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RESUMO

Titulo: Sintese de novos hibridos moleculares entre a estrutura privilegiada 7-
cloroquinolina e adutos de Morita-Baylis-Hillman candidatos a farmacos

antitumorais e antiparasitarios

A importancia do nucleo quinolinico esté relacionada a sua aplicabilidade em diversos
alvos farmacoldgicos, tornando-o uma substrutura atraente para o desenvolvimento
racional de novos candidatos a farmacos. Sendo assim, propomos neste trabalho a
sintese e bioavaliacdo de hibridos derivados da 7-cloroquinolina e de Adutos de
Morita-Baylis-Hillman (AMBH) nitrossubstituidos como potenciais candidatos a
farmacos usando do auxilio de espacadores saturados de diferentes dimensoes,
variando de dois a quatro carbonos com objetivo de observar a influéncia da liberdade
conformacional na atividade biologica das estruturas sintetizadas. A primeira etapa do
trabalho foi realizar a preparagéo de &lcoois 2-5 com rendimentos entre 94% e 98%,
por meio de uma reacéo de substituicdo nucleofilica aromatica; seguida pela formacao
dos acrilatos intermediarios 6-9 com rendimentos entre 43% e 99%, por meio de duas
metodologias, via reacdo de Steglich (DCC/DMAP) ou pela formacéao do intermediario
halogenado, com rendimentos e como ultimo passo, a reagdo de Morita-Baylis-Hillman
com rendimentos satisfatorios variando entre 33% e 74%, gerando um total de 9
substancias inéditas (3 acrilatos e 6 AMBH). Os teste biolégicos foram realizados in
vitro em cepa de Leishmania amazonensis e em linhagens de células cancerigenas
de MCF-7 (cancer de mama), HCT-116 (cancer colo-retal), HL-60 (leucemia mielbdide
cronica) e NCI -H292 (cancer de pulméao). Os resultados foram promissores tanto por
parte dos adutos hibridos com Clso= 5,06uM para células tumorais e Clso= 22,12uM
para cepas de leishmania quanto por parte dos intermediarios observando Clso=
14,76uM para células tumorais e Clso= 12,97uM para cepas de leishmania, sugerindo
possivel influéncia dos espacadores na atividade bioldgica.

Palavras-chave: 7-cloroquinolina; Morita-Baylis-Hillman, AMBH; antitumoral;
antiparasitario.



ABSTRACT

Title: Synthesis of new molecular hybrids between 7-chloroquinoline privileged
structure and Morita-Baylis-Hillman adducts candidate for antitumor and antiparasitic
drugs

The importance of the quinolinic nucleus is related to its applicability in several
pharmacological targets, making it an attractive substructure for the rational
development of new drug candidates. Therefore, we propose in this work the synthesis
and bioevaluation of hybrids derived from 7-chloroquinoline and Morita-Baylis-Hillman
(AMBH) nitrosubstituted adducts as potential drug candidates using the aid of
saturated spacers of different dimensions, ranging from two to four carbons in order to
observe the influence of conformational freedom on the biological activity of
synthesized structures. The first stage of the work was to prepare 2-5 alcohols with
yields between 94% and 98%, by means of an aromatic nucleophilic substitution
reaction; followed by the formation of intermediate acrylates 6-9 with yields between
43% and 99%, using two methodologies, via the Steglich reaction (DCC / DMAP) or
by the formation of the halogenated intermediate, with yields and as a last step, the
reaction of Morita-Baylis-Hillman with satisfactory yields varying between 33% and
74%, generating a total of 9 new substances (3 acrylates and 6 AMBH). Biological tests
were performed in vitro on Leishmania amazonensis strain and on cancer cell lines of
MCF-7 (breast cancer), HCT-116 (colorectal cancer), HL-60 (chronic myeloid
leukemia) and NCI-H292 (lung cancer). The results were promising both on the part of
the hybrid adducts with ICso = 5.06uM for tumor cells and ICso = 22.12uM for leishmania
strains and on the part of the intermediates observing ICso = 14.76uM for tumor cells
and ICsp = 12.97uM for strains of leishmania, suggesting possible influence of spacers

on biological activity.

Keywords: 7-chloroquinoline; Morita-Baylis-Hillman, AMBH; antitumor; antiparasitic.
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1. INTRODUCAO

A busca por novos candidatos a farmacos € uma realidade constante dentro do
mercado farmacéutico mundial e entre os diversos fatores que caracterizam o setor
um dos mais importantes € que apds alguns anos no mercado determinados
medicamentos comecam a perder sua eficiéncia, a exemplo dos antimicrobianos;
bactérias e demais microorganismos desenvolvem mecanismos de resisténcia pela
exposi¢do continua aos ativos existentes, surgindo a necessidade da pesquisa por
novos medicamentos.

Uma saida bastante estudada pela comunidade cientifica para este tipo de
problema é a renovacao desses farmacos por meio da alteracao das suas estruturas
quimicas com o intuito de manter ou ampliar a eficiéncia da substancia. Uma das
possibilidades € a juncdo racional de duas unidades de derivados bioativos para
potencializar a atividade bioldgica, conhecida como técnica de hibridizacdo molecular.
Para que esse tipo de alteracao seja possivel € necessario conhecer exatamente qual
porcdo estrutural da droga € responsavel pelos efeitos de interesse, essa por¢ao pode
ser chamada de estrutura privilegiada do farmaco (TAYLOR; MACCOSS; LAWSON,
2014) (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

A 7-cloroquinolina pode ser considerada uma estrutura privilegiada por estar
presente em diversas substancias com boa atividade biolégica, representando assim,
um bom ponto de partida na busca por novos farmacos. Dessa forma, seus derivados
vém sendo estudados por varios grupos de pesquisa em todo o mundo (BARBOSA-
LIMA et al., 2017).

Historicamente a 7-cloroquinolina € referéncia no tratamento da malaria,
doenca que expbe aproximadamente 40% da populacdo mundial. Entretanto as
pesquisas envolvendo esse nucleo vao muito além da maléaria. Derivados da 7-
cloroquinolina apresentaram atividade antinflamatoria; antitumoral; antiturbeculose;
anti-zika entre outras (PARHIZGAR, 2017)(PINZ et al., 2016)(BISPO et al., 2015)(DE
SOUZA et al., 2009) (BARBOSA-LIMA et al., 2017).

Sendo assim o estudo de modifica¢des nos ligantes do anel da 7-cloroquinolina

por meio de reacfes ja consolidadas como as reagbes de Morita-Baylis-Hillman,
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mostram-se bastante promissoras na busca da potencializacdo das atividades
biolégicas ja relatadas na literatura.

Neste contexto este trabalho teve como meta sintetizar novos hibridos
derivados da 7-cloroquinolina com diferentes espacadores por meio da reacao de

Morita-Baylis-Hillman e testar a sua potencialidade em diferentes alvos bioldgicos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 ESTRUTURA PRIVILEGIADA

Estruturas privilegiadas sao definidas como nucleos que correspondem a
menor unidade comum presente em diversas moléculas que por sua vez apresentam
atividades bioldgicas variadas (DUARTE; BARREIRO; FRAGA, 2007).

O termo estrutura privilegiada foi utilizado pela primeira vez por Evans e
colaboradores em 1988, quando buscavam sintetizar uma classe de
amidobenzodiazepinas antagonistas ao horménio gastrointestinal colecistocinina
(CCK) responsavel pela digestdo de gorduras e proteinas. Neste mesmo trabalho os
autores sintetizaram uma vasta biblioteca de compostos com base na estrutura
mostrada na Figura 2.1, com rendimento médio de 60%, essas estruturas mostraram
atividades mudltiplas, sendo assim considerada uma estrutura privilegiada (EVANS;
RITTLE; BOCK, 1988).

Figura 2.1 - Estrutura privilegiada de benzodiazepinas

Fonte: Elaborada pelo autor

Um exemplo de estrutura privilegiada é a classe de bifenis ou fenilbenzeno, que
ao longo de estudos, mostrou-se ativo a diferentes receptores (Figura 2.2) (DUARTE;
BARREIRO; FRAGA, 2007) correspondendo a definicho dada por Evans e
colaboradores em 1988.
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Figura 2.2 - Compostos contendo a subestrutura fenilbenzeno com atuacdo em
diferentes receptores

0O ﬂ
0 ;/ ~OH

HO

g

Inibidor da MMP-3 Inibidor PTP1B

H;CO

Antagonista da BK1 Inibidor da PKC

losartana valsartana
Antagonista do Antagonista do

receptor da receptor da
angiotensina ll O angiotensina ll

(

o

A = subunidade do grupo bifenil
B = subunidade do grupo 2-tetrazolobifenil

Fonte: Adaptado de DUARTE; BARREIRO; FRAGA, 2007

A concepcao de uma estrutura privilegiada parte principalmente de duas
vertentes: a mais classica, onde a partir de uma estrutura com atividade biolégica
comprovada é feito um fracionamento desta molécula com o objetivo de encontrar um
possivel grupo de suma importancia, o qual seria responsavel pela atividade
propriamente dita; e a segunda vertente seria com base em métodos computacionais
e modelos farmacoforicos (DUARTE; BARREIRO; FRAGA, 2007).

Um exemplo do uso de estrutura privilegiada baseando-se em técnicas
computacionais para obtencdo de um novo farmaco foi a producéo do devazepido a

partir do produto natural asperlicina Esquema 2.1 (BARREIRO; FRAGA, 2015).
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Esquema 2.1 — Asperlicina o ponto de partida para o devazepido

screening robotizado
S

devazepido
ICso = 0,08 nM

asperlicina
ICsp=1,4 pM
a = subunidade de benzodiazepinas
b = subunidade de triptofano

Fonte: Adaptado de (BARREIRO; FRAGA, 2015)

Nos dias atuais o conceito de estrutura privilegiada € amplamente utilizado,
principalmente no design de novos candidatos a farmacos, onde a partir de um nucleo
com atividade em determinado receptor sdo realizadas modificacbes nos seus
substituintes com o objetivo de potencializar a atuacdo em determinado sitio ativo ou
simplesmente visando uma melhor seletividade do farmaco frente ao receptor de

interesse.

2.2 HISTORICO DA 7-CLOROQUINOLINA

2.2.1 - Ponto de vista estrutural

7

O nucleo 7-cloroquinolina é caracterizado por conter dois anéis de seis
membros condensados sendo um benzénico e outro piridinico, com um substituinte

cloro na posicéo 7 do anel (Figura 2.3).
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Figura 2.3 — 7-cloroquinolina e as posi¢des do anel
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Fonte: Elaborada pelo autor

A presenca desses anéis permite a este nucleo ter um carater de dualidade em
reagcbes organicas, podendo atuar como nucledfilo, caracteristica concedida pela
presenca do anel piridina; e também pode atuar como eletréfilo, caracteristica
favorecida pelo anel benzénico (CAREY; SUNDBERG, 2007).

Normalmente reagfes envolvendo esse nucleo tem substituicdes nucleofilicas
no carbono das posicdes 2 e 4, isso deve-se a facilidade de realizar reacbes nessas
posicdes visto que tratam-se de centros eletrofilicos gerados pelo equilibrio de
ressonancia com o nitrogénio eletronegativo do anel piridinico que pode acomodar
um par de elétrons ficando com carga parcial negativa, sem quebrar a aromaticidade
do anel (Esquema 2.2) (CAREY; SUNDBERG, 2007).

Esquema 2.2 — Ressonéncia da 7-cloroquinolina

@
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Fonte: Elaborada pelo autor
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2.2.2 - Primeiro relato

A descoberta do nucleo 7-cloroquinolina ocorreu em meio a pesquisas voltadas
ao aperfeicoamento de medicamentos utilizados no tratamento da maléaria e para uma
melhor abordagem sobre o nucleo € necessario uma breve contextualizacdo desde o
surgimento do primeiro medicamento contra essa doenga.

O primeiro medicamento estabelecido contra a malaria foi a quinina (Figura
2.4), segundo relatos feitos por Kouznetsov 0 uso da quinina data do século XVII,
entretanto s6 teve seu reconhecimento como medicamento com propriedades
antimalaricas ao fim do século XIX (KOUZNETSOV, 1979).

Figura 2.4 — Estrutura da molécula da Quinina

Quinina

Fonte: Elaborada pelo autor

z

A quinina € uma substancia presente no extrato de plantas do género
Chinchona encontradas na América do Sul, o extrato da casca da arvore contendo
quinina foi amplamente utilizado no periodo da primeira guerra mundial, quando a
malaria assolava o continente europeu e os soldados afetados pela doenga morriam
numa taxa de 10%. Por tratar-se de uma planta ndo nativa da Europa, a sua casca foi
exportada por Jesuitas, e o dominio desse medicamento poderia definir o rumo da
guerra, durante o periodo de conflitos, devido a insuficiéncia de recursos naturais para
suprir a demanda de medicamentos para os infectados, iniciou-se pesquisas a fim de
desenvolver uma rota sintética capaz de reproduzir a quinina, entretanto seu alto grau
de complexidade sintético impossibilitava o desenvolvimento para comercializacdo da
mesma (KOUZNETSOV; GOMEZ-BARRIO, 2009).
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A partir do corante azul de metileno (Figura 2.5), ja conhecido na época por seu
potencial antimalarico e pela presenca de anéis quinolinicos em sua estrutura, grupos
de quimicos tentavam a sintese da quinina; em 1926 os alemdes mais
especificamente uma sociedade a Farbenfabriken vorm. Friedr. Bayer & Co. (Bayer),
sintetizaram o primeiro medicamento antimaléarico a plasmoquina, posteriormente
chamada de pamaquina (Figura 2.5). Entretanto a pamaquina apresentava alto grau
de toxicidade e foi modificada com o intuito de diminuir os efeitos negativos, surgindo
assim uma estrutura mais simplificada e com menor toxicidade, a primaquina (Figura
2.5) (SA, 2011).

Figura 2.5 - Estruturas moleculares do azul de metileno, pamaquina e primaquina
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Fonte: Elaborada pelo autor

Em estudos posteriores 0 numero de anéis aromaticos da quinina foi
aumentado de dois para trés; com mais algumas modifica¢des surgiu (na década de
1930) a mepacrina também conhecida como atebrina (Figura 2.6) com comprovado
efeito contra o estagio sanguineo do protozoario Plasmodium falciparum, ja nessa
estrutura foi possivel observar pela primeira vez o nucleo 7-cloroquinolina. Esta
substancia teve elevada importancia para os norte-americanos que no periodo da
segunda guerra mundial sofriam com a falta de abastecimento de quinina, devido a
tomada dos territorios de producéo de quinina pelo exército japonés.

