladio (OESTREICH, MARTIN, 2009; MARTINS; ALVAREZ, 2010; FELPIN et al.,
2011).
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Atualmente a reacdo de Heck é descrita como o acoplamento de haletos de
arila, vinila e benzila com olefinas catalisadas pela presenca de fontes homogéneas
ou heterogéneas de paladio (esquema 15) Além disso, muitas variacdes desta
reacdo podem ser realizadas usando triflatos (OTf) de arila. Também foi observado
experimentalmente que a ordem de reatividade normalmente é I>OTf>Br>Cl.
Diferentes fontes de paladios e ligantes auxiliares podem ser empregados nesta
reacdo. A maioria utiliza temperaturas elevadas, solventes apréticos como DMF
(dimetilformamida) e DMA (dimetilacetamida), além de bases com a trietilamina
(NET3) e acetato de sodio (NaOAc), possibilitando o uso de aril- ou vinil-olefinas
funcionalizadas com altos rendimentos (OESTREICH, MARTIN, 2009; MARTINS;
ALVAREZ, 2010; FELPIN et al., 2011).

T " g H
R-X *+ # 'R, _CatdlisedePalidio ™.

1
Base

X=1, Br, Cl e OTf
Esquema 15. Esquema geral da reacao de Heck

Quanto ao mecanismo reacional, em geral sdo aceitos dois estados de
oxidacdo do paladio no ciclo catalitico, Pd(0) e Pd(ll), mas também ¢é possivel
encontrar relatos de Pd(I)-Pd(IV). A Reacdo de Heck pode ser catalisada tanto por
complexos de paladio contendo ligantes fosfinas, como por complexos livres de
fosfinas. Dentre outras funcdes, as fosfinas estabilizam os atomos zerovalentes de
paladio cataliticamente ativos para a reacdo. No esquema 16é possivel observar o
ciclo catalitico geral e mais tradicional para o acoplamento de Heck contendo as
etapas principais da reacdo (OESTREICH, M, 2009; MARTINS; ALVAREZ, 2010;
FELPIN et al., 2011).
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Esquema 16. Mecanismo geral para reacdo de Heck. Adptado de speziali, 2012.

A reacdo € iniciada com a reducdo intramolecular (pré-ativacdo) do
catalisador, isto é, geracdo dos complexos de Pd(0) cataliticamente ativos para a
reacdo através da reducdo de espécies de Pd(ll) e de mecanismos de mdultiplas
trocas de ligantes. Em seguida, o agente de arilacdo (AR-X) se adiciona gerando
uma espécie de Pd(ll). Esta etapa € denominada adicdo oxidativa, devido ao
aumento do numero de oxidagdo do paladio. Depois desta etapa, segue-se a troca
de um ligante L pela olefina, que forma um complexo com paladio. A seguir ocorre a
insercao migratoria de uma molécula de ligante fazendo com que a ligagéo carbono-
carbono aconteca. Em seguida, ocorre a B-eliminacéo de hidrogénio e formacédo do
produto almejado. A base presente na reacdo remove o hidrogénio do complexo
gerado na etapa anterior, regenerando o Pd(0) para o novo ciclo catalitico
(OESTREICH, M, 2009; MARTINS; ALVAREZ, 2010; FELPIN et al., 2011,
MARCELO GOMES SPEZIALI, 2012).
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Apesar das etapas descritas na figura 35 serem basicas das reacles
organometalicas de um modo geral, varias incognitas e opinides divergentes sobre
0s mecanismos especificos perduram no meio cientifico e permanecem sem uma
resposta definitiva até o0 momento. A interacdo complexa entre os efeitos causados
pelas diferentes bases, fontes de paladio, solvente, etc. constitui-se uma tarefa dificil
de prever com precisdo, onde pequenas e sutis modificacbes podem alterar
drasticamente a reatividade do sistema (MARCELO GOMES SPEZIALI, 2012).

3.1.2 Reacdes de Heck na sintese de farmacos: exemplos da literatura

E possivel encontrar na literatura inGmeros trabalhos que abordam a
aplicacdo da reacdo de Heck na sintese de farmacos, estas reacdes tém sido
largamente utilizadas na sintese de compostos bioativos. No texto abaixo serdo
abordados alguns exemplos nos quais a reacédo de Heck apresenta-se essencial na
sintese da molécula ativa.

Um antagonista do receptor de tromboxanos (esquemal?) foi sintetizado em
larga escala pela Pfizer em 1998 utilizando a reacdo de Heck. Na primeira etapa foi
realizada a reacao entre o iodeto de arila substituido com o acrilato de metila
(esquema 17), utilizando acetato de paladio e trietlamina como base.
Posteriormente, os autores relataram utilizar o mesmo sistema com brometo de n-
vinilftalimida, obtendo 58% de rendimento em um sistema sem fosfina (CHEN;
PULLARKAT, 2012; LIMBERGER, 2012; MPUNGOSE et al., 2018).
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antagonista do receptor de tromboxano

Esquema 17. antagonista do receptor de tromboxanos utilizando a reacdo de Heck.
Adaptado de Limberger, 2012.
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E possivel encontrar na literatura publicacdes que demonstram a utilizacZio da
reacdo de Heck como etapa crucial na sintese da sertralina. A sintese foi realizada
fazendo o acoplamento entre sais de diazénio e o ninamato de metila (esquema 18).
Desta forma o intermediario na sintese da sertralina foi sintetizado com 85% de

rendimento.

Ph Ph

Cl
x _Cl
[J
H, (1 bar)

|
Ph/\/COOMe _ N.BFq . CIW/COOME - C'COOMe
sig Pd(OAc), 10 mol % | A &

CH30H, 25 °C, 3h
85 % (duas etapas)

2.7

o M
W\/ ““NHCH,
Cl N\~
// Indatralina

24

27

Sertralina
25

Esquema 18. Etapas sintéticas da sertralina que utilizam a reacdo de Heck.
Adaptado de Limberger, 2012.

Ainda é possivel descrever a sintese do farmaco antiinflatorio cetoprofeno,
sintese na qual é descrita a reacdo de Heck como uma de suas estratégias
sintéticas essenciais a fim de obter uma olefina intermediaria no processo conforme
esquema 19. Nesta rota sintética, a reacdo de Heck é realizada reagindo 3-
bromobenzofenona e o eteno (etapa chave) formando uma olefina intermediaria a
gual & submetida a uma metoxicarbonilacdo levando a formacao de um éster com
99,5% de regioseletividade. Posteriormente, uma hidrélise alcalina do éster leva a
formacao do cetoprofeno com 90% de rendimento em 4 etapas conforme esquema
19 (LIMBERGER, 2012; MPUNGOSE et al., 2018).
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Esquema 19. sintese do cetoprofeno baseada na reacdo de Heck.






113

4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Procedimento experimental geral

Os produtos quimicos e reagentes foram adquiridos a partir de fornecedores
comerciais e utilizados conforme indicacdo do fabricante. Os solventes foram
destilados sob atmosfera de nitrogénio quando necesséario. As reacfes que
requereram condi¢cdes anidras foram realizadas sob atmosfera de nitrogénio ou
argoénio. As reacdes foram monitoradas por cromatografia de camada delgada
(CCD) em placas 0,2 milimetro pré-revestidos de silica gel (Merck) e visualizados,
por pulverizagdo com diferentes reveladores (anisaldeido sulfurico, acido
fosfomolibdico e permanganato de potassio) sob aquecimento, além de observacdo
sob luz UV. A evaporacdo e concentracdo dos solventes foi feita no evaporador
rotativo usando bomba de vacuo. Os espectros de 'H RMN e ¥C RMN foram
medidos em Equipamento Bruker® 300 e 400 MHz, usando SiMes (TMS) como
padrdo interno. Os deslocamentos quimicos (d) sdo dados em ppm e as constantes

de acoplamentos (J) sdo dadas em Hertz. O solvente deuterado utilizado foi CDCls.

Padrées de desdobramento foram designados como segue: s = simpleto, sl

simpleto alargado, d = dupleto, dd = duplo dupleto, ddd = duplo duplo dupleto, t
tripleto, dt = duplo tripleto, g = quarteto, m = multipleto. As purificdes foram
realizadas através de cromatografia em coluna utilizando sica gel 60 (70-200 mesh
e 40-60 mesh) ou utilizando sica gel 60 PF254 para cromatografia preparativa em
camada fina. O éter de petréleo (EP) foi usado nas purificacdes (ponto de ebulicdo
40-60 °C).

4.2 Proposta de sintese de quinolinas a partir da reacdo de Heck

Incialmente foi proposta a reagéao descrita por Cho & Kim (CHOA; KIM, 2007)
reagindo as anilinas orto substituidas por lodo ou Bromo com uma cetona a,B-
insaturada sob diferentes condic¢des, utilizando Paladio como catalizador em meio

basico conforme o esquema abaixo:
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Esquema 20. proposta reacional descrita por Cho & Kim (CHOA; KIM, 2007)

4.2.1 Reacao de Heck classica

A reacdo classica de Heck foi realizada reagindo o iodobenzeno com uma
chalcona. Foi adicionado a um baldo de fundo redondo 1 eq. de iodobenzeno (0,5
mmol), 0,1 eq. de acetato de paladio (0,05 mmol), 0,2 eq. de trifenilfosfina
(0,2dmmol), 6 eq. de acetato de sodio anidro (3 mmol), 2 eq. da 1,3-difenil-2-
propenona (Immol) em 5 ml de N,N-dimetilformamida (DMF) anidra. A reacao foi

mantida sob atmosfera de argbnio e a 100°C durante 18 horas conforme esquema

21.
I 0 G 0
S . Pd(OAc);, PPhj, NaDAc - .

| P O G DMF, 100 °C, overnight O G

Esquema 21. reacdo classica de Heck foi realizada reagindo o iodobenzeno com a
uma chalcona.

4.2.2 Protecéo das anilinas

Trés metodologias foram testadas a fim de proteger as anilinas orto
substituidas por Br e | com o grupamento di-terc-butildicarbonato (BOC20) conforme

esquema 22 abaixo.
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Esquema 22. protecéo da anilina substituida pelo grupamento BOC.

Na reacdo baseada na metodologia de Sutou e colaboradores (2008)
(SUTOU et al., 2008) foram adicionados em um baldo de fundo redondo 1 eq. (5
mmol) da 2-Br-anilina, 2 eq. de BOC20 (10 mmol), 0,1 eq. de 4-dimetilaminopiridina
(DMAP) e 15 ml de tetrahidrofurano anidro (THF). A reacéo foi mantida sob refluxo e
atmosfera inerte por 24 horas. ApGs este periodo a reacédo foi interrompida com a
adicdo de 50 ml de agua destilada ao baldo reacional. A mistura foi submetida ao
processo extrativo em funil de separacdo sendo extraida através de 4 x 20 ml do
solvente diclorometano.A fase organica foi seca por sulfato de sodio anidro, filtrada
em algoddo e evaporada sob presséo reduzida. O residuo bruto resultante desse
processo foi alicotado e submetido a anélise de RMN, além de posterior purificacdo
em coluna cromatogréafica com sistema eluente 9:1 de éter de petréleo e acetato de
etila.

Na reacdo baseada na publicacdo de Colobert e colaboradores (COLOBERT
et al., 2009) foram adicionados em um baldo de fundo redondo 1 eq. (5 mmol) da 2-
Br-anilina, 1,1 eq. de hidreto de sodio (5,5mmol) e 15 ml de THF anidro, sob
atmosfera inerte. Esta mistura foi, entéo, resfriada para a adicdo lenta e sob agitacao
de 1,2 eq. de BOC20 (6 mmol). A reacdo foi mantida sob refluxo e atmosfera inerte
por 15 horas. Apés este periodo a reacdo foi, novamente, resfriada e interrompida
com a adicdo de 50 ml de agua destilada ao baldo reacional. A mistura foi extraida
com éter dietilico (3x50ml). A fase organica foi lavada com solu¢do saturada de
cloreto de amdnio e bicarbonato de sddio. Posteriormente, a fase organica foi seca
com sulfato de sédio anidro, filtrada em algodéo e evaporada sob presséo reduzida
afim de se obter o residuo bruto da reacdo. Este residuo foi submetido a analise de
RMN e posterior purificacdo em cromatografia de coluna com sistema eluente na
proporcao 20:1, éter de petréleo:éter etilico.

Na reacdo baseada em Denis e colaboradores (2015) (DENIS et al., 2015)
foram adicionados a um baléo de fundo redondo 1 eq. (5 mmol) da 2-Br-anilina, 1,6

eg. de BOC:z (8 mmol) e 15 ml de THF anidro. A reacao foi mantida sob refluxo e
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atmosfera inerte por 4 dias. Apos este periodo a reacdo foi
interrompida com a adicdo de 50 ml de agua destilada ao balédo reacional. A mistura
foi extraida com éter dietilico (3x50ml). A fase orgéanica foi lavada com solugéo
saturada de bicarbonato de sodio. Posteriormente, a fase orgéanica foi seca com
sulfato de sédio anidro, filtrada em algodao e evaporada sob pressao reduzida afim
de se obter o residuo bruto da reacéo. Este residuo foi submetido a analise de RMN
e posterior purificacdo em cromatografia de coluna com sistema eluente na

proporcédo 95:5, éter de petréleo:éter etilico.

4.2.3 Sintese das cetonas-a,-insaturadas

Algumas cetonas a,B-insaturadas encontram-se indisponiveis
comercialmente, portanto foi necessario sintetiza-las em laboratorio. Para tal
,utilizamos a metodologia deHorner—Wadsworth-Emmons (HWE) conforme
esquema abaixo (DUDZINSKI et al., 2012).

/
0 o |
R~ + )J\VWE::D LIOH, THF, 2hs, 0°C o
0 @/\/M\
R=He Ar

Esquema 23. Sintese de cetonas a,B-insaturadas através de reacdo de HWE.

Em baldo de fundo redondo foram adicionados 1,13 eq. de Hidroxido de litio
(23,56 mmol) a uma solugdo de THF seco (30 ml) contendo 1 eq. do aldeido
respectivo (12 mmol), juntamente com 1,2 eq. do 2-oxometilfosfanato (14,4 mmol) a
0°C. A mistura foi mantida sob agitacdo durante 2 horas a 0°C. Apoés este periodo a
reacao foi interrompida com a adicdo de solucédo saturada de cloreto de amonio e
extraida com acetato de etila. A fase orgéanica foi reservada e a fase aquosa foi
diluida com agua e extraida com acetato de etila. As duas fases organicas foram
reunidas, secas com sulfato de magnésio e tiveram o solvente retirado através de
evaporacao sob presséo reduzida. O o6leo residual foi purificado por cromatografia

em coluna, utilizando com eluentes éter etilico e éter de petréleo.
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4.2.4 Sintese baseada na reacao de Heck para obtencéo de quinolinas

A sintese de quinolinas baseada na reacdo de Heck foi realizada reagindo
anilinas orto substituidas por Br ou |, previamente, protegidas com o grupamento
BOC, com cetonas a,B-insaturadas variaveis conforme o esquema geral 24. A fim de
encontrar as melhores condicfes reacionais, diversas condi¢cdes foram testadas
como: solvente, temperatura, complexos de Paladio e suas concentracfes, tempo
reacional, atmosfera (aberta, N2 ou O2), presenca de agente oxidante e método de
quantificacdo (isolamento ou gRMN).