Cientistas da Bayer desenvolveram em 1934 uma molécula com estrutura

simplificada que recebeu o nome de resochin (Figura 2.6), que néao recebeu grande
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atencao por um periodo de uma década, devido a sua elevada toxicidade. Apenas no
periodo da segunda guerra quando foi capturado um lote de resochin por tropas
aliadas americanas, a droga foi reavaliada e observou-se que ela tinha menor
toxicidade e maior eficiéncia que a mepacrina; a resochin entdo recebeu um novo
nome passando a ser chamada de cloroquina e rapidamente tornou-se o
medicamento de referéncia no tratamento da maléria. Sendo que o primeiro artigo
cientifico que relata o nucleo 7-cloroquinolina, segundo o portal periddico capes data
de 1946, ja citando a cloroquina (CARMACK et al., 1946)

Figura 2.6 — Estrutura da mepacrina/atebrina e da cloroquina/resochin

HNJ\/\/N\/ HNJ\/\/N\/
O \ O\ D
~ ~
Cl N Cl N

Mepacrina ou atebrina Cloroquina ou resochin

Fonte: Elaborada pelo autor

Apesar do sucesso da cloroquina e da sua contribuicdo para a erradicacao da
malaria no inicio dos anos 60, em estudos posteriores surgiram relatos do
desenvolvimento de resisténcia por parte do parasita a este farmaco; isso impulsionou
a reabertura das pesquisas na area, o que resultou no surgimento de uma nova leva
de derivados da cloroquina com o intuito de obter o melhor candidato com atividade
antimalarica, este deveria ser eficiente e eficaz, bem tolerado pelo organismo do
hospedeiro, aplicado em uma Unica dose, ndo vulneravel a mecanismos de defesa do
parasita entre outros pré-requisitos (KOUZNETSOV; GOMEZ-BARRIO, 2009).

Acredita-se que o surgimento da resisténcia ao medicamento tenha sido devido
ao uso indiscriminado e inadequado da droga, como por exemplo dosagens incorretas
e tratamentos interrompidos antes do prazo. Uma saida dada pela Organizagao
Mundial de Saude foi o uso da cloroquina em conjunto com seus derivados na tentativa
de combater a resisténcia e o desenvolvimento de novos mecanismos de defesa do
parasita (COOPER; MAGWERE, 2008).
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2.2.3 - Principais usos de substancias contendo o nucleo 7-cloroquinolina

Inegavelmente o nucleo 7-cloroquinolina fez histéria com os protozoarios do
género Plasmodium, como o Plasmodium vivax, Plasmodium falciparum, Plasmodium
malariae e Plasmodium ovale causadores da doenga malaria.

Com o decorrer dos anos, outros usos foram estudados pela comunidade
cientifica, e atualmente diversas atividades ja estdo ligadas a este nucleo quinolinico
como, por exemplo, atividades leishmanicidas, antinociceptivas e anti-inflamatorias,
antiturbeculose, antitumoral e mais recentemente um marco para as pesquisas
nacionais e mundiais com a atividade antizika virus (PARHIZGAR, 2017)(COIMBRA
et al., 2016)(SAVEGNAGO et al.,, 2013)(DE SOUZA et al., 2009)(BISPO et al.,
2015)(BARBOSA-LIMA et al., 2017).

2.2.3.1 - Nucleo 7-cloroquinolina em moléculas com atividade antimalarica

A maléria é uma doenca tropical causada por parasitas do género Plasmodium
ssp. tendo como maior regido endémica a Africa, América do Sul e Asia. De acordo
com a (‘Fact Sheet Malaria”, 2016) estima-se que s6 no ano de 2015,
aproximadamente 212 milhdes de casos foram identificados e 429,000 mortes tenham
ocorrido devido a essa doenca. Os seus principais sintomas clinicos incluem febre,
dor de cabeca e fragueza muscular.

O nucleo 7-cloroquinolina é considerado um dos mais estudados frente aos
protozoarios do género Plasmodium, em estudos recentes Parhizgar e Tahghighi
selecionaram uma biblioteca de compostos analogos da cloroquina (Figura 2.7) com
atividade antimalarica o que fortalece ainda mais a importancia deste nucleo como

subestrutura chave na quimica medicinal (PARHIZGAR, 2017).
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Figura 2.7 — Compostos derivados da cloroquina com atividade antimalarica
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Fonte: Adaptado de PARHIZGAR, 2017

Atualmente os estudos com o nucleo 7-cloroquinolina como parte presente em
futuros medicamentos contra a malaria permanecem em andamento e vem se
mostrando promissores por driblarem a resisténcia as cepas de plasmodium e por

apresentarem reduzida toxicidade, chegando a etapas de testes pré-clinicos e clinicos
(PARHIZGAR, 2017).
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2.2.3.2 - Nucleo 7-cloroquinolina em moléculas com atividade antileishmania

A leishmaniose € uma doenca causada pelo protozoario do género Leishmania
ssp. e tal como a malaria, trata-se de uma doenca subtropical, afetando em sua maior
parte o hemisfério sul do mundo, gerando um problema de saude publica em 98 paises
com registro de 1,3 milhdes de novos casos e de 20 a 30 mil mortes em 2015
(ANTINARELLI et al., 2016). Manifesta-se sob a forma cutanea e a forma visceral
sendo esta Ultima responsavel pela maior parte das mortes causadas pelo protozoario
(COIMBRA et al., 2016).

No caso da leishmaniose, medicamentos de referéncia ja existentes como
estibogluconato de sédio, a anfotericina B e a miltefosina (Figura 2.8), vem tornando-
se cada vez menos efetivos devido ao aumento da resisténcia do parasita. Efeitos
colaterais e inconsisténcia no efeito do medicamento no caso do estibogluconato de
sédio; alto custo na producéo e eficiéncia dependente da espécie do parasita no caso
da anfotericina B e miltefosina torna necessaria a busca por novos medicamentos
ativos contra as espécies de protozoarios causadoras da leishmaniose (NAGLE et al.,
2014). O proprio Departamento de Protozoologia/IOC-FIOCRUZ comenta (FIOCRUZ,

[s.d.]):

O Glucantime ndo age sendo a medida em que os macréfagos estejam
estimulados e o0 doente comece a se defender contra o parasita, na realidade os imunodeprimidos néo
respodem bem ao tratamento. Por esse motivo a OMS tem estimulado as pesquisas com drogas
alternativas, sendo propostos multicentros de investigacdes no Mediterraneo e africa para leishmaniose
visceral e na América do Sul para leishmaniose tegumentar (Report of OMS Meeting, Nairobi, Kenia,
Dec. 1987), visto que a associacdo do virus AIDS com a Leishmaniose tem tido sua casuistica
aumentada (Clauve e col., 1986; Lortholary e col., 1990; Machado e col., 1992). As drogas atualmente
empregadas como segunda escolha neste tratamento sdo a pentamidina e a Anfotericina B, que além
de serem muito toxicas, sao de dificil administracdo (Berman, 1988).
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Figura 2.8 — Medicamentos de referéncia no tratamento de Leishmaniose
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Fonte: Adaptado de (NAGLE et al., 2014)

Buscando por candidatos a farmacos contra leishmaniose é possivel encontrar
uma boa variedade de substancias contendo o nucleo 7-cloroquinolina, essa
variedade deriva do fato da quinina e do seu sucessor a cloroquina, apresentarem
uma atividade consideravel contra o protozoario da leishmania, a Figura 2.9 mostra
alguns derivados da 7-cloroquinolina com atividade leishmanicida (COIMBRA et al.,
2016)(HERRERA et al., 2016).

Figura 2.9 — Derivados com atividade leishmanicida
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Outro exemplo do uso da 7-cloroquinolina como possivel candidato a farmaco
leishmanicida descrito na literatura; foi a sintese de um derivado de 7-cloro-4-
quinolinahidrazona a partir da 4,7- dicloroquinolina (Esquema 2.3), o derivado
apresentou atividade em cepas de L. amazonensis semelhante ao medicamento de
referéncia, a miltefosina, sendo os valores de Clso = 8,1uM (6,7-9,9) e Clso = 6,5uM
(5,2-8,2) respectivamente (ANTINARELLI et al., 2016).

Esquema 2.3 — Reacao de obtencao do derivado de 7-cloro-4-quinolinahidrazona
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Fonte: Elaborada pelo autor

2.2.3.3 - Nucleo 7-cloroquinolina em moléculas com atividade antituberculose

A tuberculose € uma doenca que afeta principalmente os pulmdes é causada
por bactérias (Mycobacterium tuberculosis), sendo transmitida pela tosse, espirro ou
cuspe de pessoas infectadas, a inalacdo dos germes expelidos no ar ja € suficiente
para a infeccdo de uma pessoa. Trata-se de uma das doengas mais comuns,
transmissiveis e fatais do mundo, tendo uma estimativa de que um terco do mundo
esteja infectado com tuberculose (WHO, 2017) (XU et al., 2017).

A segunda linha de tratamento contra a tuberculose recomendada pela OMS
incluem medicamentos que apresentam o0 anel quinolinico, com substituintes na
posicdo 7, segundo estudos de relagdo estrutura atividade, indicou-se que
substituintes nesta posi¢do apresentam grande influéncia na potencializacdo dessas
substancias (FENG et al., 2010). O ponto de partida para o estudo de derivados da 7-
cloroquinolina contra a tuberculose vem dos compostos ja conhecidos no tratamento

da malaria (pamaquina, primaquina, quinina, cloroquina) por apresentarem atividade



33

moderada contra a tuberculose. Em estudos desenvolvidos por Souza e
colaboradores (2009) foram sintetizados e estudados compostos derivados da 7-
cloroquinolina contra tuberculose e foi observada a essencialidade da presenca do
atomo de cloro na posicao 7 do anel para a atividade frente a tuberculose, pois a sua
substituicdo diminui drasticamente a atividade da substancia (Esquema 2.4) (DE
SOUZA et al., 2009).

Esquema 2.4 — Sintese de derivados clorados da 7-cloroquinolina
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Fonte: Elaborada pelo autor

Em estudos recentes Xu e colaboradores (2017) sintetizaram uma série de
derivados da 7-cloroquinolina com potencial atividade frente a cepas de tuberculose,
0S quais se apresentaram promissores, em alguns casos (Figura 2.10) tendo efeitos
contra a tuberculose (CIM < 10,12 pmol/L) até seis vezes mais potentes que a
cefalexina ( CIM = 68,41 pmol/L) (XU et al., 2017).
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Figura 2.10 - Derivados ativos em cepas de tuberculose
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Fonte: Elaborada pelo autor

2.2.3.4 - Nucleo 7-cloroquinolina em moléculas com atividade antinociceptiva e

antinflamatoria

A dor e a inflamacado sdo na maioria dos casos sintomas clinicos de que algo
nao esta correto no organismo vivo, ambos afetam a qualidade de vida do paciente e
representam um sinal de alerta. Uma grande variedade de medicamentos
antinflamatoérios encontra-se disponivel no mercado, entretanto a busca por novas
drogas mais eficientes no tratamento da dor e da inflamacgé&o faz-se necessaria.

Em estudos envolvendo derivados da 7-cloroquinolina Savegnago e
colaboradores (2013) sintetizaram uma série de composto envolvendo selénio com
potencial atividade antioxidante (Esquema 2.5) (SAVEGNAGO et al., 2013).
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Esquema 2.5 - Sintese de derivado da 7-cloroquinolina contendo selénio
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Fonte: Elaborada pelo autor

Dando continuidade ao trabalho, Pinz e colaboradores (2016) realizaram testes
biolégicos em camundongos, utilizando a substancia que obteve melhores resultados
como antioxidante e foi observado o potencial antinociceptivo e antinflamatorio dessa
substancia comparando-a ao medicamento de referéncia, o meloxicam. Os resultados
apresentados no mesmo trabalho mostram que a substancia derivada da 7-
cloroquinolina tem potencial similar ao do medicamento de referéncia (PINZ et al.,
2016).

2.2.3.5 - Nucleo 7-cloroquinolina em moléculas com atividade antitumoral

Céancer € a denominacédo dada para um conjunto de doencas que tem como
caracteristica comum, a formacdo de tumores malignos a partir da proliferacao e
crescimento desordenados de células anormais. O cancer pode ser iniciado por
fatores intrinsecos ou por fatores externos ao organismo que levem a alteracdes
genéticas. O desenvolvimento do tumor pode ocorrer em qualquer parte do corpo e
espalhar-se para além do seu local de origem através do processo conhecido por
metastase, o que torna o tratamento mais dificil (WHO, 2015)(INCA, 2017).

Testes com substancias contendo o nudcleo 7-cloroquinolina vém sendo
realizados e mostram resultados promissores em células cancerigenas, em
publicacdo recente, uma série de compostos sintetizados por Bispo e colaboradores
(2015) contendo o nucleo 7-cloroquinolina (Esquema 2.6) foi avaliada em trés
linhagens de células cancerigenas humanas e mostrou bons resultados para futuras

pesquisas na area (BISPO et al., 2015).
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Esquema 2.6 — Sintese de série contendo 7-cloroquinolina com atividade citotoxica

R, R,
Rs R Rs R
R4 | R4 |
R: N Rs N.
5 "“NH |N
m 1- K,CO; , acetona, rt, 30 min m
cl N©  2-CHgl, 40°C, 2-12h cl N
58-90% |
R=F,Cl,Br, |, OMe, H |

Fonte: Elaborada pelo autor

2.2.3.6 - Nucleo 7-cloroquinolina em moléculas com atividade antizika virus

O Zika virus (ZIKV) pertence a familia dos Flaviviridae mesma familia na qual
se encaixa o virus causador da dengue. Em meados de 2007 foi identificado o primeiro
grande surto de Zika. Em 2016 a doenca tomou grandes propor¢des, havendo relatos
da infeccdo em todo o mundo, 52 paises nos continentes da Asia, Africa e nas
Américas. O ZIKV tem importante impacto sobre a saude por tratar-se de um agente
que pode estar relacionado a desordens de nivel neuroldgico de fetos em
desenvolvimento. Tendo em vista a situacdo de emergéncia apresentada pela OMS a
respeito da Zika, diversas pesquisas foram aprofundadas na busca por farmacos com
atividade contra o virus da zika (WHO, 2016).

A cloroquina pode ser apresentada como uma grande aposta contra o ZIKV,
por tratar-se de uma droga que pode ser administrada de maneira segura em mulheres
gravidas. Com isso, atrelado ao histdérico da cloroquina, Barbosa-Lima e
colaboradores (2017) sintetizaram uma série de compostos contendo o nucleo 7-
cloroquinolina, que apresentaram bons resultados contra o virus da zika, mostrando-
se potentes e atoxicos. O composto mais ativo da série pode ser visto no Esquema
2.7 (BARBOSA-LIMA et al., 2017).
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Esquema 2.7 — Sintese de compostos derivados da 7-cloroquinolina contra o ZIKV

(o)
cl HN/\/NHZ L_9_ o, HN/\/
HoN__NH, \ /)
A Z "0
cl N~ 80°C, 1h >135°C 3h EtOH, refluxo, 30 min CI

60%

Fonte: Elaborada pelo autor

Todas essas atividades sao frutos da cloroquina, e de estudos a respeito de

seu potencial farmacoldégico.

2.3 HIBRIDIZACAO MOLECULAR

O desenvolvimento de um farmaco clinicamente util pode levar varios anos de
pesquisas continuas, onde varios especialistas (quimicos, biélogos, médicos) se
ocupam, proporcionando a cura para uma doenca particular ou o alivio dos sintomas
de um disturbio fisioldgico. A criacdo de um novo candidato a farmaco com melhores
propriedades quimicas e aperfeicoamento dos efeitos farmacoldgicos € um indicador
central na busca por novas drogas (LIU et al., 2016).

Um composto lider (do inglés. Lead compound), com uma atividade
farmacoldgica desejada pode apresentar efeitos secundarios indesejaveis associados
a ele, por exemplo, limite da sua biodisponibilidade, ou caracteristicas estruturais que
influenciam negativamente no seu metabolismo e excrecdo do corpo. Entre as
principais abordagens da Quimica Medicinal, para o desenvolvimento racional de um
novo composto lider e a melhora constante dos efeitos benéficos (atividade
farmacoldgica pretendida) e redugdo dos maléficos (minimizacdo dos efeitos
colaterais), temos o bioisosterismo e a Hibridizacdo molecular como técnicas chave,
sendo que esta Ultima estratégia vem sendo amplamente explorada nos ultimos anos
(PATANI; LAVOIE, 1996) (VIEGAS-JUNIOR et al., 2007).

Hibridizagdo molecular (HM) é uma abordagem de modificacdo molecular para

obter-se um composto multialvo que apresente mais vantagens farmacocinéticas
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(ADME) do que a administracdo de dois farmacos diferentes (SHAVETA; MISHRA,;
SINGH, 2016). O termo multialvo, proposto por Morphy (MORPHY; KAY; RANKOVIC,
2004), aplica-se a uma droga que reconhece mais do que um receptor biologico. As
vantagens de uma droga multialvo estdo na capacidade de: (a) ativar diferentes alvos
por uma unica molécula, aumentando assim a eficacia terapéutica e (b) alterar o perfil
de biodisponibilidade na célula, sendo posteriormente eliminado de forma mais eficaz,
apos exercer o seu efeito bioldgico esperado.

O processo de hibridacéo esta intimamente relacionado com a estratégia de se
obter um pro-farmaco mutuo, tendo como principal diferenca o fato de que a acao de
um pro-farmaco depende da sua clivagem in vivo, enquanto que o composto hibrido

pode atuar per se nos seus receptores ou alvos especificos (Figura 2.11).

Figura 2.11 - Abordagem da Hibridizagdo molecular

Droga A P
~ / '
W  —
Dro :B N2/ erupos
& ———_ farmacoféricos Receptor B
N _
[ )
\\_‘___.// H
:.- /ﬁ [ﬁ espagador-ﬁ
Hibrido AB

Hibrido A/B Hibrido-espacador-Hibrido

Fonte: Adaptado de BOSQUESI, 2011.

Estes hibridos podem ser construidos ligando covalentemente grupos
farmacoforicos de duas drogas distintas, de forma diretamente ou com uso de um
espacador, que pode ajudar na bioatividade devido a liberdade conformacional deste
hibrido. A formacdo de um hibrido oriundos de duas drogas de principios ativos
distintos, por exemplo, um anti-inflamatério e um antiparasitario pode potencializar a
acao farmacologica esperada (BOSQUESI et al., 2011). Um exemplo bem sucedido
de hibridizacdo molecular foi 0 composto sintetizado por Barbosa e colaboradores
onde o salicilato de metila e grupos nitrobenzaldeidos foram combinados por meio da
reacdo de Morita-Baylis-Hillman produzindo um hibrido com melhor atividade
citotoxica (Figura 2.12)(BARBOSA et al., 2011).
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Figura 2.12 - Hibridizagdo molecular entre salicilato de metila e grupos

nitrobenzaldeidos
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Leishmanicida {PO-AAS
a C b
L. amazonensis IC5, (LM) 228,5 7,6 50,1
L. chagasi ICs, (LM) 261,5 10,1 82,3

Recentemente, estruturas contendo anéis quinolinicos hibridizados com
chalconas com o auxilio de espacadores do tipo cadeia carbbnica saturada, tiveram
suas atividades leishmanicida e tripanossomicida testadas mostrando bons resultados
guando comparadas com as drogas de referéncia para leishmania e tripanossoma,
antimoniato de meglumina e benzonidazol respectivamente (Figura 2.13) (COA et al.,
2017).

Figura 2.13 - Hibridos de Quinolinas contendo atividade leishmanicida e

tripanossomicida

d
8
O
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Estes resultados reforcam a necessidade de estudos dentro da area de
hibridizagdo molecular. Com o objetivo de desenvolver novos caminhos baseados na
simplificacdo e combinacéo de estruturas com atividades biologicas ja relatadas.
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2.4 REACAO DE MORITA-BAYLIS-HILLMAN

2.4.1 INFORMACOES GERAIS SOBRE REACOES DE MORITA-BAYLIS-HILLMAN

A reacdo de Morita-Baylis-Hillman (MBH) foi desenvolvida entre os anos de
1968 e 1972 , e trata-se de uma reacao de adicao (formagé&o de um aduto) por meio
de uma ligacdo carbono-carbono, entre um carbono alcenico ligado a um grupo
retirador de elétrons (GRE), e um carbono eletrofilico de aldeidos, cetonas ou iminas
(aza-MBH); catalisada por fosfinas ou aminas terciarias (NRs ou PR3) podendo ser
vista na Esquema 2.8.(MORITA; SUZUKI; HIROSE, 1968).

Esquema 2.8 — Esquema geral da reacdo de Morita-Baylis-Hillman

XH
X .
GER . )L catalisador (NR; ou PI:3) GER .
ﬂ H® R
N
Ex. de NRj : [ D
N Ph R = alquil, aril, heteroaril
] | X =0, NCO,R, NTs, NSO,Ar
Ex.dePRy: o Pop, EAG = COR, CHO, CN, CO,R

Fonte: Elaborada pelo autor

Geralmente os grupos eletrofilicos utilizados nessas reacdes sédo aldeidos e 0
catalisador mais comumente empregado é o DABCO (FERNANDO COELHO, 2000),
a grande vantagem dessa reacao é a total economia de 4tomos e a possibilidade de
realiza-la na auséncia de solvente ou usando um solvente verde (a agua), além do
uso de catalisadores organicos evitando o uso de metais, e assim caminhando para
uma quimica mais limpa (LIMA-JUNIOR; VASCONCELLOS, 2012).

Além das vantagens ja apresentadas os adutos de MBH trazem consigo uma

grande versatilidade reacional, devido a presenca de diversos centros que possibilitam
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diferentes reagBes organicas como por exemplo a funcdo &lcool, os carbonos
alcenicos e o grupo funcional retirador de elétron existentes na estrutura (REDDY et
al., 2018).

2.4.2 PROPOSTAS MECANISTICAS PARA REACOES DE MBH

Com o passar dos anos, e o crescimento das pesquisas ligadas as reacdes
de MBH, se tornou necesséario o estudo do mecanismo dessa reagdo. Varios
pesquisadores e propostas mecanisticas surgiram e constantemente se debate sobre
a influéncia dos reagentes, etapa lenta e intermediarios reacionais.

A primeira proposta mecanistica para as rea¢fes de MBH surgiu em 1983
com Hoffman e Rabe (HOFFMANN; RABE, 1983). e os primeiros estudos cinéticos
datam de 1990 com Hill e Issac (HILL; ISAACS, 1986). Estudos atuais feitos por Plata
e Singleton, comparando os resultados tedricos e experimentais mostraram-se
bastante esclarecedores quanto a energia envolvida na etapa de transicdo para
formacao dos adutos de MBH (PLATA; SINGLETON, 2015).

Um Esquema geral do mecanismo de acéo da reacdo de MBH pode ser visto
na Esquema 2.9, esta representacdo € de comum acordo entre 0s pesquisadores que
estudam essa reacao; sendo composta por uma primeira etapa que seria a adicao do
catalisador ao alceno e formagéo do primeiro intermediario (Int.1), seguida por uma
reacao alddlica formando o segundo intermediario (Int. 2) que para gerar o aduto

esperado, passa por uma etapa de eliminacao (PLATA; SINGLETON, 2015).
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Esquema 2.9 — Esquema de mecanismo da reacao de MBH
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Fonte: Elaborada pelo autor

Nos estudos realizados por Plata e Singleton, os autores chegaram a
conclusdo que 0s mecanismos propostos anteriormente na literatura seriam
competitivos dentro de cada etapa limitante, sendo assim a baixas temperaturas a
etapa alddlica seria a limitante da reacédo, enquanto que a temperatura ambiente a
etapa que envolve a transferéncia de préton mostrou-se como a etapa determinante
na velocidade da reacéo (PLATA; SINGLETON, 2015).

2.4.3 ADUTOS DE MORITA-BAYLIS-HILLMAN COM ATIVIDADE BIOLOGICA

Adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH) séo estruturas com grande
potencial biologico, e tem sido amplamente estudados devido sua aplicagcdo em
diversas éareas farmacologicas, como por exemplo atividade antifingica,
antibacteriana, antinflamatoria, antiprotozoaria e antitumoral (DA CAMARA ROCHA et
al., 2019; FAHEINA-MARTINS et al., 2017; NELSON et al., 2018).

Os primeiros relatos de adutos de Morita-Baylis-Hillman com atividade
bioldgica datam de 1999 em trabalho realizado por Kundu e colaboradores, no qual
foi observada atividade antimalarica em cepas de P.falciparum para alguns adutos

com destaque nas estruturas presentes na Figura 2.14 (KUNDU et al., 1999).
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Figura 2.14 - Moléculas mais ativas em cepas de P.falciparum presentes no trabalho

de Kundu e colaboradores
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ApoOs a abertura dada pelo trabalho de Kundu, varios grupos de pesquisa
iniciaram relatos das mais variadas atividades biolégicas dos AMBH. Em 2006 Kohn
e colaboradores relataram atividade antitumoral para adutos aromaticos e alifaticos
formados a partir do acrilato de metila, onde foi observada a melhor atividade
antitumoral dos AMBH derivados de anéis aromaticos quando comparados com 0sS
alifaticos, destacando-se os adutos com grupos elétron retiradores ligados ao anel
aromatico (Figura 2.15). Ainda no trabalho de Kohn foi confirmada a importancia do
sistema a-p insaturado para os resultados da atividade bioldgica, visto que quando os
carbonos da instauracdo eram hidrogenados, a estrutura perdia sua atividade
bioldgica (KOHN et al., 2006).

Figura 2.15 - Moléculas mais ativas em linhagens de células cancerigenas presentes

no trabalho de Kohn e colaboradores
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Dando continuidade a pesquisas relacionadas a rea¢gbes de MBH De Sousa e
colaboradores em 2007 relataram pela primeira vez atividade em formas promastigota
e amastigota de Leishmania amazonensis, com um total de dezesseis AMBH (Figura

2.16) sintetizados e avaliados, os quais mostraram boa atividade leishmanicida e
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baixos niveis de toxicidade quando comparados com o Pentostam® (DE SOUZA et
al., 2007).

Figura 2.16 - Moléculas mais ativas em cepas de Leishmania amazonensis,

presentes no trabalho de De Souza e colaboradores

R, OH OAc
R, X CN

R; O,N
R4

: Rp= H Ry= H; Ry= H; X= CN
R

H
H; Ry= H Ry= H; R,= H; X= CO,CHj CN
H; Ry= H Ry= NOy; R,= H; X= CN

H; R2: H R3: NOZ, R4: H, X= C02CH3

) R2: H R3: CF3, R4: H, X=CN u

H; R2= H R3= CF3, R4= H, X= COzCH3

: Ry= H; R,= OCHj R;= OH; R4= H; X= CN OH

- Ry= OCHa; Ry= H Ry= H; R4= H; X= CN o CN
. R1= OCH3, R2= H R3= H, R4= OCH3, X=CN <

: R4=H; R,=H R3=Br; R4= H; X=CN

: Ry= H: Ry= H Ry= F; Ry= H; X= CO,CHs

. R1= H, R2= H R3= CH3, R4= H, X= COzCH3 v

nn-= =

T
T

3TxTTITQ
BB g

nw O T O S

Recentemente, Sousa e colaboradores sintetizaram e avaliaram dezesseis
adutos de MBH hibridos com anéis tetraidropiranos em cepas de Leishmania donovani
0S quais apresentaram alta atividade leishmanicida e indices de seletividade melhores
do que a droga de referéncia (Anfotericina B) indicando que a proposta de hibridizacao
entre as estruturas € uma boa estratégia por ampliar as possibilidades de atividades
biolégicas (SOUSA et al., 2017).

Em outro trabalho, Faheina-Martins e colaboradores 2017, relacionaram o
efeito antinflamatério de adutos de MBH com a atividade antitumoral, devido o
blogueio produzido pelos adutos nas citocinas IL-1 e IL-6 que sdo pro-inflamatorias e
também estdo envolvidas na progressédo e no crescimento de tumores (FAHEINA-
MARTINS et al., 2017).