R;
X o e,
Ry. = R, Diferentes condigdes e “‘i
) =y - [
H,N o F N7 R,
X=Brand| R;=H, Me and Phr

R, = H, CH,CH, (CH,),Ph and Ph

Esquema 24. Esquema geral para sintese de quinolinas baseada na reacdo de
Heck.

De modo geral, primeiramente foram adicionados ao tubo reacional o0s
reagentes solidos, seguidos do respectivo solvente e por dltimo da cetona a,B-
insaturada. As anilinas foram pesadas e adicionadas ao tubo reacional na proporcao
de 1 equivalente molar (1 eq.), juntamente com 1 a 2 ml do solvente na
concentracdo de 0,5 mMol. Logo em seguida, os complexos de Paladio foram
adicionados na proporcéo variavel de 1 a 0,1 eq. Em seguida, foram adicionadas as
respectivas bases e cetonas a,B-insaturadas nas propor¢des variaveis de 1,2 a 2,4
eq.

A maioria das reacdes foi realizada sob atmosfera inerte (N2 ou Ar), mas,
ocasionalmente, a fim de testar esta necessidade foi utilizada atmosfera aberta ou
sob gas oxigénio. As reacOes foram realizadas em tubo selado com volume total de
10 ml. As reagbes foram mantidas sob sistema fechado e monitoradas por
cromatografia de camada delgada (CCD), a fim de observar o consumo do reagente
limitante da reacao (anilinas). O tratamento reacional foi realizado com a evaporagao
do solvente sob presséo reduzida, seguido de particdo em funil de separacdo com

éter dietilico e solugcéo saturada de bicarbonato de sodio.
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ApoOs a extracdo, e o solvente organico foi retirado através da evaporacao sob
pressado reduzida, obtendo-se o residuo bruto da reacdo. Uma pequena aliquota
deste (10-20 mg) foi solubilizada em solvente deuterado para analise de ressonancia
magnética nuclear (RMN). Caso fossem detectados sinais diagndésticos do produto
desejado, a reacdo bruta era purificada através de cromatografia em coluna ou
placas preparativas. Apos o isolamento e identificacdo por RMN da respectiva
quinolina o rendimento da reacao era calculado levando-se em consideracdo como

reagente limitante a respectiva anilina utilizada.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Proposta de sintese de quinolinas a partir da reacédo de Heck

Levando em consideracdo as limitagdes sintéticas do método de Skraup e
Doebner-von Miller, trabalhamos para encontrar um novo método sintético para o
ndcleo quinolinico viavel quimica e economicamente.

Apo6s ampla revisdo na literatura foi verificado que seria possivel propor um
meétodo inédito para sintese de quinolinas como descrito no esquema 25.

Ry O
- ’ e N AR
N —_— n
R R R LI
T T
Rj
Esquema 25. Esquema geral proposto incialmente para sintese do ndcleo
quinolinico.

No entanto, acabamos encontrando uma publicacdo de Cho & Kim onde um
método parecido foi descrito em 2007 (CHO; KIM, 2007). Desta forma, inicialmente,
tentamos reproduzir as condi¢cdes descritas na publicacdo sem sucesso conforme

demonstrado Tabela 6.
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Tabela 6. Diferentes condicGes testadas na tentativa de reproduzir o estudo de
(CHO; KIM, 2007).

X O
NH2 N

X = Brand|
. Temperature Time

Catalysis Base Solvent (°C) (hours)
Pd(OAc,/PPh; NaOAc DMF 100 15
Pd(OAc),/ PPhy NaOAc DMF 100 72
Pd(PPhs), NaOAc DMF 100 15
PdCI,(PPhs), NaOAc DMF 100 15
Pd(dba),/ DPPF NaOC(CHs); Toluene 100 15

Apds ndo conseguir reproduzir as condicfes descritas no artigo de Cho &
Kim, decidiu-se testar a mesma metodologia, mas utilizando o iodobenzeno em

substituicdo a 2-iodo e 2-bromoanilina conforme esquema 26.

I 0
YN Pd(OAc), PPhy, NaDAc
.
| P DMEF, 100 °C, overnight

Esquema 26. Esquema de reacdo teste da reacao de Heck descrita por Cho & Kim.

A reacdo com iodobenzeno foi efetiva permitindo a obtencédo do produto de
Heck conforme espectro de C'3 RMN descrito na figura 28, onde é possivel observar
o0 surgimento de sinal caracteristico de carbono quaternario em 154,7 ppm,
possibilitando, desta forma concluir que a reacdo de Heck estava funcionando e que
os dados publicados por Cho & Kim necessitam ser investigados mais
profundamente afim de que se comprove as informagdes publicadas. Além disso, 0
resultado positivo descrito na figura 28 possibilitou propor modificagdes no esquema
reacional inicial afim de chegar ao éxito na reagdo de Heck empregando as anilinas
(CHO; KIM, 2007).
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Figura 28. espectro de C?¥®RMN do bruto reacional que demonstra o sinal
caracteristico do produto de Heck.

Assim, foi proposta a protecdo da anilina com o grupamento di-terc-butil
dicarbonato (BOC:20) conforme esquema 27. Nesta reacdo utilizamos como solvente
tetrahidrofurano (THF) sob refluxo por 4 dias, chegando, apés a purificacdo, a 50%

de rendimento em virtude de uma possivel complexagdo com Pd.

X
H
NH, N_ O
X 0.__0_0 THF, 4 da 7<
DD b ah g L U T
= 0 O Reflux
X=Brorl

Esquema 27. Reacédo de protecdo da anilina.

Depois da protecao da anilina com o grupamento BOC repetimos a reacéo de
Heck nas mesmas condi¢fes, previamente, testadas conforme a tabela 7. Em nossa
primeira tentativa utilizamos a 2-bromoanilina protegida afim de obter o produto de
Heck. No entanto, o resultado observado foi negativo. N&do ocorreu, portanto, a

formacao do produto de Heck nas diferentes condicdes diferentes testadas.



122

Tabela 7. Reacao de Heck utilizando a 2-bromo anilina protegida.

Br H (0] >LOj)LHO
N (9] . S N
SRR é“o ®

Catalysis Base Solvent Tem:::%'?ture Time (hours)
Pd(OAc),/PPh; NaOAc DMF 100 15
Pd(OAc),/PPh; Bu,N*Cl-/ DIPEA DMF 100 72

Uma das hipéteses levantadas para o ndo funcionamento da reacéo foi o
impedimento espacial causado pelo grupamento BOC acoplado a anilina,
juntamente com os dois grupamentos aromaticos presentes na cetona aq,B-
insaturada. Levando em consideragao estas informacgdes, decidimos testar a cetona
a,B-insaturada mais simples em termos de substituicdo e numero de carbonos: a

metilvinilcetona  (MVK). Esta reacdo foi realizada nas mesmas

K

H o 0O

0

S

N\H/DK N %\,JJ\ Pd(OAc), PPhy NaOAc .
0

DMF, 100 °C, ovemnight |

condi¢cdesanteriormente testadas conforme esquema 28.

X

=

P
.
x=Brorl

Esquema 28. Reacao de Heck utilizando a metilvinilcetona como material de partida.

Os resultados alcancados a partir do uso da metilvinilcetona como material de
partida foram bastante promissores. Para a 2-bromoanilina protegida foi isolado o
produto de Heck com 71% de rendimento. Ja na reagdo com a 2-iodoanilina
protegida o rendimento do produto de Heck isolado foi de 98%. A partir destes
resultados foi possivel observar o importante papel dos substituintes na olefina,
assim como a natureza do halogénio presente na posi¢cao orto da anilina protegida.
Fica evidente que a 2-iodoanilina é mais apropriada para realizar os acoplamentos
de Heck devido a maior reatividade deste halogénio em comparacao direta com o

bromo.
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Tais resultados corroboram com as afirmacdes ja publicadas por Richard
Heck em uma revisdo que discutia a versatilidade da sua propria reacdo. Nesta
revisdo é demonstrado que iodetos tém mais reatividade que brometos de arila.
Outra informagdo importante € a natureza da substituicdo da olefina que podem ser
mono, di ou trissubstituidas. No entanto quanto menos substituidas mais rapida € a
reacao de acoplamento (HECK, 1979, 1982; WATSON, 2016).

Apbés obtermos o produto de Heck isolado, testamos duas condi¢gfes
diferentes afim de fazer a retirada do grupamento BOC, deixando a anilina livre pra

ciclizar em reacao de ataque ao carbono da carbonila da olefina conforme tabela 8.

Tabela 8. Esquema de desprotecao da anilina, posterior ciclizacdo e obtencéo do 2-
metilquinolina.

HN® "0 O Acid “" ‘“l J\

= | = ~F N7

ey
Acid Solvent Temperature Time (Hours) Yield (%)
TFA CH2Clz r.t. 4 72
HCI MeOH r.t. 2,5 36

Os resultados exibidos na tabela 8 demonstram que o acido trifluoroacético
(TFA) teve um desempenho melhor quando comparado ao acido cloridrico na fungéo
de retirar o grupamento BOC e assim permitir a ciclizacdo. Deste modo, propomos
adicionar o TFA diretamente ao meio reacional depois da formacédo do produto de
Heck conforme esquema 29. Desta forma, uma etapa de purificacado seria evitada,

possibilitando, provavelmente o aumento do rendimento final da reagéo.
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Pd(OAc);, PPh;, NaOAc
DMF, 100 °C, overnight

0
H “I-/D\’< + %)l\ raT - [ KWI: .
0 ZNTS

Then 10 eq. TFA, 4 hours

Esquema 29. Adicdo do TFA diretamente ao meio reacional afim de obter-se a
qguinolina diretamente.

Conforme observado no esquema 29 a tentativa de adicionar o TFA
diretamente no meio reacional ndo funcionou adequadamente pois o grupamento
BOC nao foi removido. Nossa hipétese para tal resultado seria a incompatibilidade
do solvente utilizado na reagéo, a N,N-dimetilformamida (DMF), o qual apresenta
caracteristicas polares. Desta maneira testamos a reacdo de Heck em diferentes
solventes (tabela 9) afim de saber se seria possivel usar outro acido para remover o

grupamento BOC.

Tabela 9. Reacéo de Heck realizada com diferentes solventes.

overnight NH

Solvent Temperature Yield 4\

o)
H
N\”/o\]< . \)L Pd(OAC);, PPhg, NaOAc
o

Toluene 100 °C 42%
THF reflux 31%
Dioxane 100°C 63%

A reacao de Heck mostrou-se eficaz com outros solventes como os testados
na tabela 9. O melhor rendimento observado foi com o solvente dioxano, obtendo-se
um rendimento final do produto de Heck de 63%. Assim, decidimos testar a adigéo
de acido cloridrico ja disposto em uma solucédo comercial de dioxano na tentativa de
chegar a desprotecao do grupamento BOC da anilina diretamente no meio reacional,

obtendo-se assim a quinolina. Esta tentativa esté ilustrada no esquema 30.



125

Pd(OAc); PPh;, NaDAc ~

0 -
HTUK . %)K Dioxane, 100 °C, n\rernight: r :T “I
0 ""\._\_1__.-:'-' H.N*.:"

Then 10 eq. HCI in Dioxane

Esquema 30. Adigdo de HCI diretamente no meio reacional utilizando dioxano como
solvente.

Conforme € possivel observar no esquema 30, a adicdo de HCI diretamente
no meio reacional apds a reacao de Heck ndo funcionou, ndo ocorrendo a formacéao
da respectiva quinolina.

A partir destes resultados volto-se a pensar na utilizacdo de TFA como nosso
agente desprotetor evitando a purificacdo do produto intermediario de Heck. Assim,
foi testada uma particdo da reacdo de Heck bruta com uma solucdo saturada de
NaHCOg, utilizando como solvente orgénico o éter etilico, afim de facilitar que o DMF
ficasse retido na solucdo aquosa. Apdés a particdo, secagem com sulfato de
magneésio anidro, filtracdo e evaporacdo do solvente, a reacdo bruta de Heck foi
submetida a dois sistemas diferentes de desprotecdo: HCI em metanol e TFA em

diclorometano conforme € possivel observar na tabela 10.

Tabela 10. Obtencao da quinolina ap6s a adicdo de acido na rea¢do Heck bruta.

|
1.1 Pd(OAc),, PPhs, NaOAc

H
N__O o
il 7< Ny DMF, 100 °C, overnight @j\
O
N

1. 2 Acid

Acid Solvent Eq. Yield
HCI Methanol 5 45%
TFA CH,Cl, 10 88%

Os resultados da tabela 10 demonstram que TFA, mais uma vez, foi mais
eficiente na funcdo de desproteger o grupamento BOC, favorecendo a ciclizacao e
consequente formacgéo da quinolina respectiva. Em comparagéo com a desprotecao
empregando HCI, a reacao utilizando TFA demonstrou praticamente o dobro de
rendimento na conversdo do produto de Heck em sua quinolina respectiva. Estes

experimentos demonstraram, também, que ndo se faz necessario isolar o produto de
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Heck apés sua formacdo. O fato de evitar um processo de purificacdo é muito
vantajoso pois ha um retorno direto em economia de tempo, reagentes e aumento
do rendimento. Desta forma chegou-se a um modelo geral de reacéo utilizando a
reacao de Heck para obter-se quinolinas conforme exposto esquema 31.

1. 210 eq. TFA, 4 hs, r.t, CH,Cl;

Ho o o 1.1 Pd(OAc);, PPhs, NaOAc PN
bl 7< N %_)J\ DMF, 100 °C, overnight - ﬂ j 1
0 w- ‘N'::

Esquema 31. Esquema geral de reacdo desenvolvido para obtencéo de quinolinas.

A partir deste novo modelo reacional desenvolvido foi proposto variar as
olefinas afim de verificar o real funcionamento do modelo conforme demonstrado na
tabela 11.
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Tabela 11. Diferentes quinolinas obtidas a partir do modelo geral de reacédo de Heck
proposto.

I
H Ry =~ R; 1.1 Pd(OAc),, PPhy, NaOAc BOC- o 1210eq TFA, 4hours =
- :
soc 4 T e~ omon P
) °C, overnigh 212
o R g, N™ "Ry
Crude

R1 R2 Product Yield (%)
-H -CH,4 70
_CHECH3 -CH3 77
-(CH,),-Ar -CH, 37
-Ar -CH, 17
-Ar -Ar 14

A partir dos resultados demonstrados tabela 11 foi possivel verificar
rendimentos bons a baixos. A utilizacdo de olefinas substituidas por grupamentos
metilicos e etilicos conduziu aos melhores rendimentos 70 e 77% respectivamente.
Ja o emprego de olefinas substituidas por grupamentos aromaticos levou a obtencao
de rendimentos menores, sugerido que grupamentos volumosos desfavorecem a

obtencéo de quinolinas, seja devido ao impedimento estérico ou fatores eletrénicos.
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Tais resultados demonstram o potencial da metodologia inédita desenvolvida
para a sintese do nucleo quinolinico com interessantes posi¢coes de substituicoes,

tanto do ponto de vista quimico como de planejamento de novas moléculas.