Esses relatos da literatura reforcam as varias possibilidades de atividade dos
adutos de Morita-Baylis-Hillman, mostrando assim, que trata-se de uma area
abrangente e com campo para novas pesquisas e desenvolvimento de novos

compostos.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVOS GERAIS

Este trabalho teve como objetivo a sintese, avaliacdo da atividade bioldgica e
analise da relacdo estrutura atividade de hibridos moleculares derivados do nucleo 7-

cloroquinolina e adutos de Morita-Baylis-Hillman.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

v’ Sintetizar os alcoois derivados da 4,7-dicloroquinolina (2-5);

v' Sintetizar acrilatos (6-9) a partir do acido acrilico e derivados dos alcoois

previamente preparados;

v' Sintetizar hibridos moleculares através da reacao de Morita-Baylis-Hillman (10a
- 10c; 1l1a — 11c; 12a - 12c; 13a - 13b) entre os acrilatos derivados da 7-

cloroquinolina e nitrobenzaldeidos.

v' Avaliar a atividade biolégica dos adutos de Morita-Baylis-Hillman sintetizados e

a sua relagcéo com a estrutura destes compostos.
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4. ESTRATEGIAS

Este projeto de doutorado almejou desenvolver novos candidatos a farmacos
com potencial atividade multialvo, a partir do hibrido formado entre 7-cloroquinolina
que apresenta grande variedade de atividades biolégicas e de adutos de Morita-
Baylis-Hillman contendo anéis nitrobenzénicos, visando realizar um estudo da
influéncia de grupos espacadores nas respectivas atividades testadas.

A proposta do trabalho consiste na sintese de uma série de adutos, mostrados
na Figura 4.1.

Figura 4.1 — Adutos de Morita-Baylis-Hillman propostos

R; R,
o 0
Om;/ R, HN™ >~ R,
N O OH Ry N O OH Ry
P 10a-c
Cl N 11a-c clI N/ 13a-c
12a-c
10a : (n=1) Ry= NO,; Ry= H; Ry= H BE 21- Hoé RZN_OH 23_:
10b : (n=1) R1— H R2— NO2, R3— H 1 R1_ H R2 H I%’ :"3\]_
10c : (n=1) R4= H; Ry= H; R3= NO, 3¢ 1 Ry= H; Ry= H; R3= NO,
11a: (n=2) R1— N02 R2 H R3— H
11b : (n=2) R4= H; Ry= NO,; Ry= H
11c: (n=2) R4= H; Ry=H; R3= NO,
12a: ( =3) R1= NOz, R2= H, R3= H
12b : ( =3) R1= H, R2= NOz, R3= H
12¢ : (n=3) R4= H; Ry= H; Ry= NO,

Fonte: Elaborada pelo autor

A sintese desses adutos visou ampliar os efeitos de atividade biologica
gerados pelas unidades da 7-cloroquinolina (NJARIA et al., 2015) e dos adutos
nitroaromaticos em questdo (BARBOSA et al., 2009); além da possibilidade de
trabalhar diferentes conexdes entre as unidades e a influéncia do bioisosterismo na

atividade bioldgica.
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Uma proposta de rota sintética viavel para obtencdo dos adutos foi gerada a

partir de uma andlise retrossintética dos produtos finais, mostrada no Esquema 4.1.

Esquema 4.1 — Analise retrossintética dos adutos de Morita-Baylis-Hillman
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5,9 e 13a-c: X=NH; n= 1 11a: (n=2) R1= NOZ, R2= H; R3= H

11b : (n=2) R1= H, R2= N02, R3= H
11c: (n=2) R1= H, R2= H, R3= N02
12a: (n=3) R1= NOQ, R2= H, R3= H
12b : (n=3) R1= H, R2= NOz, R3= H
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Para obtencdo dos hibridos moleculares propostos foi utilizada uma

sequéncia de reacdes quimicas iniciando por uma reacao de substituicdo nucleofilica

aromatica empregando uma base forte, para gerar os derivados quinolinicos com

espacadores e funcéo alcool 2-5 por meio de metodologias j& existentes na literatura

(NATARAJAN et al., 2008); a segunda etapa trata-se de uma reacéo de esterificagao

utilizando o acido acrilico e o produto da primeira etapa 2-5 por diferentes

metodologias como esterificacdo de Steglish (DCC/DMAP) ou via cloretos de acila,
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para obtencdo de derivados acrilados inéditos 6-9; a etapa chave da sintese seria por
meio da reacdo de Morita-Baylis-Hillman ocorrendo entre um carbono eletrofilico do
aldeido utilizado e o carbono a carbonila de um dos acrilatos 6-9 para gerar os adutos
10-13. A proposta de avaliacao biolégica para os hibridos desse trabalho teve inicio
na avaliacdo antitumoral e antiparasitaria entretanto visa testes em vasto espectro de
doencas. Os testes foram realizados in vitro através de cepas de leishmania e também
em células cancerigenas, em parceria com 0 grupo de pesquisa Multidisciplinar em
Biotecnologia e Saude na Universidade Federal da Paraiba, supervisionado pela Prof.
Dr. Priscilla Anne Castro de Assis e com o Laboratério de Proliferacdo Celular na
Universidade Federal de Pernambuco, supervisionado pela Prof. Dr. Gardénia

Carmen Gadelha Militao.



Resolbandos e
ibeussiio
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 SINTESE DOS ALCOOIS A PARTIR DA 4,7- DICLOROQUINOLINA

A primeira etapa do trabalho foi a sintese dos é&lcoois 2-5 derivados da 7-
cloroquinolina. A reacado para producdo dos alcoois parte da 4,7-dicloroquinolina 1 por
ser o0 reagente comercial mais proximo das estruturas desejadas e mais acessivel ao
laboratorio no momento da producédo desses trabalho. Os alcoois foram preparados
por meio de uma reacdo de substituicdo nucleofilicas aromatica onde o cloro da
posicdo 4 do anel quinolinico foi substituido por um grupo mais nucleofilico conforme
Esquema 5.1. Todos os alcoois desta etapa apresentaram caracteristicas de sélido

branco e rendimentos variando de 94-98%.

Esquema 5.1: Reacdo de formacao dos alcoois 2-5

cl (- OH

n
t-ButOK
h + (/g\/OH —>u h
P HX + KCI
n solvente —
Cl N Cl N

80°C; 16h
1 2-5

O; n=1 Rend. 94%
O; n=2 Rend. 97%
O; n=3 Rend. 97%
NH; n=1 Rend. 98%

A escolha da base t-butoxi de potassio, foi feita com o intuito de aumentar a
nucleofilicidade dos diois, pois eles sdo pouco reativos na sua forma nao
desprotonada, devido ao seu alto valor de pKa. O uso da base de t- butoxi ocasiona
em um equilibrio deslocado para o acido conjugado da base (por ter uma maior
estabilidade), deixando assim o diol em questdo desprotonado e consequentemente

muito mais nucleofilico (Esquema 5.2).
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Esquema 5.2- Equilibrio acido-base entre 1,2-etanodiol e o anion de t-butoxi

o
o
0% + HO(/\)E/OH HoHr:/o + HO%

pKa = 14 pKa =18

O composto 2-((7-cloroquinolin-4-il)oxo)etanol (2), foi obtido a partir da reacéo
entre 4,7-dicloroquinolina (1), etilenoglicol como reagente/solvente e uma base forte
t-butdxido de potassio, a reacao foi realizada sob aquecimento de acordo com
condicdes reacionais ja estabelecidas por nosso grupo de pesquisa (DA SILVA
CALEFFI et al., 2017). O acompanhamento por cromatografia de camada delgada
(CCD) mostrou total conversao do material de partida em produto apds 16h de reacéo.
Sendo a CCD de fécil interpretacéo devido a grande diferenca de polaridade entre a
4,7-dicloroquinolina (Rf =0,72) e o alcool (2) (Rf = 0,24), utilizando revelador fisico (
camara de UV-Vis) e como fase movel acetato de etila puro.

Os compostos 3-((7-cloroquinolin-4-il)oxi)propan-1-ol (3) e 4-((7-cloroquinolin-
4-il)oxi)butan-1-ol (4), foram obtidos a partir da reagéo entre 4,7-dicloroquinolina e 1,3-
propanodiol e 1,4-butanodiol respectivamente. Para estas reacdes a base forte
utilizada também foi o t-butoxi de potassio (comercial), entretanto foi necessaria
adaptar a metodologia, para reduzir o uso dos alcoois (comerciais), com esse objetivo,
foram testadas diferentes equivaléncias e solventes chegando assim aos resultados
da Tabela 5.1.

Tabela 5.1- Estudo de solvente para a reagéao de formac¢ao do composto 3

Entradas | 1,3-propanodiol Solvente Temperatura Rendimento
(5mL/mmol)

1 35 equiv. - t-butOK (1,5 equiv.) 97%
80°C

2 7 equiv. THF t-butOK (1,5 equiv.) 30%
80°C

3 7 equiv. t-butOH t-butOK (1,5 equiv.) 97%
80°C
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De acordo com os dados da Tabela foi observado que os resultados com um
solvente de baixa polaridade como o THF ndo se mostraram satisfatorios, por outro
lado o uso do acido conjugado do ion t-butoxi, o t-butanol, se adequava melhor
mantendo os rendimentos anteriormente obtidos na auséncia de solventes, dessa
forma foi definida a melhor condicdo para sintese de 3 e 4 como sendo 0 uso da
combinacéao de t-butanol/t-butoxi (Tabela 5.1, entrada 3). Esse bom resultado com uso
do t-butanol deve estar ligado ao seu efeito de solvatacao do anion cloreto, facilitando
assim as substituicdes nucleofilicas desejadas. As conversdes foram observadas por
CCD, chegando a 100% de conversao em 16 horas de reagdo. Os compostos 3-((7-
cloroquinolin-4-il)oxi)propan-1-ol (3) e 4-((7-cloroquinolin-4-il)oxi)butan-1-ol (4)
apresentaram Rf= 0,24 e Rf= 0,28 respectivamente, a fase movel utilizada foi acetato
de etila puro e o revelacdo da placa cromatogréfica foi feita em camara de UV-Vis.

Apébs o término da reacao o procedimento de extracdo para as reacdes de
formacdo dos compostos 2, 3 e 4 seguem 0 mesmo protocolo. Apds confirmacao de
total conversédo por CCD, a mistura reacional foi evaporada em evaporador rotatorio
para remocao do solvente, adicionada soluc¢éo saturada de bicarbonato de sodio com
o0 intuito de neutralizar o meio e o produto final foi extraido utilizando diclorometano.
Foi adicionado sulfato de sddio anidro a fase organica para remocédo de tracos de
agua e logo em seguida filtrada e evaporada para obtencéo dos produtos. Os produtos
2, 3 e 4 obtidos, passaram por recristalizacdo em diclorometano, mostrando-se como
solidos brancos.

O mecanismo proposto para essas reacdes de formacédo dos alcoois (2, 3 e 4)
€ baseado na reacdo de substituicdo nucleofilica aromatica, por meio de etapas de

adicao/eliminacdo (Esquema 5.3).

Esquema 5.3- Mecanismo geral da reagao de substituicdo nucleofilica aromatica para

formacao dos compostos 2,3 e 4

o Etapa 1 &
S
o{» - hothor Hoh O HO\L

Cl OH\/OH

. OH
) N n
Etapa Etapa 3
X ) OH pa X ©
e T S e cIE N ool
Cl N o n cl N7 Cl N
2-4

e
1
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No Esquema 5.3 podemos observar uma proposta de mecanismo para
obtencdo dos compostos 2-4. A primeira etapa refere-se a uma reacdo acido base
para formacédo do alcool mais estavel e como consequéncia a formacdo do grupo
alcéxido de interesse como ja foi dito anteriormente. A segunda etapa seria a adi¢éo
nucleofilica do alcéxido, essa adicdo poderia acontecer nas posi¢cdes 2 e 4 do anel
visto que sdo os centros eletrofilicos da porcéao piridinica (CAREY; SUNDBERG,
2007). A adicao é facilitada devido a presenca do nitrogénio no anel aromatico que
por ressonancia estabiliza a carga negativa gerada no anel sem quebrar a
aromaticidade do composto. A Ultima etapa (etapa 3) € uma etapa de eliminacéo; que
ocorre reestabelecendo as ligacées do anel e eliminando o grupo abandonador mais
estavel, que nesse caso € o ion cloreto.

Por tratar-se de substancias ja conhecidas, a identificacdo da formacdo dos
compostos 2, 3 e 4 foi realizada por espectro de infravermelho, onde foi possivel
observar o surgimento de bandas largas de alta intensidade em torno de 3352-3223
cm! caracteristica de estiramento O-H, e bandas em torno de 2858-2891 cm™ e em
2916-2945 cm? caracteristicas de estiramento simétrico e assimétrico
respectivamente de CH2 (Figura 5.1).

Figura 5.1 — Comparacdo entre os fragmentos de espectros de infravermelho
ampliados na regido de 3600 a 2400 cm™ da 4,7 dicloroquinolina 1 e Aalcool 3

respectivamente

| 0~ >""OH
A I."J-'.'
P il ,!|a|-\|'| N
Cl N ‘ i
- 7 - : Cl N

3080,32

05524

E7A NV

0 3600 3200 2800 2400 pl 3600 3200 2800 2400



56

O compostos 5 foi sintetizado a partir da reagéo entre 4,7-dicloroquinolina 1 e
2-aminoetanol sobre condi¢cdes de aquecimento/refluxo. O acompanhamento foi
realizado por CCD e mostrou total converséao apos 4h de reacao. O sistema de eluicdo
utilizado para esse aminoalcool difere-se do utilizado para rea¢cdes com diois devido
a alta polaridade ocasionada pelo grupo funcional amina, a nivel de comparacédo, em
sistema utilizando acetato de etila puro como fase movel o composto 5 apresenta-se
praticamente sobre o ponto de aplicacdo, com valor de Rf proximo de zero. Devido a
grande diferenca de coeficientes de retencdo entre o produto e o reagente foi
facilmente observada a conversdo. Com a finalidade de confirmar a formacédo do
produto, foi realizada a analise do seu ponto de fusdo, que mostrou valor de 216 °C
concordando com os valores de referéncia (GUANTAI et al., 2011).

Nesta reacdo ndo foi necessario uso de solvente ou base para catalisa-la,
sendo o proprio 2-aminoetanol o solvente da reacdo. A auséncia do t-butoxi de
potassio ndo teve influéncia no rendimento (98%), isto se deve ao fato que aminas
sdo bem mais nucleofilicas que alcoois, dispensando o uso de substancias para
aumentar sua nucleofilicidade.

Por tratar-se também de uma substéncia ja conhecida, a identificacdo da
formacao do composto 5 foi realizada por espectro de infravermelho, onde foi possivel
observar o surgimento de banda fina de alta intensidade em 3311 cm™! caracteristica
de estiramento N-H, de banda larga de média intensidade em 3111 cm caracteristica
de estiramento O-H, e bandas em 2833cm™ e em 2922 cm caracteristicas de
estiramento simétrico e assimétrico respectivamente de CH: (Figura 5.2).
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Figura 5.2 — Comparacéo entre as ampliagdes dos infravermelhos na regiao de 3600
a 2000 cm* da 4,7 dicloroquinolina 1 e o aminodlcool 5 respectivamente
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5.2 SINTESE DOS ACRILATOS 6-9 DERIVADOS DOS ALCOOIS 2-5

Os acrilato derivados dos élcoois 2-5 foram obtidos por meio de reacdes de
esterificacdo. Diferentes técnicas de esterificacdo foram empregadas nesta etapa com
0 objetivo de estabelecer uma reacao simples e reprodutivel. A primeira, através da
reacdo de Steglich (DCC/DMAP) (método 1) e em seguida foram utilizados os cloretos
de alquila derivados dos compostos 2-5 (método 2) (Esquema 5.4). Uma terceira
metodologia via cloreto do &cido foi testada, entretanto, essa nao apresentou
formacao do cloreto de acila inviabilizando o método. Os acrilato foram obtidos com

caracteristicas variando de 6leo viscoso com coloragdo marrom, a sélido branco.



Esquema 5.4 — Reacdes de formacao dos acrilato 6-9
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OH o o
o A S
n HO n
X o X
— DCC/ DMAP —
ci N Método 1 ci N
2-5 Rend. 6-9
33%-70%
6: X=0; n=1
7: X=0;n=2
8:X=0;n=3
9: X=NH; n=1

5.2.1 Sintese dos acrilato derivados dos alcoois via reacdo de Steglish

(DCC/DMAP)

A primeira metodologia testada foi a do método 1 devido a simplicidade da
proposta, comumente trabalhada em condicdes ambiente, a reacdo de Steglish ndo
necessita de meétodos elaborados e utiliza diclorometano (CH2Clz) anidro como
solvente, abrindo mdo do uso de substancias consideradas com alto grau de
toxicidade como o benzeno ou o tolueno usualmente empregado em reacfes de
esterificacdo em meio acido (NEISES; STEGLICH, 1978).

A sintese dos compostos 6-9 foi realizada em etapa Unica (Esquema 5.5) a
partir dos alcoois selecionados 2-5 (1,0 equiv.) e do acido acrilico (1,2 equiv.) usando
diclorometano seco como solvente da reacdo, com a dimetilaminopiridina (DMAP)
como catalisador da reacdo (0,1 equiv.), a temperatura de 0°C, ainda a esta
temperatura foi adicionada a dicicloexilcarbodiimida (DCC)(1,5 equiv.) e mantida a
temperatura por 30 minutos, passado o tempo, a reagao foi acondicionada a
temperatura ambiente e acompanhada a formagédo do produto por CCD usando
acetato de etila puro como eluente (fase mdével) para a sintese dos compostos 6-8 e
uma mistura de metanol/ acetato de etila na proporcéo de 3:7 como eluente (fase
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movel) para a sintese do composto 9. Os rendimentos das reacdes de formacao dos

acrilatos 6-9 podem ser observados na Tabela 5.2.

Esquema 5.5 — Reacao de Steglish para formacéo dos acrilatos 6-9
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Tabela 5.2 — Rendimentos das reacfes de formacédo dos acrilatos via reacdo de

Steglish (DCC/DMAP) com tempo de reacdo de 48h.

Caddigo Compostos sintetizados Rendimento isolado
o/\/O
6 Joo il .
(6]
N
7 D\/CS OH 60%
X
o/\/\/o |
8 m 0 22%
H /\/O l
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Uma proposta mecanistica para a reacao de Steglish (DCC/ DMAP) pode ser
vista no Esquema 5.6. A primeira etapa (etapa a) do mecanismo proposto inicia-se
por uma reacgao acido-base entre o catalizador dimetilaminopiridina (DMAP) e o acido
acrilico para formagéo do ion acrilato, essa formacédo ocorre devido a diferenca de
pKa entre o &cido acrilico (pKa = 4,3) e o0 &cido conjugado do DMAP (pKa =9,2),
favorecendo a formacao do acido mais fraco envolvido no equilibrio quimico.

Na etapa b o ion acrilato realiza um ataque nucleofilico ao carbono central da
estrutura do DCC que encontra-se altamente eletrofilico devido a sua proximidade a
dois nitrogénios; deslocando assim o par de elétrons da ligagcdo C=N para o nitrogénio
gue acomoda melhor a carga negativa devido a sua alta eletronegatividade.

Na etapa ¢ o0 mesmo nitrogénio, carregado negativamente, abstrai um proton
do acido conjugado do DMAP, retornando ao estado de neutro e reestabelecendo o
catalizador da reagéo.

A etapa d do mecanismo é uma reacao de adicdo do grupo DMAP ao carbono
da carbonila do intermediario 1 (int. 1), e eliminacdo do intermediario 2 (int. 2),
formando a espécie acilante.

Na etapa e o int.2, abstrai um préton do alcool em questéo, gerando o alcéxido
e a diciclohexilureia (DHU) (subproduto da reacéo de Steglish). Na ultima etapa (etapa
f) o alcéxido em questao realiza um ataque a carbonila da espécie acilante, eliminando

o DMAP e formando o éster desejado.
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Esquema 5.6 - Mecanismo proposto para a reacéo de Steglish (DCC/DMAP)
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Os rendimentos néo satisfatérios do método 1, podem ser justificados pela
complexidade de isolamento dos acrilatos, visto que essa metodologia necessita de
condi¢cdes anidras e também pela formacdo do subproduto DHU, que interfere

negativamente na purificacdo dos compostos 6-9, devido sua dificil separagcéo do meio
reacional.
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5.2.2 Sintese dos acrilato derivados dos &lcoois por meio de reacdo de

substituicao

Visando melhorar os rendimentos obtidos no método 1, foi testada uma rota
diferente para obtencdo dos acrilatos 6-9. No método 2, os acrilatos foram obtidos

por uma combinacéo de intermediarios (Esquema 5.7).

Esquema 5.7 — Esquema geral para obtencéo dos acrilatos via reacao de substituicéo

(0] (0]
oH + KOH Etanol |
| t.a. | OK X%g\/o
98% n
DMF N o
+ —>
X OH XH\/CI refluxo Z
n n (o] N
/@ﬁj socl, X 6-9 43-99%
~
cl N” CH,Cly/ ¢ N
DMF(cat.
25 reflilxo ) 80-89% 6: X=0;n=1
7: X=0; n=2
8:X=0;n=3
9: X=NH; n=1

O primeiro passo para formacdo dos compostos 6-9 foi a producédo do sal do
acido acrilico por meio de uma simples reacéo entre acido e base. A base escolhida
para esta reacao foi o hidroxido de potassio, por ser de facil acesso ao laboratério e
custo relativamente baixo. O solvente utlizado foi o etanol, e como agente
antipolimerizante para evitar a formacdo do polimero do acrilato de potassio foi
adicionada uma pequena quantidade de hidroquinona; a reacgédo foi realizada a
temperatura ambiente sob agitacdo magnética, com relacdo estequiométrica de 1:1
entre o0 acido e a base. Ao termino da reacao, o solvente foi evaporado em evaporador
rotatério fornecendo o acrilato de potassio com caracteristicas de solido branco e
rendimento de 98%.

O segundo passo do método 2 é formar o haleto de alquila desejado, para

formacdo desse intermediario foi utilizado o alcool em questdo, o CH2Cl2 como
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solvente, DMF como catalisador e o cloreto de tionila (SOCI2) como fonte de ions cloro.

A reacdo foi realizada sob refluxo e ap6s um intervalo de 16 horas foi obtido o haleto

de alquila.

A segunda etapa desse método trata-se de uma reacdo de substituicdo da

hidroxila por um ion cloreto, em carbono primario. Este tipo de reacdo pode ser

explicada via mecanismo de substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2), uma proposta

mecanistica para a reacdo em questao pode ser vista no Esquema 5.8.

Esquema 5.8 — Proposta mecanistica para formacéo do haleto de alquila
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No Esquema 5.8 pode-se observar que a etapa a trata-se de uma adi¢ao do
cloreto de tionila ao alcool em questdo. Essa adicao é possibilitada devido ao nivel de
eletronegatividade do oxigénio ligado ao enxofre que lhe permite acomodar um par de
elétrons ficando assim carregado negativamente. Na etapa b, ocorre o
reestabelecimento da ligacéo pi entre o oxigénio e o enxofre, eliminando assim o ion
cloreto que se dispdem como um bom grupo abandonador.

Na etapa c temos a eliminacdo de um préton e a formacéo do intermediario 1
(int. 1). A presenca da dimetilformamida (DMF) se faz importante nessa etapa devido
a sua caracteristica de substancia polar aprética, o seu uso como catalizador favorece
a abstracdo do proton e solvatacdo de cation, deixando livres os anions presentes no
sistema para que possam atuar como nucleofilo na etapa d.

Na etapa d para formacao do intermediario desejado, temos uma reacéo de
substituicdo nucleofilica bimolecular (SN2), onde o carbono ligado ao oxigénio
encontra-se parcialmente positivo e predisposto a um atague nucleofilico, o ion cloreto
atua como nucleofilo nessa etapa, realizando o ataque ao carbono e eliminando de
maneira simultanea o cloridrato de enxofre, gerando assim 0 nosso intermediario
reacional.

Como ultima etapa, temos a formacao da ligacao pi entre o oxigénio e o enxofre,
gerando o diéxido de enxofre e eliminando o ion cloreto, que por sua vez abstrai 0
préton da dimetilamina protonada gerando o acido cloridrico.

O isolamento dos intermediarios foi realizado de maneira simples, bastando
uma extragdo liquido-liquido utilizando diclorometano como fase organica e solucéo
saturada de NaHCO3s como fase aquosa, o produto ficou retido na fase organica e foi
seco com NaSOas anidro, filtrado e evaporado em evaporador rotatorio, sem
necessidade do uso de método de purificacdo, gerando os rendimentos mostrados na
Tabela 5.3.
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Tabela 5.3 — Rendimentos das rea¢fes de formacao dos haletos de alquila do método

2
Tempo de Intermediérios sintetizados Rendimento
reacao
O/\/Cl
16h m 89%
cl N7
o "¢
16h m 90%
cl N7
O/\/\/Cl
20h m 84%
cl N7
HN S
o joe o
cl N

A formacdo dos cloretos de alquila foi evidenciada por meio da técnica de

infravermelho, onde foi possivel observar a auséncia da banda de hidroxila em torno

de 3200 cm™* presente nos alcoois 2-5, indicando que a reagéo ocorreu.

O ultimo passo do método 2 consiste na formacéo dos ésteres 6-9, a sintese

desses ésteres segue procedimento similar ao de formacao dos seus intermediarios,

onde por meio de reacdo de substituicdo via mecanismo SN2, em solvente polar

aprético (DMF), e sob aquecimento, sdo obtidos os compostos 6-9 com o0s

rendimentos descritos na Tabela 5.4.
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Tabela 5.4 — Rendimentos das rea¢fes de formacéo dos acrilatos via cloreto do alcool

Cédigo Compostos sintetizados Rendimento
o/\/OH
(0]
N
7 @g’j O)HI 99%
X
O/\/\/O |
8 m 0 90%
o |
HN/\/
9 Bl o

Os ésteres 6-9 formados foram caracterizados por técnicas espectroscopicas e

espectrométrica. Por meio da analise do espectro de infravermelho das amostras, foi

possivel observar o desaparecimento da banda de estiramento da ligacdo O-H em

torno de 3200 cm™ e o surgimento da banda de carbonila C=0 de éster em torno de

1726 cm, evidenciando a formagéo do produto esperado (Figura 5.3).
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Figura 5.3 — Andlise das bandas de infravermelho do &lcool 3 e do éster 7
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Através dos espectros de !2C foi possivel observar a concordancia na
guantidade de sinais de carbonos dos espectros com os valores esperados para 0s
ésteres, com destaque para os novos deslocamentos 12C,13C e 14C referentes a

adicao da porcéao derivada do cloreto de acila (Figura 5.4).

Figura 5.4 - Fragmento de RMN 3C do composto 7: Deslocamentos dos carbonos

derivados do cloreto de acila
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Avaliando o espectro de 'H do composto é possivel observar a presenca de
sinais com valor total de integracdo equivalente a 3H em intervalo de deslocamento
5,7-6,5 ppm com caracteristicas de trés duplo dubletos (dd) referentes aos hidrogénios
dos carbonos C13 e C14, e através das suas constante de acoplamento, foi possivel
identificar os valores de deslocamento de cada hidrogénio de carbono vinilico, visto
que hidrogénios geminais tem constante de acoplamento 2J variando entre 0 —3 Hz e
que hidrogénios de carbonos vinilicos em acoplamento trans tem maior valor de
constante de acoplamento (3J variando de 11-18 Hz) que em acoplamento cis (3J
variando entre 6 — 15 Hz) (Figura 5.5).

Figura 5.5 — Andlise das constantes de acoplamento da ligacao alfa-beta insaturada
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Avaliando o espectro de massas de alta resolugdo do composto 7,foi possivel
observar o pico do ion molecular com massa M+1 igual a 292,0726 m/z; e principal
fragmentacao referente ao pico de base com massa M+1 igual a 113,0588 m/z
indicando fragmentacdo na ligacdo O-C de éter presente na estrutura. Além dos

principais fragmentos também foi possivel observar no espectro de massa algumas
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combinacdes de fragmentos como o de massa 471,0868 m/z indicando possivel
combinacao do radical da estrutura 7 com o fragmento quinolinico, e massa 585,1435

m/z indiciando possivel combinacédo de dois radicais da estrutura 7.