5.2.2 Protecao das anilinas

Trés metodologias foram testadas afim de proteger as anilinas orto
substituidas por Br e | com o grupamento di-terc-butildicarbonato (BOC:) e alcancar

os melhores resultados possiveis conforme esquema tabela 12 abaixo.

Tabela 12. protecdo da anilina substituida pelo grupamento BOC através de 3
diferentes metodogias e seus rendimentos.

x Sutou, 2008 x
NH Colobert, 2009 H 0
= 2 U\I/U\rrn Danis, 2015 =2 \n/ \ﬁ
_— =
o * >[/ (o] (o] 7< o 4]
X=Brorl
Metodologia Anilina eq. BOC;eq. Catalisador eq. Tempo Rendimento %
Sutou, 2008 1 2 DMAP - 0,1 24 25
Colobert, 2009 1 1,2 NaH - 1,1 15 11
Denis, 2015 1 1,6 - 96 51

7

Conforme é possivel observar na tabela 12, a metodologia que ofereceu
melhores rendimentos, e mais simples em funcdo da quantidade de reagentes, foi a
baseada em Denis e colaboradores (2015) com um respectivo rendimento médio de
51%.

5.2.3 Sintese das cetonas a,p-insaturadas

Algumas cetonas a,B-insaturadas encontram-se indisponiveis

comercialmente, portanto foi necessario sintetiza-las em laboratorio. Para tal
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utilizamos a metodologia de HWE conforme esquema abaixo (DUDZINSKI et al.,

2012).

!
0 o |
[ -D i1
Rmﬂ n )]\/ E;: LiOH, THF, 2hs, 0°C - o

n L
ol

R=He Ar

Esquema 32. sintese de cetonas a,B-insaturadas através de reagao de Wittig.

. Os produtos foram isolados na forma de 6leos com rendimentos de 56%

para 3-hexenona e 87% para a 6-aril-3-hexenona conforme demonstrado no

esquema 32
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados acima demonstrados € possivel concluir que
estabeleceu-se uma nova metodologia sintética para o nucleo quinolinico através de
catélise organometalica de paladio utilizando a reacdo de Heck. A metodologia
desenvolvida utiliza apenas 2 etapas reacionais e oferece subsidio para futuras
modificacdes estruturais no nudcleo quinolinico. Foram sintetizadas 5 quinolinas
através desta metodologia, cujas estruturas foram identificadas através de RMN e

espectroscopia de massas.






CAPITULO 3 - AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTITUMORAL
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1 INTRODUCAO

Céancer € um nome genérico dado a um conjunto de mais de 100 doencas, as
quais possuem a caracteristica geral do crescimento de desordenado de células
mutadas do préprio organismo. Esta doencga tém se tornado um problema de saude
publica mundial, alcancando mais de 18 milh6es de novos casos em 2018 e 29
milhdes de novos casos estimados para 2040 (INCA, 2018a; WHO, 2018a).

O tratamento, de um modo geral, inclui radioterapia, quimioterapia e
intervencgéo cirdrgica que visam eliminar ou diminuir ao maximo a extensao do tumor
e suas possiveis metastases. Neste sentido, diversas variaveis, tando do paciente
como dos recursos envolvidos, estdo relacionadas ao éxito deste tratamento que
busca em alguns casos a extingdo dos tumores ou aumento da sobrevida dos
pacientes.

O tratamento quimioterapico € um dos fatores mais importantes quando
levamos em consideracdo a busca pelo maximo desempenho em prol da salude do
paciente. No entanto, em muitos casos a variabilidade de farmacos € limitada ou
ainda os farmacos disponiveis apresentam baixa eficacia e muitos efeitos colaterais,
trazendo sérias limitacdes ao tratamento.

O desenvolvimento de novos farmacos antitumorais €, portanto, de extrema
relevancia e necessidade afim de alcancar a qualidade e eficAcia maxima nos
tratamentos de cancer. Neste sentido, este trabalho buscou sintetizar novas
moléculas, mais especificamente quinolinas, que possamm tratar diferentes tipos de

tumores com eficacia e seguranca.
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2 OBJETIVO GERAL

Este capitulo teve por objetivo geral avaliar atividade antitumoral de 6

quinolinas frente a linhagens tumorais e ndo tumorais.

2.1 Objetivos especificos

Avaliar a atividade tumoral in vitro das quinolinas sintetizadas frente as
linhagens tumorais de melanoma, carcinoma cervicale leucemia;
e Avaliara a atividade tumoral in vitro das quinolinas sintetizadas frente a
linagem néo tumoral Vero;
e Estabelecer o indice de seletividade para cada molécula;
e Avaliar os possiveis mecanismo de morte celular;
e Estabelecer uma relacéo estrutura atividade biolégica/toxicolégica;

e Calcular os parametros in silico ADMET.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Cancer

Céancer € um termo geneérico para um conjunto de mais de 100 doencas que
podem afetar diversas partes do corpo humano, tambme pode ser denominado por
outros termos como tumores malignos e neoplasias. A principal caracteristica deste
grupo de doencas € um disturbio de crescimento celular iniciado a partir de uma
Unica célula e sua progénie clonal. Estas células cancerigenas apresentam uma
vantagem de sobrevivéncia e crescimento frente as células normais do organismo,
resultando em proliferagéo excessiva. A partir deste crescimento desordenado as
células podem invadir tecidos e 6rgaos, ou ainda se disseminar por outras partes do
corpo, processo chamado de metastase cuja ocorréncia € uma das principais
causas de morte por cancer.(WHO, 2018a).

As doencas ndo-transmissiveis (DNTs) sao,atualmente, responsaveis pela
maioria das mortes globais, sendo que o cancer é a segunda maior causa de mortes
entre as doencas ndo-transmissiveis e a sexta maior causa de morte globalmente.
Dados de 2016 afirmam que o cancer foi responsavel por cerca de 22% (9 milhdes)
das mortes por doencas nado-transmissiveis, além disso é espera-se que o cancer
seja a principal causa de morte e uma dos obstaculos mais importantes para
aumentar a expectativa de vida em todos os paises do mundo no século XXI. Dados
da Organizacdo Mundial de Sdude (OMS) afirmam que o cancer é a principal causa
de mortes prematuras (antes dos 70 anos) em 91 paises do 172 avalidos
mundialmente em 2016 conforme figura 29(WHO, 2018a, 2018b; BRAY et al., 2018).
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Estimativa de cancer nas mortes
prematuras (0-69 anos)

1st (48)

2nd (43)

3rd - 4th (22)
5th - 10th (59)

[ Nodata [ Not applicable

Figura 29.Principal causa de mortes prematuras (antes dos 70 anos) em 91
paises.Adpatado de WHO, 2018.

Nas ultimas décadas o cancer tem aumentado rapidamente a sua incidéncia,
tornando-se evidente problema de saude publica mundial. A doenca esta entre as
principais causas de morbidade e mortalidade em todo o mundo, somente em 2018
sao estimados no total cerca de 18,1 milhdes de novos casos (9,6 milhdes de
mortes), j& em 2040 a estimativa aumenta para cerca de 29,5 milhoes de novos
casos conforme figura 30(IARC, 2018; WHO, 2018b; BRAY et al., 2018).

18.1 million

Figura 30. Infografico com as estimativas de novos casos de cancer em 2018 e
2040. Adaptado de IARC, 2018.
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Além das perdas humanas causadas pelas mortes decorrentes do cancer, o
custo financeiro € significativo e representa um grande desafio, especialmente para
0 sistema de saude publica, além do sistema privado ou suplementar. O cancer
caracteriza-se por ser uma doenca multifatorial, onde seu tratamento envolve o
atendimento de profissionais de &areas multidisciplinares, infraestrutura fisica
complexa e farmacos de alto custo. Todos estes fatores fazem do cancer uma
doenca altamente onerosa, o custo econdmico anual do cancer em 2010 foi
estimado em aproximadamente 1,16 trilhdo de dolares (WHO, 2014).

Além disso, os paises em desenvolvimento sdo 0s que mais serdo atingidos
por esta doenca. Embora a incidéncia seja semelhante ou até mesmo menor que em
paises desenvolvidos, a mortalidade é maior nos paises em desenvolvimento. Uma
possivel causa para estes dados estad no diagndstico da doenca em estadios mais
avancados, além do dificil acesso ao tratamento da doenca. E possivel observar a
existéncia de um perfil na incidéncia de determinados tipos de cancer em paises em
desenvolvimento que ¢€é semelhante ao perfii de paises desenvolvidos,
principalmente com relagdo aos canceres de préstata, mama e intestino. Entretanto,
ainda sdo mais encontrados o0s canceres relacionados com condicbes
socioeconbmicas menos favoraveis, como o do colo do utero e o do
estbmago(WHO, 2014; INCA, 2018a).

No Brasil a estimativa para o biénio 2018-2019, prevé a ocorréncia de cerca
de 600 mil casos novos de cancer para cada ano. O perfil epidemiolégico observado
€ semelhante ao da América Latina e Central, onde estimativas refletem o perfil de
um pais que possui 0s canceres de prostata, pulmdo, mama feminina e célon e reto
entre 0os mais incidentes, entretanto ainda apresenta altas taxas para os canceres do

colo do utero, estbmago e es6fago(INCA, 2018a).

3.1.1 Me-180 e Hela — Cancer cervical

As linhagens celulares Me-180 e Hela séo linhagens tumorais relacionadas ao
cancer cervical. Esta doenca também chamada de cancer do colo do Utero ocorre na
parte inferior uterina (colo do Utero), a qual conecta-se a vagina (SHRESTHA et al.,
2018). O cancer cervical é causado em sua maioria pela infec¢do local pelo HPV

(Pailoma virus humano), na qual algumas cepas oncogénicas (16 e 18 em 70% dos
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casos) causam lesdes as células epiteliais da cérvixuterina, levando a formacao do
tumor ao longo dos anos conforme figura 31(SCHROETER et al.,, 2017; INCA,
2018b; STARK; ZIVKOVIC, 2018).

/- Cervix

/ Infection
PR Jq/ by HPV
\/ e ~90% heal HPV DNA integrated
e » within two years  into tumour cell DNA
? ?g:)?:cationR\ / : ) 082 devecr
Y A cancer
infaction by HEV sLos ‘—%H —
HPV infects epithelial cells in Weeks o\ ® 10-30 years | S 7 A5 «
the cervical mucosa. HPV DNA A — Ve L e SEYYL v
integrates into the cellular o\®|®] @ ®|® ] (@ NG (21 a 20
genome when causing cancer. s : o) = AR e
Infected ! ' BHPV in epithelial Invasive (2
basal cell cells cancer |«

Figura 31. Patogénese do HPV no cancer cervical. Adaptado de (STARK;
ZIVKOVIC, 2018).

Segundo a literatura o cancer cervical esta intimamente ligado as condicdes
socioecondmicas da populacdo avaliada. As estimativas sdo de cera de 570.000
casos e 311.000 mortes somente em 2018 no mundo, esta doenca esta classificada
como o quarto cancer mais diagnosticado e a quarta principal causa de morte por
cancer em mulheres(IARC, 2018). O cancer cervical estd em segundo lugar quanto
a maior incidéncia e mortalidade, atras apenas do cancer de mama em regides com
idice de desenvolvimento humano (IDH) baixo (BRAY et al., 2018).

No Brasil, apenas em 2018, sdo estimados cerca de 16,4 mil casos novos e
5,4 mil mortes causadas pelo cancer cervical. Neste sentido, novos tratamentos para
o tratamento desta doenca séo de significativa relevancia tanto para a saude publica
mundial como para a brasileira (INCA, 2018a, 2018b).

3.1.2 K562 - Leucemia Mieléide Crobnica

A Leucemia Mieldide Crbnica (LMC) éuma doenca clonal da célula
progenitora hematopoiética (stemcelll de medula Ossea, que apresenta

umatranslocagdo reciproca entre os pares decromossomos 9 e 22 o0 que leva
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aoencurtamento dos bracos longos de umdos cromossomo 22. O cromossomao
anormalresultante t(9,22)(g34;q11) é denominadoCromossomo Filadélfia o qual leva
a expressao e consequente traducdo de uma oncoproteina com atividade tirosina-
quinase aumentada(DE et al., 2002; SOSSELA et al., 2017).

A LMC é uma neoplasia hematolégica que corresponde de 15% a 20% de
todas as leucemias. Segundo relatorio da WHO, séo estimados no total para 2018
cerca de 440 mil novos casos de leucemia para 2018, sendo que é estimada a
incidéncia de 2 casos para cada 100 mil individuos(DE et al., 2002; INCA, 2018a;
BRAY et al., 2018).

Na maioria dos casos, o tratamento da LMC inclui transplantede medula
Ossea, hidroxiuréia e esquemasterapéuticos baseados em Interferon-alfa(IFN-a),
sendo hoje o farmaco Imatinibe o tratamento quimioterapico de primeira escolha,
embora haja limitacdes como o desenvolvimento de resisténcia ao tratamento
(LOPES et al.; DE et al., 2002; SOSSELA et al., 2017).

3.1.3 B16F10 - Melanoma

O melanoma cutdaneo humano é um tipo de céncer de pele que tem origem
nos melandcitos (células produtoras de melanina) e tem predominancia em adultos
brancos. Melanoma € o cancer mais frequente no Brasil e corresponde a 30% de
todos os tumores malignos registrados no Pais, podendo ser um dos mais gravea
devido a sua alta possibilidade de metastase(INCA, 2018a).0 progndstico desse tipo
de cancer pode ser considerado bom, se detectado nos estadios iniciais. Nos ultimos
anos, houve uma grande melhora na sobrevida dos pacientes com melanoma,
principalmente devido a detecc¢éo precoce do tumor(INCA, 2018a).

Segundo a WHO séo estimados cerca de 290 mil novos casos de melanoma
em 2018 mundialmente, além de quase 61 mil mortes causadas por esta doenca. No
Brasil, sdo esperados cerca de 6,2 mil novos casos em 2018, além da estimativa de
1,5 mil mortes(INCA, 2016; BRAY et al., 2018).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Procedimento experimental geral

4.1.1 Cultivo celular

As linhagens celulares utilizadas neste estudo Hela (adenocarcinoma
cervical humano - HPV-18), Me-180 (carcinoma epidermdide metastatico cervical
humano —(HPV-68)e B16F10 (melanoma murino) foram obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC - Rockville, MD, EUA). As linhagenskK562 (leucemia
mieldide crénica humana) e Vero foram obtidas do Banco de Células do Rio de
Janeiro.

As células foram mantidas em meio de cultura suplementado com 10% - 20%
(v / v) de soro bovino fetal (Gibco, Grand Island, NY, EUA) dependendo da linhagem
celular, a 37 °C e atmosfera umida (5% CO2). As linhagens celulares HelLa foram
cultivadas em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium - Sigma) de baixa
glicose, Me-180 em RPMI 1640 (Sigma, St Louis, EUA), B16F10, K562 e células
Vero em DMEM com alta glicose (Sigma, St Louis, EUA).