5.3 SINTESE DOS ADUTOS 10-12 (a-c)
Rs

OH\/OWRZ

n
m O OH R,
~
cl N

10-12 (a-c)

A sintese dos adutos 10-12 foi realizada utilizando a rea¢do de Morita-Baylis-
Hillman, que consistiu na formacédo de uma ligacdo carbono- carbono (C-C) entre os
compostos 6-9 e um nitrobenzaldeido, na presenca de DABCO como amina terciaria
e uma mistura de t-butanol/agua na proporcdo de 9:1 como solvente. Todos 0s
reagentes foram usados em quantidades equimolares, a reagcdo pode ser vista no
Esquema 5.9.0s rendimentos para as sinteses dos adutos obtendo os compostos 10-

12 (a-c) tem seus valores descritos na Tabela 5.5

Esquema 5.9 — Esquema geral das reacg0es de formacgéo dos adutos 10-12 (a-c)

R3

(0] ’ /\ (0]

o(ﬁ;/ m) Rs NN o(/\t/ W)LKQ:RZ
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_ | 2 t-butOH/H,0 9:1 P

cl N 0O R t.a 2d-7d cl N 43 -76%

6-9 10-12 (a-c)

n: 1;2;3

a: Ri=NO,; R,=R;=H
b: R,=NO,; Ri=R3=H
Cc: R3= NOz, R1= R2= H

O acompanhamento das reacgdes foi realizado por CCD, uma boa elui¢ao foi
obtida com sistema acetato de etila/ hexano (1:1), sete dias foi o tempo limite

estipulado para esta reagdo, caso ndo ocorresse completa conversao. ApOs esse
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prazo os produtos foram isolados por extracao liquido-liquido utilizando diclorometano
como fase organica e agua destilada como fase aquosa. A fase organica foi
evaporada, para retirada do solvente e purificada em coluna cromatografica tipo flash,
utilizando como eluente incialmente diclorometano para retirada do aldeido e logo

depois acetato de etila para retirar o produto;.

Tabela 5.5 — Rendimentos das reac¢oes de formacéo dos adutos 10-12 (a-c)

Composto n Nitrobenzaldeido Tempo (d) Rendimento
10a Orto (0) 2 67%
10b n=1 Meta (m) 1 70%
10c Para (p) 1 72%
lla Orto (0) 7 43%
11b n=2 Meta (m) 3 51%
1llc Para (p) 5 74%
12a Orto (0) 7 33%
12b n=3 Meta (m) 5 41%
12c Para (p) 2,5 46%

Avaliando a Tabela 5.5 é possivel observar padrdes de rendimentos dentro de
cada uma das séries onde os produtos 10c, 11c e 12c¢ (produtos substituidos na
posicéo para) apresentaram os melhores rendimentos enquanto os produtos 10a, 11a
e 12a apresentaram os rendimentos mais baixos. De acordo com a caracteristica de
grupo eletroretirador do grupo nitro, eram esperados os melhores rendimentos para
estas posicles, entretanto a posicdo orto apresenta rendimento pouco inferior as
demais, esta pequena variagdo pode estar relacionada ao efeito de campo elétrico e
ao proprio impedimento reacional provocado pela proximidade do grupo nitro a
carbonila.

Quando comparados os rendimentos entre as séries € possivel observar
claramente uma reducdo no rendimento das reacbes com a ampliacdo dos
espacadores, esta reducdo pode estar relacionada com o crescimento do grau de
liberdade rotacional do substrato, devido ao acréscimo de ligacbes sigmas no

espacador.
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As reacoes de formacéo dos adutos foram realizadas em condi¢cdes ambientes,
sem necessidade de aquecimento, testes foram realizados em micro-ondas entretanto
nao ocorreu formacao de produto no tempo maximo preestabelecido de 2 horas, o que
implicou no prevalecimento da metodologia a temperatura ambiente. Uma possivel
proposta mecanistica da formag¢éo dos adutos de MBH pode ser vista no Esquema
5.10.

Esquema 5.10 — Proposta mecanistica de formagéo dos adutos de MBH 10-12(a-c)
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A proposta mecanistica (Esquema 5.10) iniciasse por uma reacao de equilibrio
na etapa a, onde ocorre uma adi¢cédo de Michael no carbono beta insaturado, realizada
pelo DABCO que atua como nucledfilo, deslocando por ressonancia o par de elétrons
livres para a posicdo mais estavel. Na etapa b, ao reestabelecer a ligacdo pi da
carbonila, a ligacdo pi existente na posicdo 2-3 e desfeita e o par de elétrons
proveniente da instauracdo realiza um ataque ao carbono da carbonila do
nitrobenzaldeido, formando o intermediario 1 (int.1) com um par de elétrons disponivel
no oxigénio, o int.1 por sua vez, abstrai um proton do t-butanol (etapa c) que tem base
conjugada mais estavel por tratar-se de um &lcool terciario quando comparado com o
int. 1 que € um alcool secundério, gerando entdo o intermediario 2 (int.2). Na etapa
d, ocorre a reestruturacao do solvente por meio da abstracao do hidrogénio na posicéo
alfa a carbonila relativamente acido, reestabelecimento da ligacdo pi alfa-beta a
carbonila e promovendo a eliminagéo do DABCO para formacao do produto desejado.

Os adutos 10-12(a-c) formados foram caracterizados por técnicas
espectroscopicas e espectrométricas. Por meio da analise do espectro de
infravermelho das amostras, foi possivel observar o surgimento da banda de
estiramento da ligacdo O-H em torno de 3200 cm™ e da permanéncia da banda de
carbonila C=0 de éster em torno de 1726 cm, indicando a formacédo do produto
esperado (Figura 5.6).

Figura 5.6 — Comparagéo dos espectros de infravermelho dos compostos 7 e 11a
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Tomando como exemplo o éster 7 na reacao de formacédo do aduto 11c tendo
em vista que os adutos derivados dos acrilatos tem aldeidos similares, as

caracterizacdes descritas aqui (Figura 5.7) sao validas em sua maioria para os demais

adutos sintetizados.

Figura 5.7 — Espectro de RMN *3C para o composto 11c
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Através do espectro de 13C foi possivel observar a concordancia na quantidade
de sinais de carbonos do espectro com os valores esperados para o aduto 11c;
apresentando um aumento de 4 sinais de carbono na regido de 110 -170 ppm
referente aos carbonos do anel aromatico, que possuem duas situa¢des de ambientes

quimicos iguais devido a sua substituicdo estar localizada na posi¢ao para; e um sinal

em 72 ppm referente ao carbono carbindlico.
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No espectro de RMN !H foi possivel observar a formacéo do aduto 11c, pelo
surgimento dos sinais com somatorio equivalente a 4H em intervalo de deslocamento
quimico equivalente a 7,25-8,25 ppm, caracteristicos de hidrogénios pertencentes a
anéis aromaticos substituido em posi¢éo para, indicando a adi¢cdo do nitrobenzaldeido
ao éster em questao (Figura 5.8).

Figura 5.8 — Comparacao das expansdes dos compostos 7 e 11c na regido de 7,25 a
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A confirmacdo da formacdo do aduto esperado vem pelo reducdo na
multiplicidade e nos valores de integracdo dos sinais referentes aos hidrogénios do
carbono beta carbonilicos, que apresentavam-se na forma de trés duplo dubletos
cada um com integracao equivalente a 1H e passam a apresentar-se na forma de dois
singletos, cada um com valor de integracdo equivalente a 1H, e um novo singleto em
5,66 ppm equivalente ao hidrogénio carbindlico, indicando a ocorréncia da reacao

quimica no carbono da instauracédo alfa carbonilico (Figura 5.9).

Figura 5.9 - Comparacao das expansdes dos compostos 7 e 11c na regido de 5,45 a
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Avaliando o espectro de massas de alta resolucdo do composto 11c ,foi
possivel observar o pico do ion molecular com massa M+1 igual a 443,1011 m/z; e
principal fragmentacéo referente ao pico de base com massa M+1 igual a 264,0854
m/z indicando fragmentacédo na ligacdo O-C de éter presente na estrutura.

Todas as caracteristicas espectroscopicas dos compostos inéditos dessa tese

encontram-se no capitulo de dados experimentais (Capitulo 7).

5.4 TESTES DE ATIVIDADE BIOLOGICA EM LINHAGENS DE CANCER

5.4.1 Screening em vitro

Uma triagem de Unica concentracdo das moléculas foi realizada para
identificar aquelas com a maior porcentagem de inibicdo em trés tipos de células
cancerigenas (ver Tabela 5.6). ApOs o teste de concentragdo Unica, 0S coOmpostos
com uma porcentagem de inibicdo superior a 75% foram enviados para o teste

antiproliferativo in vitro.
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Tabela 5.6 - Inibicdo percentual na concentracdo Unica de crescimento celular de

amostras em trés linhas tumorais e seu intervalo de confianga

Inibicéo
Entrada Comp. NCIH292 Desvio HCT 116 Desvio MCF-7 Desvio
(%) padrao (%) padrdo (%) padréo
1 2 0 0 6,81 0,16 42,00 3,54
2 3 0 0 15,56 0,94 46,17 0,92
3 4 0 0 50,41 5,60 26,00 5,47
4 6 83,70 1,72 80,02 6,30 86,05 6,98
5 7 74,00 5,00 65,27 0,14 48,10 2,74
6 8 0 0 4,97 0,29 26,26 2,58
7 10a 2,60 0,57 27,19 0,77 28,13 3,15
8 10b 77,70 10,90 65,82 2,24 55,40 1,97
9 10c © 0 54,46 2,40 46,36 7,79
10 1la 89,70 6,60 100,68 2,18 72,04 1,18
11 11b  NT NT 52,17 0,32 76,35 12,80
12 11c 79,38 5,43 52,41 2,35 43,65 4,21
13 12a 80,30 6,90 95,42 5,63 72,71 5,70
14 12b 83,86 1,16 90,44 8,42 61,09 0,90
15 12c 86,40 0,50 94,33 5,11 73,36 3,91
16 Dox. 86,80 3,30 79,30 1,19 80,30 2,10

Apbs esse teste preliminar foi possivel observar que os alcoois 2, 3 e 4, ndo
se mostraram promissores para esse tipo de células cancerigenas, entretanto os
derivados de cadeia mais longa contendo grupos nitrobenzaldeido obtiveram
resultados melhores a medida que a cadeia do espacador aumentava, demostrando
uma possivel influéncia do espacador nas moléculas sintetizadas.

A atividade antiproliferativa dos derivados da 4-cloroquinolina foi avaliada
investigando seus efeitos em quatro tipos de linhagens de células cancerigenas, MCF-
7 (cancer de mama), HCT-116 (cancer colo-retal), HL-60 (leucemia mielbide crénica)
e NCI -H292 (cancer de pulm&o). O ensaio colorimétrico de MTT foi utilizado para
avaliar a poténcia dos compostos (MOSMANN, 1983). Os resultados estdo resumidos

na Tabela 5.7, onde a doxorrubicina (Dox.) Foi usada como controle positivo.
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Tabela 5.7 - Efeito citotoxico em linhas celulares tumorais. Concentragéo inibitoria a
50% (Clso) e intervalo de confianca (IC) das amostras em quatro linhagens tumorais

em ug / mL.

Entrada Comp. MCF-7 Cls HCT-116 Clso NCIH292 Clso HL60 Clso
(intervalo de (intervalo de (intervalo de (intervalo de
confian¢a) uM confian¢a) UM confianga) uM confian¢a) uM

1 6 30,97(22,69-42,49) 20,53(13,32-30,97) 47,53(38,17-59,06) 14,76(11,88- 18,37)
2 7 NT 35,65(23,99- 53,13) 54,50(31,88-92,55) 36,85(22,18- 61,26)
3 10b 37,52(29,52-47,71)  NT 25,42(22,15-28,68)  12,36(6,76- 22,85)
4 1la 36,04(23,48- 54,19) 17,82(10,16-31,16) 13,32(11,52-15,36) 5,06(3,88- 6,59)

5 11b 41,14(35,32- 47,96) NT NT 20,77(15,58- 27,66)
6 11c 33,17(26,92-40,89)  NT 16,26(12,42-21,68)  19,15(10,75- 34,12)
7 12a 4,60 (3,50-6,13) 10,94(4,38-26,70) 10,72(7,44- 15,32) 8,23(5,84- 11,60)

8 12b 24,30(15,32-38,52) 15,98(10,07-25,61) 20,14(15,32-26,27) 8,86(5,91- 13,31)

9 12¢ 29,07(5,91- 140,08) 7,22(5,69- 9,19) 19,70(15,98-26,05) 10,59(8,05- 13,92)
10 Dox. 0,3(0,21-0,43) 1,2(0,6- 2,2) 0,2(0,1-0,5) 0,02(0,018-0,03)

Os testes de Clso mostraram que 0 grupo hitro na posi¢éo orto apresenta forte
influéncia na atividade das moléculas sintetizadas, o que ja era esperado frente a
outros resultados apresentados na literatura (LIMA-JUNIOR; VASCONCELLOS,
2012). Quando comparados os resultados atuais em HL60 para AMBH contendo o
grupo orto nitro benzaldeido com resultados anteriores relatados pelo nosso grupo de
pesquisa (CLAUDIO G. LIMA-JUNIOR , GLAUCIA V. FAHEINA-MARTINS , CAIO C.
B. BOMFIM , BRUNA B. DANTAS , EVERTON P. SILVA , DEMETRIUS A. M. DE
ARAUJO , EDILSON B. A. FILHO, 2016), foi possivel observar melhores indices de
concentracao inibitéria para os compostos 11la e 12a indicando que a presenca do
grupo 7-cloroquinolina juntamente com o espacador corroborou significativamente
para o aperfeicoamento da atividade bioldgica ja existente do aduto de acrilato de
metila com orto nitro benzaldeido (Figura 5.10); além de ser possivel observar um
ganho na atividade quando o espacador variou de dois para quatro carbonos
indicando uma influéncia positiva do aumento do espacador nas atividades biolégicas

dos compostos sintetizados.
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Figura 5.10 — Comparacao da Clso entre os AMBH sintetizados neste trabalho com

adutos sintetizados anteriormente.
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Ao comparar os compostos com diferentes tamanhos de espacadores, foi
possivel observar que o composto 12b com espacador de quatro carbonos obteve
melhores resultados quando comparado ao composto 10b com espacador de dois
carbonos, uma possibilidade para estes efeitos pode estar relacionada com a maior
liberdade conformacional existente na estrutura 12b.

Os testes de concentragdo inibitoria (Clso) mostraram que o composto 12a
apresentou melhores resultados para linhagens de MCF-7 e NCI-H292; ja para as
linhagens de HTC-116, o melhor resultado foi do composto 12c e por fim para células
de HL-60 a melhor inibi¢cao foi do composto 11a (Figura 5.11).

Figura 5.11 — Melhores resultados nos testes de citotoxicidade em células

cancerigenas
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Apés os testes em células cancerigenas as estruturas com melhores valores
de Clsotiveram sua seletividade avaliada em células sadias, visto que um dos maiores
obstaculos do tratamento quimioterapico estad relacionado com o ataque do
medicamento a estas células, gerando complica¢des no tratamento. Os testes podem
ser vistos na Tabela 5.8, onde a maioria das estruturas apresentou resultado
satisfatorio, mostrando um bom indice de seletividade. Sendo o composto 12a o que

apresenta um melhor indice de seletividade, reforcando seu potencial antiproliferativo.