4.1.2 Avaliacéo da viabilidade celular

A citotoxidade dos compostos nas linhas celulares ( HelLa, Me-180, K562,
B16F10 e Vero) foi realizada utilizando o ensaio MTT. Este método baseia-se na
reducdo do sal tetrazdlio MTT em um produto pigmentado chamado formasan, por
atividade de desidrogenases mitocondriais (principalmente)(BERRIDGE et al., 2005).
O tratamento das células tumorais foi realizado para estimar a poténcia e eficiéncia
dos compostos como agentes anticancerigenos e o tratamento com células Vero foi
realizado para avaliar o indice de selectividade (IS) de modo a avaliar quao seletivos

Sao 0s compostos em comparagéo com linhagem néo tumoral.

4.1.2.1 Linhagens aderentes
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Cada linhagem celular foi semeada em placas de 96 pocos (6 x 103 células em
células cancerigenas e 2 x 10* em células Vero, por poco) e incubadas a 37 °C e 5%
de CO2. Apés atingir a semi-confluéncia, as células foram tratadas com os
compostos a 50puM num rastreio preliminar e incubadas durante 48 horas. Os
compostos que obtiveram inibicdo> 50% foram selecionados para avaliar sua dose-
resposta usando 6 concentracdes variando de 5 a 100 uM.

ApGs 48 h, o meio contendo o tratamento foi removido e as células incubadas
com solucéo de MTT (0,5 mg/ml) por 3 horas a 37 °C, na auséncia de luz. Os cristais
de formazan formados foram dissolvidos em DMSO e quantificados por absorbancia
em 570 e 630nm medida em espectrofotbmetro de placas (Spectramax MZ2e,
SoftMax Pro Software Interface 5.4.1, EUA).Os resultados foram expressos em
médias de ICso relativa (50% de concentracdo inibidora) e comparados com o
controle (veiculo DMSO a 0,5%).

4.1.2.2 Linhagens ndo-aderentes (K562)

A linhagem celular K562 foi semeada em placas de 96 pocos (6 x 10* por poco)
e incubada a 37 °C e 5% de CO2. ApOs 24 horas de incubagédo, as células foram
tratadas com os compostos a 50uM num rastreio preliminar e incubadas durante 48
horas. Os compostos que obtiveram inibicdo> 50% foram selecionados para avaliar
sua dose-resposta usando 6 concentracdes variando de 5 a 100 uM.

Apoés 48 h, a contagem de células viaveis foi realizada pelo citbmetro de fluxo
FACSVerse, equipado com laser azul de 488 nm e sensor de fluxo BD Biosciences
(San Jose, CA, EUA) (Software BD FacSuiteTM). Os resultados foram expressos em
meédias de ICso relativa (50% de concentracdo inibidora) e comparados com o
controle (veiculo DMSO a 0,5%).

4.1.3 Moléculas avaliadas

As 6 quinolinas avaliadas foram sintetizados através das metodologias de
Skraup Doener von-Miller (Q2 — capitulo 1) e Heck (Q10, Q11, Q12, Q13, Q14 —
capitulo 2) (Tabela 13). Os compostos apresentavam alto grau de pureza

observados pelas técnicas de H'RMN, C1*RMN e espectroscopia de massas (EM).
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Tabela 13. estrutura quimica de quinolinas avaliadas quanto a atividade antitumoral.

Estrutura Peso Molecular g/mol

m
zi é HE

Q2 222,08
T
Q10 P 143,19
N~ CH,
CH;
Q11 C{% 171,24
-
N~ “CH4
Q12 247,33
e
-
N~ "CH,
Q13 219,28
e
o
N~ "CH;,
Q14 281,35

4.1.4 Ensaios de modo de ag&o: apoptose e necrose
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A inducdo da apoptose foi quantificada pelo kit conjugado de isotiocianato de
anexina V-fluoresceina (Quatro G, Porto Alegre, Brasil), de acordo com as
instrucbes do fabricante. Células tumorais foram tratadas em placas de 24 pocos
com 2 concentragdes: uma igual ao ICsoe outra com o dobro do valor encontrado no
ICs0, € incubadas por 48 h. ApOs esse periodo, as células foram transferidas para
tubos, tripsinizadas e centrifugadas por 5min a 1500 rpm. Os pellets foram
produzidos e os sobrenadantes foram descartados. Posteriormente, 5ul de anexina
V e 5ul de iodeto de propidio (Pl) foram adicionados aos tubos e aguardada a
reacao por 15 min em temperatura ambiente, ao abrigo da luz.

O indice apoptético foi determinado em citbmetro de fluxo FACSVerse,
equipado com laser azul de 488nm e sensor de fluxo BD Biosciences (San Jose, CA,
EUA). As células (exceto K562) foram também tratadas com cisplatina a 2,5l
durante 48 h, que foi aplicada como um controle positivo da indu¢do de apoptosee
Triton que foi utilizado como controle positivo de necrose. No caso da linhagem
K562 o procedimento foi efetuado da mesma forma com excecéo do farmaco usado
como padrao comparativode inducéo de apoptose: 6 UM de Imatinib por 48 horas.
Os dados foram expressos em porcentagem dos eventos contados + DP (desvio

padréo) e comparados ao controle(DMSO 0,5%).

4.1.5 Calculo do indice de Seletividade (SI)

O calculo do indice de seletividade foi realizado através de uma simples
relacdo entre a razdo do ICso da linhagem n&o tumoral pelo ICso das respectivas

linhagens tumorais conforme equacéo demonstrada na figura 32.

ICso da linhagem nao tumoral
Sl=

ICs0 das respectivas linhagens tumorais

Figura 32. equacéao utilizada para calcular o indice de seletividade.

4.1.6 Parametros in silico - ADMET
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O célculo dos parametros foi realizado de uma ferramenta web chamada
SwissADME que oferece acesso livre a um conjunto de modelos preditivos rapidos,
porém robustos, para propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e
farmacolégicas (ZOETE et al., 2016; DAINA et al., 2017). Parametros de toxicidade
foram calculados utilizando o software livie denominado DataWarrior® (SANDER et
al., 2015).

4.2.7 Analise Estatistica

As comparacdes entre as meédias foram realizadas através da ANOVA,
seguida do pés-teste de Tukey. Valores de p menores que 0,05 foram considerados
estatisticamente significativos. Os dados foram analisados com o auxilio do software
GraphPad Prism® verséo 7.01.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo da atividade citotoxica

5.1.1 Linhagem Hela

Os resultados obtidos para a linhagem tumoral HelLa (adenocarcinoma
cervical humano - HPV-18) demonstraram que as moléculas Q2, Q10 e Q13 nao
obtiveram resultados significativos (ICso> 100 pM) quando comparados ao controle
negativo, ndo demonstrando portanto atividade antitumoral frente esta linhagem.

Ja as quinolinas Q11, Q12 e Q14 apresentam um boa atividade dando
destaque para a quinolina Q11 que alcancou um ICso de 15,13uM conforme é
possivel observar na figura 33. A molécula Q12 apresentou um ICso de 25,33uM e a

Q14 alcancou um ICso de 44,64uM.
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Figura 33. Curva dose resposta que a viabilidade celular da linhagem Hela sob
tratamento de quinolinas.

E importante dizer que a analise em grande escala da resposta celular a
drogas antitumorais normalmente se concentra na variagdo da poténcia (ICso),
assumindo gue este parametro é o mais importante quanddo classificamos as novas
moléculas entre drogas eficazes e ineficazes ou células sensiveis e resistentes. Um
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estudo de Sichani e colaboradores (2013) fez uma abordagem multiparamétrica
envolvendo a analise da inclinacdo da curva dose-resposta, a area sob a curva
(AUC) e o efeito maximo (Emax). Neste trabalho contatou-se que alguns desses
parametros variam sistematicamente com a linhagem celular e outros com classe de
farmacos, concluindo-se que outros parametros além da poténcia devem ser
considerados na analise comparativa da resposta do farmaco, particularmente em
concentracdes clinicamente relevantes, perto e acima do ICso(FALLAHI-SICHANI et
al., 2013).

Em face disso, analisamos também neste traballho ndo sé o parametro
indicador de poténcia (ICso), assim como os parametros indicadores de eficacia
(Emax) € a area sobre a curva (AUC) a qual correlaciona os efeitos de poténcia e
eficacia associaddos (FALLAHI-SICHANI et al., 2013).

Na tabela 14 é possivel observar os diferentes valores de ICso, Emax € AUC
das quinolinas mais ativas Q11, Q12 e Q14. Como é possivel observar na tabela 14,
embora a Q11 apresente um menor de ICso que as as outras quinolinas avaliadas,
seu Emax e AUC séo superiores a Q12. Um analise levando em consideracao nao
s6 o ICso mas também o Emax e a AUC revela que a Q12 foi a mmolécula mais ativa
frente a linhagem Hila, apresentando uma eficaria de quase 92% de eliminacéo
células tumorais na concentracdo de 100 um (Emax). Tais dados corroboram com o
valor da AUC encontrada, no caso da Q11 o menor valor encontrado entre as 3
quinolinas mais ativas, ou seja, a melhor relacdo poténcia e eficacia observada foi
para Q12 (FALLAHI-SICHANI et al., 2013).

Tabela 14. Parametros demonstrativos da atividade antitumoral das quinolinas mais
ativas frente a linhagem Hila.

Q11 Q12 Q14
ICso (M) 15,13 25,33 44,64
Emax(% de viabilidade) 27,34 8,44 16,53

AUC 59,09 43,2 65,48
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Figura 34. Grafico indicador da area corresponde aos compostos mais ativos frente
a linhagem Hila.

A partir destes resultados foi realizado um estudo sobre o tipo de morte
celular provocada pelas quinolinas mais ativas a linhagem Hela. Desta forma, as
quinolinas Q11, Q12 e Q14 foram avaliadas quanto ao tipo de morte através do
ensaio com iodeto de propidio e anexina conforme descrito na tabela 14.

E possivel observar que as células apresentam majoritariamente o perfil de
morte por apoptose tardia, principalmente aquelas tratadas com as quinolinas Q12 e
Q14. E, mesmo,utilizando-se concentracdes superiores em até 2x o ICso, nao
observa-se mais que 6% de morte causada por necrose. Ja a quinolina Q11 causa o
percentual de 16,62% de morte por necrose ainda na concentracdo de ICso e
29,72% no dobro desta concentracdo. Quanto a apoptose, Q11 atinge valores
semelhantes as quinolinas Q12 e Q14, como € possivel observar na tabela 14.

A partir destes resultados é possivel dizer que o modo de morte
majoritariamente encontrado € a apoptose tardia, cuja ocorréncia em ensaios iniciais
de canditatos a farmacos antitumorais é tida como mais promissora que a morte
celular por necrose. Esta afirmacédo leva em consideracdo inumeros fatores
envolvidos, o quais creditam, de um modo geral, a apoptose como uma morte celular
‘limpa” e a necrose um morte celular “suja” levando-se em consideracdo o
extravasamento celular de organelas e processo inflamatério envolvido que pode
afetar células e tecidos adjacentes (GRIVICICH et al., 2007; ALBERTS et al., 2010).
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Tabela 15. Avaliacdo do tipo de morte celular causado pelas quinolina mais ativas
frente a linhagem celular Hela.

Concentracdo Viabilidade Apoptose Apoptose Tardia Necrose

Controle 94,21% 1,43% 2,45% 2,19%
Triton 3,21% 0,01% 0,63% 92,30%
Cisplatina 30,84% 8,52% 52,72% 3,12%

Q11 [15,13 pM] 71,26% 3,48% 8,64% 16,62%

Q11 [30,26 pM] 24,74% 3,04% 42,50% 29,72%

Q12 [25,33 pM] 80,05% 3,87% 11,77% 3,10%

Q12 [50,66 puM] 47,08% 9,32% 30,54% 5,90%

Q14 [44,64 pM] 62,78% 11,06% 20,38% 5,78%

Q14 [ 89,28 uM] 26,84% 17,92% 51,88% 3,36%
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Figura 35. Gréafico que demonstra o perfil de morte celular das quinolinas avaliadas.



155

Hela C - P1 Hela TRIT - P1
APOP APOP TARDIA APCP APOP TARDIA
w192 264 10*0.00 098
10 i
<
3 e
Ew =y
10, .
MECR o] VIAY NECR
372 6.10 3291
= = o = ] 10 o 10 w
A o 1o k! 1 -
PE-A PE-A
Hela CISP - P1 Hela Q11 1X2 - P1
APOP APOP TARDIA PP APOP TARDIA
105,92 48.48 1312 6.28
W )
< <
o
E R ISR
0
MECR MECR
288 ° 1364
107 10 10 10 10t 10°
PE-A PEA
Hela Q112X 1 - P1 HelLa Q122X 1-P1
APOP APOP TARDIA APOP APOP TARDIA
W02 76 n24 0 g 64 3784
1 10"
< <
v o "
Ew Ew :
15 *
NECR
o VIAY NECR
2212 3388 84
0* o o 10 10 100
° “PE-a ! ' PE-A
Hela Qiz 1X2 - P1 Hela Q141X 2 - P1
- APOP APOP TARDIA
APOP APOP TARDIA G a e
10356 g.48
ot
10t !
<
<-( o
E 10 Ew 3
NECR
MECR o
.08
o " = o 10 " 100
o 1 1 ' p 3
PE-A PE-A
Hela Q142X 1 - P1
APCP APOF TARDIA
16-17.92 5188
i
%
<
S
Eae ¥
i
o ViaY NECR
26.84 335
0P w0 0 0 100

Figura 36. Histogramas que demonstram o perfil de

quinolinas.

5.1.2 Linhagem Me-180

morte celular causada

pelas
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Os resultados obtidos para a linhagem tumoral Me-180 (carcinoma
epidermdide metastatico cervical humano)demonstraram que as moléculas Q2, Q10
e Q13 nédo diferiram significativamente do controle negativo (ICso> 100 pM), ndo
demonstrando portanto atividade antitumoral significativa frente esta linhagem.

Ja as quinolinas Q11, Q12, e Q14 apresentam uma significativa atividade
citotoxica, as quais alcancaram ICso de 46,90uM, 51,35uM e 48,02uM

respectivamente conforme € possivel observar na figura 37.
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Figura 37. Curva dose resposta que a viabilidade celular da linhagem Me-180 sob
tratamento de quinolinas.

Quanto a avaliacdo da eficacia a molécula Q14 alcancou o melhor resultado
de inibicdo das células tumorais com um Emax de 1,8 %, ou seja, quase 98% de
morte das células tumorais na maior conentracdo testada (100 pM). Quando é
levado em consideracdo o Emax e a AUC as molécula Q11 e Q12 alcancam
resultados semelhantes com uma AUC significativamente menor que a Q14, embora
esta utima tenha alcancado melhor eficacia conforme demonstram a figura 38 e a

tabela 16 abaixo.
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Figura 38. Grafico indicador da &rea corresponde aos compostos mais ativos frente
a linhagem Me-180.

Tabela 16. Parametros demonstrativos da atividade antitumoral das quinolinas mais
ativas frente a linhagem Me-180.

Q11 Q12 Q14

ICs0 (UM) 46,90 51,35 48,02

Emax (% de viabilidade) 22,45 21,65 1,8
AUC 77,27 81,37 128,02

Os ensaios sobre o mecanismo de morte celular na linhagem Me-180
demonstraram, semelhantemente a linhagem Hela, que as quinolinas com atividade
relevante levaram a morte celular majoritariamente através de apoptose como é
possivel observar na tabela 16 e nas figuras 37 e 38.

Desta forma, é importante destacar novamente a relevancia dos resultas que
demonstram um mecanismo de morte cuja busca é preferida em detrimento a outros
mecanismo de morte como a necrose (GRIVICICH et al., 2007; ALBERTS et al.,
2010).

Além disso outro aspecto interessante passivel de destaque € a similaridade
dos modos de morte encontrados e a atividade relevante das mesmas quinolinas

para as linhagens Me-180 e Hela, cujas patologias séo relacionadas.
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Tabela 17. Avaliacdo do tipo de morte celular causado pelas quinolina mais ativas
frente a linhagem celular Me-180.

Concentracdo Viabilidade Apoptose Apoptose Tardia Necrose
Controle 95,58% 1,62% 1,59% 2,65%
Triton 2,52% 0,03% 0,37% 97,17%
Cisplatin
16,41% 3,55% 64,18% 19,50%
a
Q11 [46,90 pM] 3,35% 0,02% 96,30% 2,24%
Q11 [93,80 pM] 0,75% 0,07% 91,80% 7,39%
Q12 [51,35 pM] 75,70% 0,92% 10,48% 12,90%
Q12 [102,70 uM] 7,35% 0,26% 96,72% 3,10%
Q14 [48,02 pM] 43,26% 6,87% 36,15% 6,57%
Q14 [96,04 pM] 11,98% 4,13% 70,36% 10,97%
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Figura 39. GRAFICO que demonstra o perfil de morte celular das quinolinas
avaliadas.
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Fiaura 40. Histoaramas aue demonstram o perfil de morte celular causada
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5.1.3 Linhagem K562

Os resultados obtidos para a linhagem tumoral K562 demonstraram que as
moléculas Q2, Q10 e Q13 néo diferiram significativamente do controle ( ICso> 100
uM), ndo demonstrando portanto atividade antitumoral significativa frente a esta
linhagem.

Ja as quinolinas Q11, Q12, e Q14 apresentam uma significativa atividade
citotoxica, as quais alcancaram ICso de 49,15uM, 23,40uM e 41,62uM,

respectivamente, conforme € possivel observar na figura 41.
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Figura 41. Curva dose resposta que a viabilidade celular da linhagem K562 sob
tratamento de quinolinas.

Quando a atividade citotoxica é analizada observando-se o Emax e AUC, a
molécula Q12 continua apresentando melhor desempenho, tendo em vista que sua
efeito maximo apresenta quase 91% de citotoxicidade frente a linhagem tumoral na
maior cocncentracdo testada (100 pM), além disso a AUC também foi a menos
encontrada entre as 3 quinolinas mais ativas, demonstrando portanto uma melhor

relacdo poténcia/eficacia conforme figura 42 e tabela 18.
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Tabela 18. Parametros demonstrativos da atividade antitumoral das quinolinas mais
ativas frente a linhagem K562.

Q11 Q12 Q14
ICs0 (UM) 49,15 23,40 41,62
Emax (% de viabilidade) 31,54 9,47 12,88
AUC 92,29 67,27 83,39
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Figura 42. Grafico com as curvas dose-resposta da atividade antitumoral das
quinolinas mais ativas frente a linhagem K562.

Os ensaios sobre o modo de morte celular na linhagem K562 demonstraram
que as quinolinas com atividade relevante levaram a morte celular tanto através de
necrose quanto através de apoptose, como € possivel observar na tabela 19 e nas
figuras 43 e 44.

Desta forma, sdo necessarios mais estudos investigativos, levando-se em
consideragdo a discrepéncia entre a viabilidade celular demonstrada nos ensaios
preliminares e estudos de modo de ac¢éo, especialmente nas quinolinas Q12 e Q14.

Outro ponto importante a ser observado € que o farmaco antitumoral utilizado
como controle na indugdo de apoptose apresentou baixa citotoxicidade em
comparacao com as quinolinas Q11, Q12 e Q14. Este fato leva ao questionamento

da efetividade deste padrdo antitumoral ou ainda sobre buscar as razdes nao
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evidentes destas incoerréncias. De qualquer forma mais estudos sdo necessarios a
fim de afirmar conclusivamente o correto mecanismo de acdo das quinolinas

avaliadas frente a esta linhagem.

Tabela 19. Avaliacdo do tipo de morte celular causado pelas quinolinas mais ativas
frente a linhagem celular K562.

Concentracéao Viabilidade Apoptose Ag_gfé?as,e Necrose
Controle 91,44% 3,40% 3,20% 1,96%
Triton 0,36% 0,00% 3,20% 99,32%
Imatinibe 72,16% 8,96% 7,80% 11,08%
Q11 (49,15 uM] 5,00% 0,08% 39,96% 54,96%
Q11 (98,30 uM] 0,66% 0,02% 90,46% 8,86%
Q12 [23,40 pM] 89,88% 0,96% 3,20% 5,96%
Q12 [46,80 uM] 82,36% 0,62% 4,52% 12,50%
Q14 [41,62 uM] 92,60% 0,16% 2,16% 5,08%

Q14 [83,24 pM] 75,90% 1,38% 7,46% 15,26%
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Figura 43. Grafico que demonstra o perfil de morte celular das quinolinas avaliadas
frente a linhagem K562.
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Figura 44. Histogramas que demonstram o perfil de morte celular causada pelas
qguinolinas na linhagem K562.

5.1.4 Linhagem B16F10

Os resultados obtidos para a linhagem tumoral B16F10 demonstraram que as
moléculas Q2, Q10, Q13 e Q14 nédo obtiveram resultados significativos (ICso> 100
MM) quando comparados ao controle, ndo demonstrando portanto atividade

antitumoral significativa frente a esta linhagem. Ja as quinolinas Q11, Q12,
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apresentam uma melhor atividade citotoxica significativa, alcancando ICso de

20.94uM e 68,60uM, respectivamente, conforme € possivel observar na figura 45.

B16F10

e Q11
80- = Q12

Viabilidade

0 50 100 150
uM

Figura 45. Curva dose resposta que a viabilidade celular da linhagem B16F10 sob
tratamento de quinolinas.

Quanto a avaliacdo da eficacia através do Emax e AUC (figura 46 e tabela 20)
a quinolina Q11 também alcancou melhores resultados levando amorte de mais de
90% ddas células tumorais na maior concentracdo testada, além de apresentar a

menor AUC entre as 2 quinolinas.

B16F10

100+
— Q12

— Q11

Viabilidade
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Figura 46. Grafico com as curvas dose-resposta da atividade antitumoral das
guinolinas mais ativas frente a linhagem B1610.
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Tabela 20. Parametros demonstrativos da atividade antitumoral das quinolinas mais
ativas frente a linhagem B1610.

Ql1 Q12

ICso (uM) 20,94 68,60

Emax (% de viabilidade) 9,01 25,01
AUC 60,45 88,74

A linhagem B16F10 ndo teve seu modo de morte estudado em virtude dos
resultados que demonstraram uma menor atividade das quinolinas estudadas frente

a esta linhagem no screening inicial.

5.1.5 Linhagem Vero

A viabilidade celular da linhagem Vero frente as 6 quinolinas em estudos foi
analisada afim de conhecer a seletividade destes compostos quando comparamos

células normais e sadias.
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Figura 47. Gréficos que ilustram a dose-resposta da linhagem Vero frente as

quinolinas estudadas.

Como é possivel observar na figura 47, as quinolinas apresentaram baixa

citotoxicidade frente a linhagem nao tumoral Vero. Os ICso encontrados variaram de
69,88uM (Q12) até superior a 1000 uM (Q13 e Q14). Tais resultados podem ser

considerados muito positivos quando comparamos a atividade citotoxica das

quinolinas nas linhagens tumorais, indicando uma seletividade para as células

tumorais.

5.1.6 Calculo do indice de Seletividade (IS)
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O indice de seletividade (IS) foi calculado através da razdo entre as atividades
frente a linhagem ndo tumoral e tumorais. Como € possivel observar na tabela 21,
as quinolinas avaliadas apresentaram elevados IS, fato este que indica seguranca e
seletividade de toxicidade para linhagens tumorais.

O valor absoluto do IS encontrado para as quinolinas variou de 1,01 até =
33,05, onde 1 significa que a molécula testada tem igual preferéncia pela linhagem
tumoral quanto pela ndo tumoral (Vero). Ainda neste sentido, um IS de 33,05
significa que a quinolina em questao é 33,05 mais seletiva para a linhagem tumoral,
alcancando alta seletividade.

E importante destacar que a molécula Q12 apresenta uma seletividade baixa
qgquando comparada as outras quinolinas. Apesar desta molécula demonstrar nos
estudos anteriormente descritos neste trabalho boa atividade citotdxica frente a
linhagens tumorais, quando foi analisada a seletividade frente a células ndo tumorais

esta quinolina esta em desvantagem comparada as demais.

Tabela 21. indice de seletividade das quinolinas testadas.
Vero - ICsg Hela Me-180 K562 B16

indice de seletividade

Q2 257,5 pM <2,57 <2,57 <2,57 <2,57
Q10 >500 pM <5 <5 <5 <5
Q11 >500 uM > 33,05 > 10,66 >10,17 > 23,87
Q12 69,88 pM 2,76 1,36 2,98 1,01
Q13 >1000 pM <10 <10 <10 <6,66
Q14 >1000 pM > 22,40 > 20,80 > 24,02 <10

5.2 Parametros in silico ADMET

O célculo de parametros ADMET in silico através de ferramentas digitais é
uma estratégia difundida e recomendada a fim de acelerar o processo de
desenvolvimento de novos farmacos. Neste trabalho, foi realizada a predi¢éo in silico
de diverso parémtros ADMET das 6 quinolinas avaliadas anteriormente frente a

atividade citotoxica em linhagens celulares tumorais.



169

Diversos pesquisadores trabalham no estudo da relacdo entre os parametros
ADMET e eficiéncia no processo de desenvolvimento de novos farmacos. Um dos
pesquisadores mais conhecidos nesta area € Christopher A. Lipinski, que
estabeleceu uma relacdo entre as propriedades fisico-quimicas de farmacos e sua
biodisponibilidadeoral a famosa “Rule of 5”. Neste contexto, uma molécula pode
apresentar apenasl violacdo a um destes parametros para ser considerado um bom
candidato a farmaco (LIPINSKI et al., 1997, 2001).

Como é possivel observar na tabela 22, das 6 quinolinas avaliadas nenhuma
demostra apresentar violacdes as regras de Lipinski, estando dentro dos limites
aceitaveis para um bom canditado a farmaco. Com base nesses resultados é
possivel predizer que as quinolinas em estudo apresentam boa disponibilidade oral,

fato este que € muito positivo em terapias antitumorais(FERNANDES, 2017).

Tabela 22. Parametros ADMET calculados in silico para as quinolinas estudadas.

Q2 Q10 Q11 Q12 Q13 Q14
PM 220,09 143,0 171,10 247,14 219,10 281,36
LogP 3,08 2,45 3,09 4,29 3,84 4,87
HBA 1 1 1 1 1 1
HBD 0 0 0 0 0 0
LR 0 0 1 3 1 2
PSA (A2?) 12,89 12,89 12,89 12,89 12,89 12,89
LogS -3.25 -2.51 -3.34 -4.81 -4.20 -5.51
LogD 3,03 2,26 3,21 4,79 3,91 5,81
%ABS >100 >100 >100 >100 >100 >100
BHE + + + + + -
S-GP - - - - - +
LogKp -5,31 -5,33 -4,94 -4,39 -4,64 -4,13

Onde LR = n° de liga¢des rotacionaveis (<10). PM = peso molecular < 500. Log P (<5,0). HBA = n° de
aceptores de ligacdo de hidrogénio (<10). HBD n° de doadores de ligacdo de hidrogénio (<5). PSA =
area superficial polar(A2) <140. Log S (> -4). Log D (pH = 7,4). BHE = Permeacao da barreira hemato
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encefalica. S-GP = substrato da glicoproteina P. LogKp = logaritmo da permeabilidade cutanea.
Parametros calculados através de plataforma online SwissADME.

Ainda avaliando a tabela 21, outros fatores simulados in silico corroboram
com a predicdo de que as quinolinas em estudo possam apresentar boa
disponibilidade oral. A area superficial polar (PSA) é um dos fatores importantes
nesta discussdo e conforme dados da tabela 21 asquinolinas em estudo estao
dentro dos parametros desejados neste quesito.

Os fatores como lipofilicidade e solubilidade aquosa também foram preditos in
silico para as quinolinas em estudo. De um modo geral, todas as 6 quinolinas
apresentam LogP compativel com uma boa biodisponibilidade oral, destacando-se a
molécula Q14 considerada a mais lipossoluvel. Ainda neste sentido, a predicdo do
LogS também corrobora com a afirmacao de boa disponibilidade oral das quinolinas.

O percentual de absor¢do oral (%ABS) foi calculado através de uma equacéo
simples onde %ABS = 109 - (0,345xPSA)(ZAHEER et al., 2016). A partir deste
calculo todas as 6 quinolinas apresentam o %ABS >100, dados que corroboram
novamente com o0s parametros ja avaliados.

Na simulacdo in silico da permeacdo da barreira hemato-encefélica (BHE),
todas as quinolinas exceto a Q14, foram descritas como capazes de permear BHE,
um fator muito significativo quando se estuda a seletividade de alvos ou para o
desenvolvimento de farmacos para o sistema nervoso central (SNC). Da mesma
forma, na avaliacdo da ligacdo com GP, todas as quinolinas exceto a Q14, foram
descritas como nao-substrato da GP, a qual esta diretamente envolvida em
processos de resisténcia medicamentosa (figura 48). Este é, portanto, um fator
positivo em relacdo a estas moléculas, no ambito de permeabilidade celular
(Azeredo 2009 e Huber 2010).
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Figura 48. Esquema demonstrativo das propriedades ADMET das quinolinas
avaliadas. A area rosa representa a faixa 6tima para cada propriedade (lipofilicidade:
LogP entre -0,7 e +5,0, tamanho: PM entre 150 e 500 g/mol, polaridade: PSA entre
20 e 130 A?, solubilidade: LogS ndo maior que 6, saturacdo: fracdo de carbonos na
hibridacdo sp® ndo inferior a 0,25 e flexibilidade: ndo mais do que 9 ligacdes
rotaveis. Parametros calculados através de plataforma online SwissADME.

Além disso, na figura 49 esta demonstrado um diagrama chamado em inglés
de “BOILED-Egg”, o qual consiste principalmente em um método intuitivo para
prever simultaneamente dois parametros chave de ADMET, isto €, a absor¢ao
gastrointestinal passiva (HIA) e permeacdo cerebral (BBB). Embora,
conceitualmente, muito simples, por depender apenas de dois descritores fisico-
quimicos (LogP e PSA, por lipofilicidade e aparente polaridade), esse modelo de
classificacéao foi construido com extremo cuidado quanto a significancia estatistica e

robustez (referencia swissADME).
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Figura 49. Diagrama BOILED-Egg Parametros calculados através de plataforma
online SwissADME.

Conforme estd mostrado na figura 49 o diagrama de classificacdo em forma
de ovo inclui a gema (isto é, o espaco fisico-quimico para permeacdo BHE
altamente provavel) e o branco (isto é, o espaco fisico-quimico para uma absorcao
de HIA altamente provavel). Ambos os compartimentos ndo sdo mutuamente
exclusivos e a regido cinzenta exterior representa moléculas com propriedades que
implicam baixa absorcao prevista e penetracao cerebral limitada.