Tabela 5.8 - Atividade citotbxica de compostos mais ativos contra células

mononucleares do sangue periférico humano (PBMC)

Entrada Comp. Clso pM IS mcF-7 ISHcT-116 IS NCI-H202 IS HL-60
PBMC
1 6 >90,02 2,91 4,38 1,89 6,10
2 1la 40,89(23,52
-71,03) 1,13 2,29 3,07 8,08
3 11c >56,45 1,70 - 3,47 2,95
4 12a >54,71 11,89 5,00 5,10 6,65
5 12b >54,71 2,25 342 2,72 6,17
6 12¢ >54,71 1,88 7,58 2,78 5,17

5.5 TESTES DE ATIVIDADE BIOLOGICA EM Leishmania amazonensis

Os testes de atividade antileishmania foram realizados em cepa PH8 de L.
amazonensis, por meio do teste por contagem direta in vitro. As moléculas testadas
foram escolhidas de modo a maximizar as relagdes entre 0s grupos presentes nos
compostos sintetizados e sua influéncia na atividade bioldgica (Figura 5.12).
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Figura 5.12 — Estruturas analisadas nos testes em Leishmania amazonensis
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Os resultados obtidos pelo teste de contagem direta realizados em duplicata

com periodo de incubacao de 72 horas, mostraram que todas as estruturas testadas

apresentaram respostas inibitéria significativa para as menores concentracoes

testadas (25 pg/mL). Para avaliar a seletividade dos compostos, foram realizados

experimentos em sangue humano e entdo calculado o indice de seletividade para as

estruturas testadas. Os resultados de Clso, CHso e IS podem ser vistos na Tabela 5.9.

Tabela 5.9 — Resultados gerais para atividade antileishmanica nos ensaios de

quantificacdo direta em camara de Neubaue.

Entrada Comp. Clso uM (72h)  CHso uM IS (CHs0/1Cs0)
1 2 67,27 >800 11,89
2 5 36,65 >800 21,83
3 6 12,97 >800 61,68
4 10a 29,07 >800 27,52
5 11a 22,12 >800 36,17
6 12a 35,69 >800 22,42
7 ADUACR 30,86 >800 25,92
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A partir dos resultados contidos na Tabela € possivel fazer algumas
observacdes relacionadas as estruturas e a influéncia das mesmas na atividade
antileishmania, os melhores resultados em concentracéo inibitoria e em indice de
seletividade foram obtidos com a estrutura 6. Quando comparadas as atividades dos
alcoois 2 e 5, que tem estruturas com o mesmo tamanho de espacador, e variagdo
apenas no heterodtomo, € possivel observar que no intervalo de 72 horas o composto
5 mostrou-se mais ativo, levando a acreditar que a presenca da amina potencializa a
atividade da estrutura. Quando comparadas as estruturas 2, ADUACR e 10a, é
possivel observar uma leve vantagem da estrutura hibridizada 10a com resultados
pouco melhores de Clso mas sem apresentar uma diferenga significativa quando
comparada com o ADUACR, e por fim cabe ressaltar uma comparacdo entre as
estruturas 10a, 11a e 12a visto que a Unica diferenca entre elas era o tamanho do
espacador, relacionando as trés estruturas, observasse que a melhor atividade é do
composto 11a fornecendo indicios que o aumento excessivo do grau de liberdade na

estrutura pode provocar uma reducéo na sua eficiéncia.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

Com base nos objetivos propostos nesse trabalho, pode-se concluir que:

e Os alcoois derivados da 4,7-dicloroquinolina (2-5) e os acrilatos (6-9) foram
preparados com 6timos rendimentos variando de 94-98% para os alcoois e de
alcoois e de 33-99% para os acrilatos,sendo estes caracterizados por
espectrometria e espectroscopia gerando um total de 2 acrilatos inéditos na
literatura.

e Os hibridos (10a-10c; 1la-11c e 12a-12c) entre derivados de 7-cloroquinolina e
adutos de Morita-Baylis-Hillman foram obtidos e devidamente caracterizados por
espectrometria e espectroscopia, além de bioavaliados em células cancerigenas e
em cepas de L. amazonensis mostrando resultados satisfatorios variando entre
33% e 74% , com um total de seis AMBH inéditos .

e Através dos resultados dos testes de citotoxicidade foi possivel observar a
influéncia positiva do grupo 7-cloroguinolina quando comparadas as estruturas com
e sem esta por¢cdo; também foi possivel avaliar a influéncia dos espacadores,
indicando que o aumento no grau de liberdade conformacional provoca de maneira
geral uma diminuicdo dos valores de Clso para os testes realizados nas linhagens
de células cancerigenas com destaque para a estrutura 12a que apresentou um
melhor indice de seletividade para a maioria das células cancerigenas testadas.

e Os resultados em cepas de leishmania amazonensis mostraram que entre 0S
hibridos moleculares pode ocorrer uma inversao da eficiéncia a medida que ocorre
o0 aumento do grau de liberdade na estrutura, além de mostrar melhores resultados
para o composto 6 contendo o grupo amina. Indicando que a presenca desse grupo

de influenciar de maneira benéfica na atividade biolégica.

Como perspectivas futuras esse trabalho visa:

e A busca por rotas alternativas para a sintese das estruturas 13a-c que nao foram

obtidas pelas rotas propostas nesse trabalho.
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e A substituicdo do grupo nitrobenzaldeido na sintese de novas estruturas hibridas,
a partir de derivados da 7-cloroquinolina e de derivados da isatina, por meio da
reacao de Morita-Baylis-Hillman, visto que nucleos isatinicos também apresentam
grande variedade de aplicacfes farmacoldgicas, com o intuito de potencializar
essas atividades (KHAN; MAALIK, 2015).






87

7. PARTE EXPERIMENTAL

7.1 MATERIAIS E EQUIPAMENTOS

Os reagentes utilizados neste trabalho foram adquiridos das empresas Sigma
Aldrich e Acros, e os solventes organicos foram obtidos nas empresas Tedia, Vetec e
Quimica Moderna. Todos o0s reagentes e solventes presentes neste trabalho
apresentavam alto grau de pureza o que possibilitou utiliza-los sem prévia purificacao.

Quando necesséario o uso de solventes secos (livres da humidade do ar)
realizou-se um procedimento de secagem com hidreto de calcio ou peneira molecular
de 3A, sob atmosfera de argonio.

As reacdes foram acompanhadas através da técnica de cromatografia por
camada delgada analitica (CCDA), onde foi utilizado cromatofolhas de aluminio da
marca Macherey-Nagel, suportadas em Gel de Silica 60 (fase estacionéaria), como
eluente (fase movel) foram usadas misturas de diferentes proporcdes dos solventes:
acetato de etila e hexano; acetato de etila e metanol, sendo irradiadas em camara de
luz ultravioleta de comprimento de onda de 254 nm e/ou analisadas no revelador
guimico de vanilina e/ou em vapores de iodo. Os solventes foram evaporados sob
pressdo reduzida e temperatura controlada em rotaevaporador do fabricante IKA®,
modelo RV 10 digital.

A purificacdo dos produtos obtidos apds as reacgfes foi realizada através da
técnica de cromatografia em coluna do tipo flash, usando gel de silica como fase
estacionéria de granulacéo 0,040 — 0,0063 mm da marca ACROS e mistura de acetato
de etila / hexano ou acetato de etila / diclorometano com propor¢des variaveis, como
fase moével, com o auxilio de pressurizadores adaptados a partir de nebulizadores
convencionais.

Todos os produtos inéditos deste trabalho foram caracterizados no proprio
Laboratério de Sintese Organica Medicinal da Paraiba (LASOM-PB) na Universidade
Federal da Paraiba (UFPB) /Campus 1 por espectrofotbmetro FTIR modelo
IRPrestige-21, do fabricante Shimadzu, usando pastilhas de brometo de potassio
(KBr) e no Laboratério Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (LMCA) da

UFPB/Campus 1, pela técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de carbono
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e de hidrogénio (RMN 3C, RMN !H). A descricdo dos deslocamentos quimicos foi
realizada em relacdo aos sinais de referencia dos solventes utilizados: Cloroférmio
deuterado (CDCIs) e Dimetilsulfoxido deuterado (DMSO).

Os desdobramentos quimicos referentes a cada acoplamento dos hidrogénios
foram expressos como: singleto (s), dubleto (d), tripleto (t), quinteto (quin.), duplo
dubleto (dd) e multipleto (m). Os deslocamentos quimicos (8) foram medidos em
partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertz (Hz). As
multiplicidades dos sinais dos carbonos foram observados pelo uso da técnica de
Attached Proton Test (APT), onde os carbonos n&do hidrogenados e metilenos ficam
na fase positiva do grafico “para cima” e os carbonos do tipo metino e metila ficam

na fase negativa do grafico “para baixo”.

7.2 PROCEDIMENTO PARA SINTESE DO 2-((7-CLOROQUINOLIN-4-
IL)OXI)ETANOL (2)

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL equipado com uma barra de
agitacdo magnética contendo 4,7-dicloroquinolina (1) ( 5,10 g; 25,75 mmol; 1 equiv.)
e etilenoglicol (60 mL; 1077,29 mmol; 41,8 equiv.) foi adicionado t-butoxido potassio (
4,34 g; 38,63 mmol; 1,5 equiv.), a reacéo foi colocada sob agitacdo constante em um
sistema de refluxo, a uma temperatura de 80 © C em banho de 6leo, por um intervalo
de tempo de 16 horas. A confirmacdo da conversdo dos reagentes no produto foi
realizada por CCD, usando como fase mével acetato de etila puro, e revelacdo em
camara de ultravioleta (Rf1= 0,72 e Rf2=0,24).

Apos confirmacéo da total converséo, o meio reacional foi transferido para um
funil de separacgédo, seguido da adicdo de 60 mL de uma solugcdo saturada de
bicarbonato de sodio, e realizada uma extragdo liquido-liquido, utilizando
diclorometano (3x70 mL). A fase organica foi entdo seca com sulfato de sédio anidro
(Naz2S0a), filtrada e o solvente evaporado em evaporador rotatorio para a obtencao de

2-((7-cloroquinolin-4-il)oxi)etanol (2), um sélido branco com rendimento de 94%.
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2-((7-cloroquinolin-4-iNoxi)etanol (2)

o/\/OH
m
7
Cl N

IV (cm): 3064(0-H)
Ponto de fusado: 119-121

7.3 PROCEDIMENTO GERAL PARA SINTESE DO 3-((7-CLOROQUINOLIN-4-
IL)OXI)PROPAN-1-OL (3) E 4-((7-CLOROQUINOLIN-4-IL)OXI)BUTAN-1-OL (4)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL equipado com uma barra de
agitacdo magnética contendo 4,7-dicloroquinolina (1) (3,0 mmol; 1 equiv.) e 0
respectivo diol ( 36 mmol; 12 equiv.) foi adicionado t-butanol (15 mL) e t-butdxido
potéssio (0,505 g; 4,5 mmol; 1,5 equiv.), a reacao foi colocada sob agitagdo constante
em um sistema de refluxo, a uma temperatura de 80 ° C em banho de éleo, por um
intervalo de tempo de 16 horas. A confirmacéo da conversdo dos reagentes no produto
foi realizada por CCD, usando como fase movel acetato de etila puro, e revelacdo em
camara de ultravioleta (Rf1= 0,72; Rf3= 0,24 ; Rf4= 0,28).

Ap0s confirmacédo da total converséo, o meio reacional foi transferido para um
funil de separacdo, seguida da adicdo de 20 mL de uma solucdo saturada de
bicarbonato de sodio, e realizada uma extracdo liquido-liquido, utilizando
diclorometano (3x20 mL). A fase organica foi entdo seca com sulfato de sodio anidro
(Naz2S0a), filtrada e o solvente evaporado em evaporador rotatério, os produtos foram
recristalizados em diclorometano, ambos com 97% de rendimento e aspecto de sélido

branco.

3-((7-cloroquinolin-4-ioxi)propan-1-ol (3)

0~ ""0OH

m
7
Cl N

IV (cm): 3217 (O-H)



90

4-((7-cloroguinolin-4-iNoxi)butan-1-ol (4)

o/\/\/OH
oo
Z
Ci N

IV (cm™1): 3223 (O-H)

7.4 PROCEDIMENTO PARA SINTESE DO 2-((7-CLOROQUINOLIN-4-
IL)AMINO)ETANOL (5)

Em um baldo de fundo redondo de 50 mL equipado com uma barra de
agitacdo magnética contendo 4,7-dicloroquinolina (1) (19,8g; 10,0 mmol; 1 equiv.) foi
adicionada etanolamina (10,1 g;10 mL; 16 equiv.), a reagao foi colocada sob agitacao
constante, a uma temperatura de 120° C em banho de 6leo, por um intervalo de tempo
de 4 horas. A confirmacéo da conversdo dos reagentes no produto foi realizada por
CCD, usando como fase moével uma mistura acetato de etila / metanol, na proporcéo
de (9:1), e revelacdo em camara de ultravioleta (Rf1= 0,74, Rf5= 0,10).

Apbs confirmacao da total conversao, o meio reacional foi vertido em um funil
de Buchner previamente preparado com papel de filtro para filtragdo a vacuo, a mistura
foi entdo lavada com agua (250 mL), seca e dissolvida em acetato de etila a quente
(100mL), evaporada em evaporador rotatorio, para a obtencao de 2-((7-cloroquinolin-

4-il)amino)etanol (5), um solido branco com rendimento de 98%.

2-((7-cloroquinolin-4-il)Jamino)etanol (5)

HN/\/OH
X

PP
Cl N

IV (cm™): 3311 (N-H); 3111 (O-H)
Ponto de fuséo: 215-217 (lit. 215-216) (GUANTAI et al., 2011)
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7.5 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DOS ACRILATOS 6, 7, 8, 9
7.5.1 Empregando o método de esterificacdo de Steglich (DCC/DMAP)

Em um baldo de 50 mL foi colocado 10 mL de diclorometano, o respectivo
alcool 2-5 (2 mmol; 1 equiv.), o DMAP (48,9 mg; 0,4 mmol; 0,2 equiv.) e o acido acrilico
(0,17 mL; 2,4 mmol; 1,2 equiv.). A mistura reacional foi colocada sob agitacdo a uma
temperatura de 0°C (banho de gelo), em seguida foi adicionado o DCC (619 mg; 3
mmol; 1,5 equiv.), foi mantida a temperatura de 0°C por 30 minutos, quando retirado
0 banho de gelo a mistura reacional foi deixada a temperatura ambiente por 48 horas,
e acompanhada por CCD.