Na avaliagdo das quinolinas pelo diagrama BOILED-Egg (figura 49) foi
possivel fazer uma interpretacdo a respeito da absorcéo passiva (dentro / fora do
branco), acesso cerebral passivo (dentro / fora da gema) e efluxo ativo do SNC ou
do ltmen gastrointestinal por coloragcédo codificacdo: pontos azuis para substratos da
GP (PGP +) e pontos vermelhos para o nao-substrato da GP (PGP-). Todas as
guinolinas, exceto a Q14, encontram-se localizadas nas areas correspondentes a
Otimas absorc¢des intestinais, permeacdo da BHE e como ndo substratos da GP.

Além disso, foram calculados in silico alguns parametros preditivos de

toxicidade utilizando o software DataWarrior®. Nesta simulagdo os valores das
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DLsoencontrados correspondem a moléculas com baixa toxicidade, sendo superiores
a 1000mg/kg, sendo classificados toxicologicamente como classe 4, onde numa
escala de 1-5, 5 corresponde a menor toxicicidade conforme tabela 23.

Quanto aos efeitos mutagénico, cancerigeno, irritante e toxicidade
reprodutiva, nenhuma quinolina avaliada apresentou correlacdo com estes fatos,
exceto a quinolina Q10, a qual teve alta correlacdo como mutagénica e irritante
conforme tabela 23. Tais resultados corroboram com os resultados in vitroja descrito
nos itens anteriores quanto a citotoxicidade em células ndo tumorais e altos IS

alcancados.

Tabela 23. Tabela com os valores preditivos de parametros toxicologicos calculados
in silico.

DLso Classe Mutagénico Tumorogénico Irritante Toxicidade
mg/kg Toxicolbégica Reprodutiva
Q2 1230 4 N N N N
o0 1230 4 Alta N Alta N
Q11 1020 4 N N N N
1020 4 N N N N
Q12
Q13 1230 4 N N N N
Q14 1000 4 N N N N

Onde DLsp corresponde a dose letal para 50% dos individuos expostos. N = negativo. Obtidos através

do software DataWarrior®.






6 CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos é possivel afirmar que as quinolinas estudadas
apresentam boa atividade antitumoral, levando-se em consideracdo a poténcia e
eficiéncia das moléculas testadas. Além disso nos estudos de mecanismo de morte,
a maioria das moléculas induziu a morte celular majoritariamente através de
apoptose. E possivel destacar as quinolinas Q11 e Q12 quanto a atividade citotdxica
frente as linhagens tumorais e 6timos indices de seletividade superiores a 10 para
Q11 e entre 1,5-3 para a Q12. Quanto aos valores ADMET, as simulagdes in silico
demonstraram que a maioria das quinolinas em estudo tem grande probabilidade de
biodisponibilidade oral, permeacéo da barreira hemato-encefélica sem ser substrato
para glicoproteina-P, 0 que representa carcteristicas muito desejaveis. Por fim,
pode-se dizer que as quinolinas em estudo sdo muito promissoras quanto a
atividade antitumoral, embora sejam necessarios mais estudos a fim de finalizar os
estudo de mecanismo de acédo e relacdo da estrutura quimica com a atividade
biologica (REA).






CAPITULO 4 — AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIFUNGICA
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1 INTRODUCAO

O reino fungi compreende a um conjunto de organismo uni e pluricelulares
que convivem com plantas, animais e em especial com os seres humanos ha
milhares de anos. Muitas espécies fungicas sdo de interesse econémico, cultural e
medicinal como fonte de diversos recursos para a humanidade e o meio ambiente
em equilibrio.

No entanto, cerca de 300 espécies de fungos podem causar infeccdos em
seres humanos , das quais 30 espécies sdo as mais recorrentes ao causar
patologias. As infec¢Bes fungicaspodem ser consideradas um problema de saude
publica mundial levando-se me consideracdo a ampla abrangéncia, prejuizos
econdmicos e dificuldades de tratamento.

Ao longo dos anos, o numero de infec¢des graves causadas for fungos tem
aumentado, enquanto o arsenal terapéutico disponivel ndo é considerado vasto,
além da demora em desenvolver e colocar no mercado novos farmacos antifungicos.
Soma-se a isso 0 inconveniente fato da resisténcia desenvolvida por diversos
organismos flngicoa aos farmacos atualmente disponiveis na terapéutica, tornando
o tratamento ainda mais dificil e ineficaz.

Outro fato relevante sobre as infec¢des fungicas € que as mesmas podem ser
consideradas tambem como doencas neglienciadas devido a sua alta prevaléncia
em regides pouco desenvolvidas socio-economicamente no planeta. Este triste fato
piora ainda mais atual situacdo das doencas fungicas pois soma as dificuldades ja
encontradas no tratamento usual com as dificuldades de recursos basicos como
dignéstico precoce e acesso ao tratamento adequado.

Neste sentido, a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos antifingicos
€ de extrema relevancia a saude publica mundial e brasileira. Com base nessas
informacg0des, este trabalho buscou desenvolver novas moléculas, quinolinas, que

possam tratar diferentes infe¢des fungicas.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade antifungica de quinolinas frente a cepas de dermatofilos e

leveduras.

2.1 Objetivos especificos

Fazer o screening da atividade antifangica das quinolinas Q2, Q10, Q11, Q12,
Q13 e Q14 frente 4 cepas de leveduras e 4 cepas de dermatofilos;
e Avaliar a tividade citotéxica das quinolinas frente a linhagem celular Vero;

e Calcular o indice de seletividade das 6 quinolinas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Infecc¢des fungicas

Os fungos s&do microrganismos uni ou pluricelulares com caracteristicas
peculiares as plantas, animais, bactérias e virus. Ao longo dos anos os fungos ja
tiveram diversas classificagfes e atualmente sdo agrupados em um reino a parte, o
reino Fungi. Os fungos existem na terra ha milhdes de anos e convivem com 0s
humanos ao longo da sua histéria. Existem aproximadamente 2 milhGes de espécies
diferentes de fungos na Terra que vivem ao ar livre no solo, em plantas,arvores,
animais, mamiferos, bem como em muitas superficies internas e na pele
humana(HIBBETT et al., 2007; MCCONNAUGHEY, 2014; MONEY, 2016).

Ao longo da historia os fungos tem sido utilizados e manipulados em diversas
atividades como culinaria, agricultura e na medicina popular. Alguns destes
microorganismo possuem metabolitos secundarios de extrema relevancia para a
humanidade, como os que sdo fontes de antibidticos e antitumorais(KAVANAGH,
2005). No entanto, algumas espécies de fungos podem tornar-se patogénicas tanto
para humanos como para animais e plantas. Estima-se que 270.000 espécies de
fungos estdo associadas a doencas vegetais e cerca de 300 sdo conhecidas por
infectar humanos, também chamadas de micoses(KAVANAGH, 2005).

Os fungos sao, atualmente, os agentes causadores de bilhdes de infeccOes
em todo o mundo, resultando em aproximadamente 1,5 milh6esmortes por anoNeste
grupo, 25 milhdes de pessoas estdo sob risco de morte ou perda de visdo. As
estimativas mais recentes — consideradas subestimadas — sugerem que haja 1,6
milhdo de mortes humanas por ano em decorréncia de micoses graves.
(GIACOMAZZI et al., 2016; “Stop neglecting fungi,” 2017; CDC, 2018; REVIE et al.,
2018).

No Brasil, estimativas de 2016 sugerem que mais de 3,8 milhdes de
individuos sofreram de alguma doenca fungica grave. Além disso, as doencas
fungicas no Brasil representam um sério problema econdémico. Segundo estudo da
Universidade Federal do Parana publicado em junho de 2018, o custo do tratamento
de doencas fungicas pode superar R$ 400 mil por paciente (SANGLARD, 2016;
GIACOMAZZI et al., 2016; CDC, 2018; BORBA et al., 2018).
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Espécies de Aspergillus, Candida e Cryptococcus sdo asagentes causadores
predominantes de infec¢des fungicas em humanos, representando mais de 90% dos
de mortes por micose. Candida albicans € um membro natural da microbiota da
mucosa humana, mas nos Ultimasdécadas também serviu como o principal agente
causador de infec¢des invasivas com risco de vidana América do Norte e na Europa,
com taxas de mortalidade proximas a 40%, apesar do tratamento.

Houve também um forte aumento nas infec¢des causadas por espécies de Candida
gue sdo intrinsecamenteresistente aos antifungicos azdélicos (classe a ser discutida a
seguir), incluindo Candida glabrata, Candida krusei e Candida auris.

A Criptococose que € uma doenca causada por Cryptococcus neoformanse
Cryptococcus gattii, tem infectado mais de 1 milhdo de pessoas anualmente, com
altas taxas de mortalidades nos paises em desenvolvimento, além de apresentar
resisténcia a mais nova classe de antifungicos: as equinocandinas (discutidas a
seguir), limitando, assim, as opcdes terapéuticas(ROBBINS et al., 2017; REVIE et
al., 2018).

Por fim, a espécie fangica Aspergillus fumigatusé uma causa significativa de
infeccdo para individuos submetidos a transplante eaqueles pacientes que sofrem
de neutropenia. Mais de 200.000 casos de aspergilose invasiva sao relatadosa cada
ano, com altissimas taxas de mortalidade, caso ndo sejam tratadas.(ROBBINS et al.,
2017; REVIE et al., 2018).

Por outro lado, a descoberta da penicilina em 1929 e o desenvolvimento dos
primeiros agentes antifUngicos nistatina e anfotericina B na década de 1950
possibiliataram o controle de doencas infeciosas pela primeira vez na histéria. A
capacidade de tratar infeccbes causadas por microorganismos patogénicos foi
revolucionaria na pratica médica e trouxe muitos beneficios aos pacientes. Contudo,
nas Ultimas décadas, cepas patogénicas de fungos apresentaram resisténcia a
maioria, ou a todos,antimicrobianos disponiveis, dificultando o controle eficaz das
infecgdes fungicas e criando uma necessidade urgente de novos tratamentos para
estas doencas (PERLIN et al., 2017; ROBBINS et al., 2017; REVIE et al., 2018).

Além disso, muitas pessoas em risco e sofrendo de doencas fungicas vivem
em locais com recursos limitados, onde o diagnéstico e o tratamento dessas
infeccbes podem ser desafiadores. Essas areas do mundo muitas vezes carecem da
infraestrutura laboratorial necesséaria para diagnosticar doencas fungicas, e a

disponibilidade limitada de medicamentos antifingicos significa que alguns pacientes
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que tém doencas fungicas ndo sdo capazes de receber o0s tratamentos
necessarios(NUCCI; MARR, 2005; “Stop neglecting fungi,” 2017; CDC, 2018).
Considerando os dados apresentados acima para prevaléncia das doencas
fungicas, fica clara a necessidade de investimentos na geracao de ferramentas que
permitam diagndstico, tratamento e prevencao eficientes para as doencas causadas
por fungos. Esta necessidade € particularmente aguda para a terapéutica
antifingica, uma vez que atualmente existem apenas poucas classes
demedicamentos aprovados para o tratamento de infec¢Bes fungicas sistémicas.
Essa escassez de antimicrobianos exige um esforco concertado para a descoberta

de novas terapias para doencas infecciosas.

3.1.1 Infecgbes fungicas superficiais

A literatura cientifica relata que infecgbes fungicas superficiais em humanos
sdo muito comuns, podendo afetar 25% da populacdo mundial (~1,7 bilhdo de
pessoas) em algum momento da vida. Infec¢cdes fangicas nas unhas e cabelos sédo
causadas principalmente por fungos dermatdfitos, os quais originam condicfes
patolégicas bem conhecidas, comopé de atleta, micose do couro cabeludo e
infeccdo das unhas(BROWN et al., 2012; TABANA et al., 2017).

Infeccbes da mucosaoral e tratos genitais também sdo comuns,
especialmente candidiase vulvovaginal(ou sapinho). De fato, 50 a 75% das mulheres
em idade fértilsofrem de pelo menos um episddio de vulvovaginite e 5 a 8% (~ 75
milhdesmulheres) tém pelo menos quatro episédios por ano. As infec¢cdes orais
também sdo comuns em bebés, usuario de préteses, usuarios de corticéides
sistémicos, transplantados, pacientes com HIV/AIDS ou imunossuprimidos por
outras causas. Essas infec¢cbes superficiais sdo causadas com mais frequénciapor
varias espécies de Candida, que éo segundo mais numeroso agente de infeccao
fungica em todo o mundo(NUCCI; MARR, 2005; BROWN et al., 2012; TABANA et
al., 2017).

3.1.2 InfecgBes fungicas invasivas
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Infec¢gBes fungicas invasivas tém uma incidéncia muito menor que infeccdes
superficiais, mas as doencas invasivas sdo mais preocupantes levando-se me
consideracdo as taxas de mortalidade altas. Muitas espécies de fungos sao
responsaveis por infec¢des invasivas, as quais matam cerca de um milhdo e meio
de pessoas todos os anos(NUCCI; MARR, 2005; BROWN et al., 2012; TABANA et
al., 2017).

Os principais géneros envolvidos nas infec¢Bes fungicas sistémicas sao os
Cryptococcus, Candida e Aspergillus. No entanto, dados epidemioldgicos para
infeccBes fungicassdo notoriamente pobres porque infeccbes fungicas podem
freqientemente ser diagnosticadas erroneamente ou ainda nao notificadas(NUCCI;
MARR, 2005; BROWN et al., 2012; TABANA et al., 2017).

3.1.3Farmacos antifungicos

A disponibilidade e variedade de farmacos a antifungicos pode ser
considerada limitada quando comparada a outras classes terapéuticas no ambito da
qguimical medicinal. Atualmente, os farmacos antifingicos disponiveis na clinica
médica concentram-se basicamente em algumas poucas classes como 0s polienos,
equinocandinas, azélicos e alilaminas conforme serdo descritos a
seguir(SANGLARD, 2016).

3.1.3.1 Polienos

Os polienos sdo compostos macrociclicos que contém varias ligacées duplas
conjugadas e regides lipofilicas e hidrofilicas distintas - contendo carbonilas,
hidroxilas e agucares. A nistatina e anfotericina B (figura 50) sdo os exemplos mais
conhecidos desta classe. Desde sua descoberta na década de 1950, os polienos
tém sido empregados como importantes agentes fungicidascontra varias espécies
de Aspergillus, Candida e Cryptococcus(MCCARTHY et al., 2017; REVIE et al.,
2018).
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Figura 50. Estruturas quimicas dos polienos Nistatina e Anfotericina B.

Durante décadas, pensou-se que o0 mecanismo de acdo dessas moléculas
fosse através dos efeitos toxicos causados pela isercdo destas moléculas na
membrana celular fangica, o que resultariaem aumento da permeabilidade e perda
de constituintes citoplasmatico, e finalmente, morte celular. Todavia, recentes
estudos tém demonstrado que os polienos se ligam e extraem a maior parte do
ergosterol da membrana fungica, o qual desempenha func¢des celulares essenciais,
levando o fungo a morte conforme figura 51(MCCARTHY et al., 2017; REVIE et al.,
2018).
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Figura 51. Mecanismo de acdo dos antifungicos polienos. adpatado de Revie e
colaboradores, 2018

A resisténcia clinica aos polienos é extremamente rara, no entanto sao
relatados efeitos toxicos no hospedeiro, devido a similaridade do ergosterol (fungos)
e o colesterol nas membranas dos mamiferos, tendo em vista que a regido lipofilica
dos polienos interage com os esterdis via interacdes hidrofébicas. Além disso,
farmacos desta classe, normalmente, ndo sdo absorvidos quando administrados por
via oral, por isso sdo usados para tratar infec¢des fungicas do trato gastrointestinal,
como candidiase oral. Para o tratamento de infec¢cBes fungicas sistémicas, precisam
ser administradas por via intravenosa(MCCARTHY et al., 2017; REVIE et al., 2018).

3.1.3.2 Equinocandinas

A mais recente classe de antifUngicos a chegar na clinica médica sédo as
equinocandinas, que incluim a micafungina, caspofungina e anidulafungina(figura
52). As equinocandinas sao grandes moléculas lipopeptidicas semi-sintéticas que
inibem ndo competitivamente a sintese dos principaisbiopolimeros (inibindo a B-D-
Glucano sintase) da parede celular, resultando na perda da integridade da mesma e
conferindo stress a parede celular no fungo conforme figura 53 que ilustra este

mecanismo de acéo (REVIE et al., 2018).
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Figura 52. Estrutura das equinocandinas: Anidulafungina, Caspofungina e
Micafungina.

As equinocandinas sdo fungicidas contra a maioria das espécies de Candida,
além exibir atividade fungicida ou fungistatica contra A. fumigatus. Apesar dea
resisténcia as equinocandinas ser baixa, o uso indiscriminado para profilaxiae
regimes de tratamento prolongado resultaram num aumento da incidéncia
deresisténcia, como tém sido relatado para a espécie C. glabrataultimamente. Além
disso, as equinocandinas tém baixa biodisponibilidade oral e, portanto, muitas vezes

séo utilizadas por via endovenosa(REVIE et al., 2018).
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Figura 53. mecanismo de acdo das equinocandinas, dando destaque para a
caspofungina. adptado de Ruvie e colaboradores 2018.

3.1.3.3 Azéblicos

A classe de farmacos azélicos corresponde aos antifingicos heterociclos que
apresentam um anel de 5 membros nitrogenado: imidazéis contém dois nitrogénios,
enquanto os triazbis contém trés nitrogénios. A introducdo do farmacos azdlicos na
década de 1960 através do miconazol e clotrimazol foi o primeiro passo para o
desenvolvimento desta classe. Em seguida, na década de 1980, o surgimento do
cetoconazol marcou o inicio de uma era de melhorias em relacdo as terapias
antifangicas. Apds quase uma década de uso, o cetoconazol foi rapidamente
substituido pelos triazdis fluconazol e itraconazol devido a melhorias significativas no
perfil farmacocinético, espectro de atividade e seguranca. Os triazbis posaconazol e
voriconazol seguiram e foram mais conhecidos por seu espectro adicional,
especificamente contra infecgbes por fungos emergentes, com uma farmacocinética
mais previsivel e com menos efeitos adversos conforme linha do tempo descrita na
figura 54(ROBBINS et al., 2017; REVIE et al., 2018).
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Figura 54. Linha do tempo que descreve os principaisfarmacos azdlicos, suas
estruturas e periodo de surgimento.

O mecanismo de acdo dos farmacos azélicos € através do blogqueioda
biossintese do ergosterol, inibindo a enzima lanosterol 14-a-demetilase. A inibi¢édo
da enzima resulta na deplecdo do ergosterol e no acimulo de um esterol téxico ao
organismo fangico, prejudicando sua proliferacdo (figura 55). Esta classe de
farmacos pode exercer atividade fungicida ou fungistatica. Este ultimo mecanismo
permite a sobrevivéncia de populagbes fungicas que juntamente com o0 extenso uso
de azdis na profilaxia resulta em resisténcia generalizada a esta classe(JAMPILEK,
2016; REVIE et al., 2018).
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azélicos. Adpatado de Ravie e colaboradores 2018.
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3.1.3.4 Alilaminas

Antifungicos da classe alilamina (terbinafina e naftifina) atuam inibindo a
enzima esqualeno epoxidase. Como consequéncia da inibicdo, o conteltdo de
ergosterol da membrana celular fangica diminui, 0 que leva a propriedades fisico-
qguimicas alteradas da membrana fungica, resultando no mau funcionamento de
proteinas ligadas a membranas. A inibicdo da esqualeno-epoxidase também leva a
um acumulo de esqualeno, que € téxico para as células fungicas em grandes
guantidades(RYDER; MIETH, 1992; MUSIOL et al., 2010).

e O
Figura 56. estrutura dos farmacos da classe alilamina: terbinafina e naftifina.

A terbinafina (figura 56) € um antifungico sintético, altamente lipofilico cuja
tendéncia € se acumular na pele, unhas e tecidos adiposos. E utilizada para o
tratamento de infeccdes dermatdfitas da unha causada por fungos suscetiveis.

Também é utilizada para o tratamento de Tinea capitis (micose do couro cabeludo) e
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Tinea corporis (micose no corpo) ou Tinea cruris (pé de atleta)(RYDER; MIETH,
1992; MUSIOL et al., 2010).

A naftifina (figura 56), por sua vez € um agente sintético de amplo espectro,
antifingico e derivado de alilamina para o tratamento topico de Tinea pedis, Tinea
cruris e Tinea corporis, além de infec¢cbes causadas porTrichophyton rubrum,
Trichophyton mentagrophytes, Trichophyton tonsurans e Epidermophyton
floccosum(RYDER; MIETH, 1992; MUSIOL et al., 2010).
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Avaliacao da atividade antifungica

4.1.1 Cepas selecionadas

Neste estudo, um total de 9 cepas foram testadas, das quais, 5 cepas de
Candida spp.: Candida albicans (ATCC 18804), C. glabrata (CG RL24), C. krusei
(CK 02),C. parapsilosis (CP RL13) e C. tropicalis (CT 07), juntamente com 4 cepas
de dermatéfitos: Microsporum canis (MCA 01), M. gypseum (MGY 42), Trichophyton
mentagrophytes (TME 16) e T. rubrum (TRU 51). As cepas de Candida foram
analisadas fenotipicamente em Vitek® Yeast Biochemical Card. Todas as cepas sao
provenientes da micoteca do Grupo de Pesquisa em Micologia Aplicada da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul (Porto Alegre, Brasil) e originadas do
Programa Nacional de Controle de Qualidade (PNCQ). A cepa padrdo ATCC 18804
foi obtida da ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, EUA) e

utilizada como controle.

4.1.2 Screening de atividade antifingica

A avaliacdo de possivel atividade antifungica dos derivados de quinolinas foi
realizada através de um screening inicial. Solucbes de cada composto foram
preparadas em 2% de DMSO (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e o restante do
volume completado com meio RPMI 1640 (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA)
obtendo-se uma concentracao final de 100 pg/mL. A preparacédo das suspensdes

contendo os indculos fungicos seguiu o preconizado pelos documentos M27-A3
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(CLSI, 2008), para leveduras e M38-A2 (CLSI, 2008) para espécies dermatofiticas.
As suspensdes fungicas contendo as leveduras de Candida spp. foram lidas em
espectrofotometro (GT7220, Global Trade Tecnology) em comprimento de onda de
530 nm a fim de obter uma turbidez equivalente a 0,5 da escala Mcfarland (90% de
transmitancia), contendo aproximadamente 1 a 5 x 10 UFC/mL. Apés leitura, as
suspensodes fungicas foram diluidas 1:50 em salina estéril e, a partir desta, uma
diluicdo 1:20 em meio RPMI 1640 foi preparada, obtendo-se um in6culo com 1 a 5 x
10%UFC/mL para cada cepa. Os in6culos com diluicdo 1:20 foram utilizadas no
experimento. As suspensdes contendo os indculos com as cepas dermatofiticas
seguiram as mesmas condi¢cdes ja descritas. Porém, as suspensdes fungicas
apresentaram 80-82% de transmitancia em comprimento de onda de 530 nm. Em
seguida, essas suspensdes foram homogeneizadas em Vortex e decantadas por 5
min para a remocdo do sobrenadante. Por fim, uma diluicdo 1:50 contendo 5 x
10*UFC/mL para cada cepa foi preparada em meio RPMI 1640, a qual foi utilizada
no ensaio antifingico. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos onde
foram adicionados 100 pL de meio RPMI 1640 juntamente com 100 pL de inéculo
fungico representante de cada cepa. Como controle de crescimento fungico, 100 pL
de in6culo de cada cepa foram adicionados a 100 pL de meio RPMI 1640. As
microplacas foram incubadas a 35°C por 48 h e a 32°C por 96 h para as cepas de
Candida spp. e dermatofiticas, respectivamente. A presenca de atividade antifungica
foi determinada quando os compostos avaliados foram capazes de inibir 100% de
crescimento fungico quando comparado ao controle positivo e através de leitura

visual.

4.1.3 Ensaio de citotoxicidade em células Vero
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A linhagem celular Vero, utilizada neste estudo, foi obtida do Banco de
Células do Rio de Janeiro. As células foram mantidas em meio de cultura
suplementado com 10% - 20% (v / v) de soro fetal bovino (Gibco, Grand Island, NY,
EUA), a 37 °C e atmosfera umida (5% CO2). A linhagem celular foi cultivada em
meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium - Sigma) de alta glicose (Sigma, St
Louis, EUA).

A citotoxidade dos compostos foi realizada utilizando o ensaio de MTT
(BERRIDGE et al., 2005). As células foram em placas de 96 pocos (2 x 10* por
poco) e incubadas a 37 °C e 5% de CO2. Apos atingir a semi-confluéncia, as células
foram tratadas com os compostos a 50uM num rastreio preliminar e incubadas
durante 48 horas. Os compostos que obtiveram inibicdo > 50% foram selecionados
para avaliar sua dose-resposta usando 6 concentracdes variando de 5 a 500 puM.

Apos 48 h, o meio contendo o tratamento foi removido e as células incubadas
com solucdo de MTT (0,5 mg/ml) por 3 horas a 37 °C, na auséncia de luz. Os cristais
de formazan formados foram dissolvidos em DMSO e quantificados por absorbancia
em 570 e 630nm medida em espectrofotometro de placas (Spectramax MZ2e,
SoftMax Pro Software Interface 5.4.1, EUA).

4.1.4 Célculo do indice de Seletividade (SI)

O calculo do indice de seletividade foi realizado através de uma simples
relagdo entre a citoxicidade encontrada em células Vero pelo CIMnas respectivas

cepas de fungos conforme figura57.

ICso0 da linhagem nao tumoral
Sl=

ICso das respectivas linhagens fungicas

Figura 57. Equagcéo utilizada para calcular o Indice de seletividade (SI).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacdo da atividade antifungica

5.1.1 Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

A concentracao inibitéria minima (CIM) € a menor concentracédo avaliada dos
composto quimico capaz de inibir o crescimento de um determinado microorganismo
(ANDREWS, 2001), no caso deste trabalho cepas fungicas de dermatdfilos e
leveduras. A tabela 24 a seguir demonstra os valores de CIM obtidos para cada

quinolina frente as cepas de Candida spp.

Tabela 24. Concentragdo Inibitéria Minima (CIM) de quinolinas expressa em pg/mL
frente a cepas de Candida spp.

Cepas/Quinolinas Q2 Q10 Q11 Q12 Q13 Q14

CA ATCC 18804 R 1,56 25 12,5 R R
CG RL24 R 50 25 R R R
CP RL13 R R R R R R

CK 02 R R R R R R
CT 07 R R R R R R

C. albicans (ATCC 18804), Candida glabrata (CG RL 24),C. parapsilosis (CP
RL13),C. krusei (CK 02) e C. tropicalis (CT 07);R: cepas resistentes para
concentracgéo testada (CIM > 50 pg/mL).

Conforme é possivel observar na Tabela xxx as moléculas Q2, Q13 e Q14 nado

foram ativas a nenhuma das cepas testadas. As moléculas Q10 e Q11
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demonstraram eficacia frente as cepas CA ATCC 18804 e CG RL24, com CIM
variando entre 1,56 e 50 pg/mL. Ja a molécula Q12 foi eficaz somente frente a cepa
CA ATCC 18804 (CIM 12,5 pg/mL).

Quanto a avaliagdo da atividade antifingica frente a dermatofilos a tabela25a
seguir demonstra os valores de CIM obtidos para as quinolinas frente aos isolados

de dermatofitos:

Tabela 25. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de Quinolinas expressa em pg/mL
frente aos isolados de dermatdfitos.

Isolados/Quinolinas Q2 Q10 Q11 Ql2 Q13 Q14
MCA 01 R R R R 25 50
MGY 42 R R R R 25 50
TME 16 R R R R 25 50
TRU 51 R R R R 50 50

Microsporum canis (MCA 01), Microsporum gypseum (MGY 42), Trichophyton
mentagrophytes (TME 16), e Trichophyton rubrum (TRU 51);R: isolados resistentes
para concentracao testada (CIM > 50 pg/mL).

A partir dos resultados expostos na tabela 2 podemos observar que as
moléculas Q13 e Q14 demonstraram atividade antifungica frente a todos isolados
(CIM 25 e 50 yg/mL. Para as demais moléculas, todos os isolados foram resistentes
frente a concentracao testada (CIM > 50 pg/mL).

Ao compararmos a eficacia das quinolinas frente a todos 0s micro-organismos
testados, podemos afirmar que essas moléculas possuem atividade seletiva. Visto
gue, Q10, Q11 e Q12 foram ativas frente as leveduras de Candida spp., enquanto
gue Q13 e Q14 apresentaram eficacia somente frente aos dermatofitos.

ApOs os resultados apresentados, as moléculas mais eficazes (menores
CIM’s), foram reavaliadas novamente, a fim de ampliar o espectro de acao para trés

isolados de cada espécie. Dessa forma, as quinolinas foram testadas frente a doze



201

isolados de dermatdfitos e quinze cepas de Candida spp. A determinacéo da CIM foi
realizada da mesma maneira e a concentracdo utilizada para cada molécula
continuou sendo 100 pg/mL (caindo 50 pg/mL na microplaca).Na tabela a seguir,
tem-se a avaliagdo da atividade antifingica para as quinolinas Q10 e Q11 frente a

isolados de Candida spp.:

Tabela 26. Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de quinolinas expressa em pg/mL
frente as cepas de Candida spp.

Cepas/Quinolinas Q10 Q11
CAO01 R 50
CA 05 R R
CA 17 R 50

CG RL24 R 50
CG RL34 R R
CG RL49 R 50
CK 02 R R
CK 03 R 50
CK Den43 25 50
CP RL13 R 50
CP RL38 R R
CP RL52 R R
CT 72A R 50
CT 72P 50 50

CT (ATCC 750) R 50
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Candida albicans (CA 01, CA 02 e CA 17); C. glabrata (CG RL24, CG RL 34 e CG
RL49); C. krusei (CK 02, CK 03 e CK Den43); C. parapsilosis (CP RL13, CP RL38 e
CP RL52); C. tropicalis (CT 72A, CT 72P e ATCC 750). R: isolados resistentes para
concentragéo testada (CIM > 50 pg/mL).

A molécula Q 10 apresentou atividade somente frente as cepas CK 43 (CIM
25 pg/mL) e CT 72P (CIM 50 pg/mL). Porém, o mesmo nao foi observado para Q11,
a qual foi eficaz frente a maioria das cepas de Candida spp. testadas (CIM 50
pg/mL).

Quanto a avaliacdo da atividade antifungica frente as cepas de dermatdfilos
podemos observar os valores da CIM para as quinolina Q13 e Q14 na tabela 27 a

sequir.

Tabela 27. Concentracao Inibitéria Minima (CIM) de quinolinas expressa em pg/mL
frente aos isolados de dermatofitos testados.

Isolados/Quinolinas Q13 Q14
MCA 01 25 50
MCA 29 25 50
MCA 40 25 R
MGY 42 12,5 25
MGY 50 12,5 50
MGY 58 12,5 50
TME 32 25 50
TME 40 12,5 R
TME 60 25 R
TRU 43 25 50
TRU 47 25 50
TRU 51 R R

Microsporum canis (MCA 01, MCA 29 e MCA 40); Microsporum gypseum (MGY 42,
MGY 50 e MGY 58); Trichophyton mentagrophytes (TME 32, TME 40 e TME 60);
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Trichophyton rubrum (TRU 43, TRU 47 e TRU 51). R: isolados resistentes para
concentracgédo testada (CIM > 50 pg/mL).

E possivel observar que tanto a Q13 quanto a Q14 foram eficazes frente a
maioria dos isolados de dermatdfitos testados. Somente o isolado TRU 51 foi
resistente as moléculas na concentracao testada (CIM > 50 pg/mL). A molécula Q13
(CIM entre 12,5 e 25 pg/mL) foi mais eficaz frente aos dermatdéfitos quando
comparada a molécula Q14 (CIM entre 25 e 50 pg/mL).

5.2 Ensaio de viabilidade celular Vero e indice de seletividade

A partir dos resultados expostos anteriormente, as moléculas mais eficazes
(Q11, Q13 e Q14) foram encaminhadas para avaliacdo da citotoxidade em células
Vero, a qual foi realizada em triplicata e com um n de trés repeticbes em dias
diferentes.

A amostra Q11 demonstrou citotoxicidade acima de 100 ug/mL, enquanto que
Q13 e Q14 foram toxicas somente acima de 300 ug/mL. Esses resultados sdo muito
promissores, uma vez que, a CIM dessas moléculas é < 50 ug/mL.

Para finalizar a avaliagdo da citotoxicidade ainda € preciso repetir mais uma
vez o0 ensaio, a fim de obter a curva de morte para as trés moléculas. A obtencdo da
ICs0 ndo foi possivel, pois, em maiores concentragdes, as amostras continham uma
concentracdo mais elevada de DMSO do que o limite tolerado pelas células Vero.
Tal fato inviabilizou a obtencédo da ICso de maneira confiavel.

Por conseguinte, o indice de seletividade foi calculado através da razdo entre
a citotoxicidade encontarda nas células Vero pela CIM nos respectivos fungos. No
caso das leveduras, a Q11 foi a molécula mais ativa com indice de seletividade de 2,
0 que significa que esta quinolina € 2 vezes mais seletiva para as leveduras do que
para células Vero. Os dermatdfilos, por sua vez, tiveram duas quinolinas com boa
atividade antifungica: Q13 e Q14. A quinolina Q13 alcancou um indice de
seletividade de 12, o que ressalta a seletividade desta molécula para o organismo
fungico. J4 a molécula Q14, teve seu indice de seletividade calculado em 6, menos
seletiva que aQ13, porém muito seletiva ainda, com 6 vezes mais tendéncia a

causar danos as leveduras do que para células Vero.
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6 CONCLUSAO

A partir dos resultados expostos € possivel concluir que as quinolinas
apresentam atividade antifungica frente a leveduras e dermatofilos. A quinolina Q11
foi ativa frente a praticamente todas as cepas de candica testadas com CIM de 50
ug/mL e com Sl de 2. Ja frente a dermatdfilos as quinolinas mais ativas foram a Q13
e Q14 que obtiveram CIM de 12,5 a 25 ug/mL e 50ug/mL respectivamente. Quanto
ao Sl as quinolinas Q13 e Q14 também alcancaram resultados excelentes com
valores de Sl de 12 e 6 respectivamente. Por fim, sdo necessarios ainda bestudos
de mecanismo de agdo afim de elucidar o mecanismo de agédo dessas quinolinas

frente as cepas de fungos testadas.






7. CONCLUSAO GERAL

A partir dos resultados obtidos é possivel concluir que as metodologias
desenvolvidas possibilitaram a sintese 9 quinolinas cujas estruturas foram
identificadas através de ressonéncia magnética nuclear e espectroscopia de
massas. As quinolinas estudadas apresentaram atividade antitumoral, levando-se
em consideracdo a poténcia e eficacia das moléculas testadas. Além disso nos
estudos de mecanismo de morte, a maioria das moléculas induziu a morte celular
através de apoptose. E possivel destacar as quinolinas Q11 e Q12 quanto a
atividade citotoxica frente as linhagens tumorais e 6timos indices de seletividade (SI)
superiores a 10 para Q11 e entre 1,5 - 3 para a Q12. Quanto aos valores ADMET, as
simulacdes in silico demonstraram que a maioria das quinolinas em estudo tem
grande probabilidade de biodisponibilidade oral, permeacdo da barreira hemato-
encefalica sem ser substrato para glicoproteina-P, caracteristicas desejaveis no
planejamento de farmacos. Além disso, a partir da avaliacdo da atividade antifangica
foi possivel observar que as quinolinas apresentam atividade antifungica frente a
leveduras e dermatofilos. A quinolina Q11 foi ativa frente a praticamente todas as
cepas de candica testadas com CIM de 50 pug/mL e com S| de 2. Ja frente a
dermatdfilos as quinolinas mais ativas foram a Q13 e Q14 que obtiveram CIM de
12,5 a 25 pug/mL e 50 pg/mL respectivamente. Quanto ao Sl as quinolinas Q13 e
Q14 também alcancaram resultados excelentes com valores de Sl de 12 e 6
respectivamente. No entanto, tanto na avaliacdo da atividade tumoral quanto da
atividade antifingica sdo necessarios mais ensaios a fim de concluir definitivamente
sobre os resultados, assim como sobre 0s possiveis mecanismos de acdo. Como
prerspectivas deste trabalho estdo o planejamento e sintese de novas quinolinas
utilizando a abordagem sintética desenvolvida. Também € prevista a publicacdo de

pelo menos 3 artigos cientificos em revistas relevantes das areas tematicas.
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9 ANEXOS

9.1 Anexo 1- Espectros de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

4-metil, 6-bromo-quinolina

. CH,
E'r = 3
7 Nﬁ 2
8

Espectro de *H RMN da molécula 4-metil, 6-bromo-quinolina (300 MHz, CDCls): H2
(8,78; d, J = 3,0 Hz, 1H), H5 (8,15; d, J = 2,2 Hz, 1H), H8 (7,97; d, J = 9,0 Hz, 1H),
H7 (7,77, dd, J =9,0 e 2,2 Hz, 1H), H3 (7,25; d, J = 3,0 Hz, 2H) e CH3 (2,68; s, 3H).
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Figura 58. Espectro de 'H RMN da molécula 4-metil, 6-bromo-quinolina (CDCls, 300
MHZz).
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t-butil (2-bromofenil)carbamato

Espectro de 'H RMN da molécula t-butil (2-bromofenil)carbamato(300 MHz, CDClas):
H6 (8,13; dd, J = 8,3 e 1,4 Hz, 1H), H3 (7,49; dd, J = 8,0 e 1,5 Hz, 1H), H5 (7,29;
ddd, J =7,6; 8,3 e 1,5 Hz, 1H), NH (7,00; sl, 1H), H4 (6,90; ddd, J =7,6; 8,0 e 1,5
Hz, 1H) e Me-BOC (1,54; s, 9H).
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Figura 59. Espectro de 'H RMN da molécula t-butil (2-bromofenil)carbamato (CDCls,
300 MHz).
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t-butil (2-iodofenil)carbamato

Espectro de 1" RMN da molécula t-butil (2-iodofenil)carbamato (300 MHz, CDCls):
H6 (8,05; dd, J = 8,3 e 1,4 Hz, 1H), H3 (7,74; dd, J = 7,9 e 1.6 Hz, 1H), H5 (7,30;
ddd, J =8,3; 7,4 e 1,6 Hz, 1H), NH (6,82; s, 1H), H4 (6,7; ddd, J =7,9; 7,4 el,4 Hz,
1H) e Me-BOC (1,54; s; 9H).
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Figura 60. Espectro de 17 RMN da molécula t-butil (2-iodofenil)carbamato (CDCls,
300 MHz).
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(E)-6-fenilhex-3-en-2-ona

Espectro de 'H RMN da molécula (E)-6-fenilhex-3-en-2-ona: Hidrogénios fenila (7,33
- 7,17; m, 5H), H4 (6,79; dt, J = 16,0 e 6,8 Hz, 1H), H3 (6,12; dt, J = 16,0 e 1,5 Hz,
1H), H6 (2,80 — 2,75; m, 2H), H5 (2,57 — 2,50; m, 2H) e CHs (2,23; s, 3H).
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Figura 61.Espectro de *H RMN da molécula (E)-6-fenilhex-3-en-2-ona (CDCls, 300

MHZz).
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(E)-hex-3-en-2-ona

BN

b 3

Espectro de 1H RMN da molécula (E)-hex-3-en-2-ona: H4 (6.83; dt, J = 16.0, 6.3 Hz,
1H), H3 (6,10; d, J = 16.0 Hz, 1H), Me-1 e H5 (2.32 — 2.19; m, 5H), Me-6 (1.09, t, J =
7.4 Hz, 3H).
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Figura 62. Espectro de *H RMN da molécula (E)-hex-3-en-2-ona (CDClz, 300 MHz).
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(E)-T-BUTIL (2-(3-OXOBUT-1-EN-1-IL)FENIL)CARBAMATO

s
NH

6
E}#LE}

BY

Espectro de 'H RMN da molécula (E)-t-butil (2-(3-oxobut-1-en-1-il)fenil)carbamato:
H1'(7,67; d, J= 16 Hz, 1H), H6 (7,67; m, 1H), H3 (7,54; d, J= 7,9 Hz, 1H ), H5 (7,38;
m, 1H), H4 (7,15; m, 1H), H2’ (6,67; d, J= 16 Hz, 1H), NH (6,51, sl, 1H), Me-4’ (2,39;

s, 3H) e Me-BOC (1,53, s, 9H).
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Figura 63. Espectro de 'H RMN da molécula
il)fenil)carbamato (CDClIs, 300 MHz).
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2-metilquinolina
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ESPECTRO DE H RMN DA MOLECULA 2-METILQUINOLINA: H4 E H5 (8,02; T, J = 8,0 HZ, 2H),
H8 (7,76; D, J = 8,5 HZ, 1H), H7 (7,66; DDD, J = 8,5; 7,0 E1.4 HZ, 1H), H6 (7. — 7.42; M, 1H), H3
(7,29; D, J = 8.1 HZ, 1H). E CHs (2,75; S, 3H).
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Figura 64. Espectro de *H RMN da molécula 2-metilquinolina (CDCls, 300 MHz).
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4-metilquinolina
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ESPECTRO DE 'H RMN DA MOLECULA 4-METILQUINOLINA: H2 (8,77; D, J = 4,3 HZ, 1H), H5
(8,09; DD, J = 8,4 E 0,6 HZ, 1H), H8 (7,98; DD, J = 8,4, 1.0 HZ, 1H), H7 (7,68; DDD, J = 8,4; 6.9 E1.4
HZ, 1H), H6 (7,53; DDD, J = 8,2; 6.9 E1,3 HZ, 1H), H3 (7,22; D, J = 5,0 HZ, 1H) E CHs (2,7, S, 3H).
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Figura 65. Figura 49. Espectro de *H RMN da molécula 4-metilquinolina (CDCIs, 300
MHZz):
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2,4-difenilquinolina

Espectro de *H RMN da molécula 2,4-difenilquinolina: H2’ e H6’ (8,37; dd, J=8,0 e
1,3 Hz, 2H), H5 (8,21; d, J = 8,3 Hz, 1H), H3 (8,05; s, 1H), H8 (7,93;dd, J=8,4e 1,0
Hz, 1H), H7 (7,84, t, J = 7,0 Hz, 1H) e Hidrogénios aromaticos restantes (7,68-7,52;
m, 9H).
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Figura 66. Espectro de 'H RMN da molécula 2,4-difenilquinolina (Acetona d6, 300
MHz):
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2-metil-4-etil-quinolina

Me'
5
& x.,_h3
-
7 7N Me

Espectro de 'H RMN da molécula 2-metil-4-etil-quinolina. H5 (7,99; dd, J=7,6 € 1,8
Hz, 1H), H8 (7,85; dd, J = 7,7 e 1,9 Hz, 1H), H6 e H7 (7,54-7,45; m, 2H), CH2 (3,05;
g, 2H), Me (2,66; s, 3H), Me’ (1,27; s, 3H).
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Figura 67. Espectro de 'H RMN da molécula 2-metil-4-etil-quinolina. (CDCIlz, 300
MHz).
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2-metil-4-etilfenil-quinolina

Espectro de 'H RMN da molécula 2-metil-4-etilfenil-quinolina: H5 (8,06; dd, J =8,4 e
0,6 Hz, 1H), H8 (8,00; dd, J = 8,4 e 1,0 Hz, 1H), H7 (7,70; ddd, J = 8,4; 7,00 e 1,4
Hz, 1H), H6 (7,48; ddd, J = 8,2; 7,00 e 1,4 Hz, 1H), Fenil(7,35-7,20; m, 5H), H3 (7,80:
s, 1H), H1’ (3,33; dd, J = 9,6 e 6,6 Hz, 2H), H2’ (3,05; dd, J = 9,6 e 6,6 Hz, 2H) e Me
(2,69; s, 3H).
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Figura 68. Espectro de 'H RMN da molécula 2-metil-4-etilfenil-quinolina. (CDCIz, 300
MHz):
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2-metil-4-fenil-quinolina

Espectro de *H RMN da molécula 2-metil-4-fenil-quinolina: H5 (8,08; d, J = 8,4; 1H),
H8 (7,85; dd, J = 8,4 e 0,9 Hz, 1H), H7 (7,66; ddd, J = 8,4; 7,00 e 1,4 Hz 1H),
Hidrogénios fenil e H6 (7,56-7,39; m, 6H), H3 (7,24: s, 1H), Me (2,78; s, 3H).
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Figura 69. .Espectro de 'H RMN da molécula 2-metil-4-fenil-quinolina. (CDCIz, 300
MHz):
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Figura 70. Espectro de *HRMN caracteristico da molécula trimetoxibenzeno.

7300

7000

6500

6000

5500

5000

4500

4000

3500

3000

2500

2000

1500

1000

500

=500