Para o isolamento, foi adicionada uma solucdo de bicarbonato de sédio e
realizada uma extracéo liquido-liquido utilizando diclorometano (3x30 mL), seguida
por secagem da fase organica com sulfato de sodio anidro, filtracéo e evaporagéo do
solvente em evaporador rotatério. A purificacdo foi realizada pela técnica de
cromatografia em coluna, com fase mével composta por hexano e acetato de etila ou
acetato de etila e metanol. Os acrilatos 6, 7 e 8 foram obtidos com rendimentos de
70%; 60% e 22% respectivamente, enquanto que o acrilato 9, foi obtido com

rendimento de 33%.

7.5.2 Empregando rota alternativa com cloreto de tionila e acrilato de potassio

Essa rota é dividida em trés partes: Substituicdo da hidroxila do alcool em
guestao por um halogénio; formacao do sal do acrilato e a reacéao final entre as duas
substancias obtidas.

Para formacdo do derivado da 7-cloroquinolina com espacador clorado,
inicialmente foram adicionados 1,00 mmol do alcool a um baldo de 50 mL, seguida da
adicao de 10,00 mL de CH2Cl2 a mistura foi colocada sobre agitagéo e feita a adi¢cao
de cloreto de tionila (SOCI2) na propor¢do de 5 equivalentes. A reacdo entéo foi
colocada sobre aquecimento em sistema de refluxo por um periodo médio de 16
horas. A total conversdo do substrato em produto foi observada por CCD.

O processo de extragao foi feito utilizando um sistema CH2Cl2 (3x30 mL)/
Solucéo saturada de NaHCOs, seguida por secagem da fase organica com sulfato de

sédio anidro, filtracdo e evaporacdo do solvente em evaporador rotatério com
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rendimento médio de 85% . O produto obtido foi utilizado sem prévia purificacdo na
proxima etapa.

Paralelamente foi realizada a reacéo acido/base do acido acrilico e hidroxido
de potassio em proporc¢des equivalentes, utilizando etanol anidro como solvente sobre
agitacdo magnética, por 5 horas. Em seguida feita a evaporacdo do solvente e da
agua residual em evaporador rotatorio com rendimento proximo a 99%.

A Ultima etapa da rota foi realizada utilizando o derivado da 7-cloroquinolina
com espacador clorado (Immol) e o acrilato de potassio (Lmmol) foram adicionados
em um baldo de 50mL contendo 5 mL de dimetilformamida ( DMF) e o sistema foi
colocado sobre refluxo e acompanhada por CCD, a total conversao ocorreu em um
tempo médio de 15 horas.

A reacdo foi evaporada para retirada do solvente DMF e realizada extracao
utilizando um sistema CH2Cl2 (3x30 mL)/Hz20 a fase orgénica resultante foi seca com
sulfato de sédio anidro, filtrada e levada ao evaporador rotatorio para retirada do
solvente, resultando em um rendimento médio de 95% . O produto mostrou-se puro,
sem necessidade de realizar uma etapa de purificacao.

Os acrilatos 6, 7 e 8 foram obtidos com rendimentos similares variando entre
90% e 99%, enquanto que o acrilato 9, foi obtido com rendimento de 35%.

Acrilato de 2-((7-cloroguinolin-4-il)oxi)etila (6)
o/\/OWA\

/@\/‘j o
/
Cli N

IV (cm1): 1726 (C=0); 1188 (C-O)

RMN 22C (50 Mhz, DMSO): d 165,50; 160,46; 153,05; 149,17; 134,50; 132,13; 128,07;
127,31; 126,37; 123,67; 119,25; 102,22; 66,90; 62,24; 40,77; 40,36; 39,94; 39,52;
39,10; 38,69; 38,27.

RMN 'H (200 Mhz, DMSO): & 8,68 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 8,01 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,90
(d, J=2,0Hz, 1H), 7,49 (dd, J = 8,9, 2,1 Hz, 1H), 7,01 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 6,41 — 6,04
(m, 2H), 5,89 (dd, J =9,8, 2,1 Hz, 1H), 4,56 (dd, J = 5,5, 2,7 Hz, 2H), 4,45 (dd, J = 5,5,
2,8 Hz, 2H).

E.M: m/z [M+H] calcd. para CisH16CINOs: 277.05; encontrada: 277
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Acrilato de 3-((7-cloroquinolin-4-il)oxi)propila (7)
o

0/\/\0J\/

/ij
/
Cl N

IV (cm™): 1720 (C=0); 1201 (C-0)

RMN 3C (126 Mhz, CDCIs): & 166,17; 161,79; 152,21; 149,19; 136,21; 131,26;
129,85; 128,23; 127,43; 126,87, 123,51, 119,81, 101,04; 77,41, 77,16; 76,91, 65,42,
61,14, 28,46.

RMN H (500 MHz, CDClz): & 8,73 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 8,10 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,42
(dd, J=8,9, 2,0 Hz, 1H), 6,72 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 6,40 (dd, J = 17,4, 1,3 Hz, 1H), 6,11
(dd, J = 17,3, 10,4 Hz, 1H), 5,83 (dd, J = 10,5, 1,4 Hz, 1H), 4,43 (t, J = 6,2 Hz, 2H),
4,29 (t, J = 6,1 Hz, 2H), 2,35 — 2,29 (q, 2H).

E.M: m/z [M+H] calcd. para CisH14CINO3: 292.0662; encontrada: 292.0753.

Acrilato de 4-((7-cloroguinolin-4-ioxi)butila (8)

OWOY\

m o
/
Cl N

IV (cm1): 1724 (C=0); 1192 (C-0O)

RMN 13C (126 Mhz, CDCIs): & 166,07; 161,86; 151,88; 135,95; 130,75; 129,84;
128,23; 126,57; 123,40; 119,61; 100,91; 77,41; 77,16; 76,90; 68,16; 63,84; 25,43;
25,32.

RMN *H (500 Mhz, CDClz3): & 8,63 (dd, J = 5,3, 1,6 Hz, 2H), 7,99 (dd, J = 8,9, 1,8 Hz,
2H), 7,94 - 7,92 (m, 2H), 7,32 (ddd, J=7,9, 4,8, 3,1 Hz, 2H), 6,62 (dd, J =5,4, 1,5 Hz,
2H), 6,35 — 6,30 (m, 2H), 6,08 — 6,01 (m, 2H), 5,77 — 5,73 (m, 2H), 5,22 — 5,20 (m,
1H), 4,23 — 4,11 (m, 8H), 1,99 — 1,83 (m, 8H)

E.M: m/z [M+H] calcd. para C16H16CINO3: 306.0819; encontrada: 306.0884.
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Acrilato de 2-((7-cloroquinolin-4-ilamino)etila (9)

joo I
~
Cl N

IV (cm): 3220 (N-H); 1720 (C=0); 1210 (C-O)
RMN 13C (50 Mhz, CDCls): & 167,16; 152,24; 149,54; 149,24; 135,12; 132,37; 128,99;
128,91; 125,85; 121,29; 117,31; 99,10; 77,80; 77,16; 76,52; 62,70; 43,23.

RMN *H (400 Mhz, CDClz): 8 8,54 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 7,96 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,68
(d, J=8,9 Hz, 1H), 7,38 (dd, J = 8,9, 2,2 Hz, 1H), 6,48 (dd, J = 17,3, 1,3 Hz, 1H), 6,42
(d, J = 5,4 Hz, 1H), 6,16 (dd, J = 17,3, 10,4 Hz, 1H), 5,91 (dd, J = 10,4, 1,3 Hz, 1H),
5,65 (s, 1H), 4,56 (t, J = 5,2 Hz, 2H), 3,62 (q, J = 5,12 Hz, 2H).

E.M: m/z [M+H] calcd. para C14H13CIN202: 277.0666; encontrada: 277.0728

7.6 PROCEDIMENTO GERAL PARA A SINTESE DOS ADUTOS DE MORITA-
BAYLIS-HILLMAN [10-12 (a-c)]

Em um baldo de 25 mL contendo o respectivo acrilato (0,5 mmol; 1 equiv.) foram
adicionados o nitrobenzaldeido de interesse (75,5 mg; 0,5 mmol; 1 equiv.), o 1,4-
diazobiciclo[2.2.2] octano (DABCO) (56,1 mg; 0,5 mmol; 1 equiv.) e uma mistura de t-
butanol/agua na proporcdo de 9:1 (5 mL). A mistura reacional foi colocada sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente e o acompanhamento realizado por CCD,
utilizando como fase movel uma mistura de acetato de etila/hexano na proporcao de
1:1. Foi utilizado o tempo limite de 7 dias reagindo ou total conversao ( o que ocorrer
primeiro) para essas reacoes.

A extracédo foi realizada utilizando diclorometano (2x15mL) em agua (30mL). A fase
organica foi seca com sulfato de sodio anidro e filtrada.

A purificacdo foi em coluna cromatografica tipo flash, utilizando inicialmente
diclorometano como eluente até total remocdo do aldeido residual, em seguida foi

utilizado acetato de etila como eluente para retirar o produto da coluna cromatogréfica;
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em seguida o solvente foi evaporado e evaporador rotatorio e paraam obtidos os
produtos, todos com caracteristicas de 6leo amarelo-marrom com rendimento
variando de 43-74%.

2-(Hidroxi(2-nitrofenil)metil)acrilato de 2-((7-cloroguinolin-4-ioxi)etila (10a)

o/\/o

m O OH NO,
~
cl N

RMN %3C (50 Mhz, DMSO): d 165,34; 160,72; 153,27; 149,40; 148,34; 142,71, 137,10;
134,72; 133,35; 129,06; 128,81; 127,50; 126,53; 125,96; 124,29; 124,05; 119,52,
102,38; 67,02; 65,57; 62,71, 41,02; 40,60; 40,18; 39,77; 39,35; 38,93; 38,52.

RMN H (200 Mhz, DMSO): & 8,68 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 7,92 (dd, J = 5,5, 3,4 Hz, 2H),
7,75 (d, J = 7,8 Hz, 1H), 7,55 — 7,45 (m, 3H), 7,36-7,28 (m, 1H), 6,96 (d, J = 5,3 Hz,
1H), 6,23 (s, 1H), 6,12 (d, J = 5,4 Hz, 1H), 6,01 (d, J = 5,0 Hz, 1H), 5,74 (s, 1H), 4,57
— 4,30 (m, 4H).

E.M: m/z [M+H] calcd. para C21H17CIN20s: 429.0775; encontrada: 429.0795

2-(Hidroxi(3-nitrofenilymetil)acrilato de 2-((7-cloroguinolin-4-il)oxi)etila (10b)

RMN 13C (50 Mhz, DMSO): & 165,26; 160,61; 153,22; 149,35, 147,59; 145,53; 142,88;
134,72; 133,83; 129,64; 127,51; 126,46; 126,04; 123,73; 122,21; 121,52; 119,39;
102,25; 70,38; 67,01; 62,53; 41,02; 40,60; 40,19; 39,77; 39,35; 38,93; 38,52.

RMN !H (200 Mhz, DMSO): & 8,66 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 8,02 (s, 1H), 7,91 (d, J = 1,8
Hz, 1H), 7,84 — 7,70 (m, 2H), 7,63 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,43 (dd, J = 8,9, 2,0 Hz, 1H),
7,29 (t, J = 7,9 Hz, 1H), 6,91 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 6,29 (s, 1H), 6,08 (d, J = 4,5 Hz, 2H),
5,53 (d, J = 4,3 Hz, 1H), 4,65 — 4,27 (m, 4H).

E.M: m/z [M+H] calcd. para C21H17CIN20e: 429.0775; encontrada: 429.0827.
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2-(Hidroxi(4-nitrofenil)metil)acrilato de 2-((7-cloroguinolin-4-ioxi)etila (10c)

RMN 3C (50 Mhz, DMSO): 5 170,10; 165,47; 158,07; 155,65; 154,23; 151,41; 147,70;
139,61, 133,09; 132,40; 131,33; 130,96, 128,62; 128,18; 124,21, 107,10, 75,36; 71,88;
67,44, 45,90; 45,47, 45,06; 44,64, 44,22; 43,81, 43,40.

RMN H (200 Mhz, DMSO): & 8,64 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 7,92 — 7,64 (m, 4H), 7,50 —
7,33 (m, 3H), 6,91 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 6,28 (s, 1H), 6,12 — 6,00 (m, 2H), 5,49 (d, J =
4,5 Hz, 1H), 4,64 — 4,21 (m, 4H).

E.M: m/z [M+H] calcd. para C21H17CIN20s: 429.0775; encontrada: 429.0826.

2-(Hidroxi(2-nitrofenilymetil)acrilato de 3-((7-cloroquinolin-4-il)oxi)propila (11a)

m
—
Cl N

IV (cm™): 3107 (O-H); 1726 (C=0); 1265 (C-O)

RMN 3C (126 Mhz, CDCIs): & 165,85; 161,71; 152,22; 141,21; 136,54; 133,56;
129,00; 128,80; 127,47, 126,91; 126,81; 124,62; 123,50; 119,78; 101,11, 77,41, 77,16;
76,91; 67,40; 65,16; 61,63; 28,33.

RMN *H (500 Mhz, CDClIs): & 8,67 (d, J =5,3 Hz, 1H), 8,08 — 8,03 (m, 1H), 8,02 — 7,97
(m, 1H), 7,86 (d, J = 8,1 Hz, 1H), 7,73 (dd, J = 7,9, 1,0 Hz, 1H), 7,57 (t, J = 7,6 Hz,
1H), 7,44 — 7,34 (m, 2H), 6,64 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 6,38 (s, J = 4,9 Hz, 1H), 6,22 (s,
1H), 5,79 (s, J = 7,6 Hz, 1H), 4,40 (t, J = 6,1 Hz, 2H), 4,19 — 4,13 (m, 2H), 2,24 (quin,
J=6,0 Hz, 2H).

E.M: m/z [M+H] calcd. para C22H19CIN20s: 443.0932; encontrada: 443.1002.

O OH NO,
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2-(Hidroxi(3-nitrofenil)metil)acrilato de 3-((7-cloroguinolin-4-iNoxi)propila (11b)

O OH

IV (cm™): 3263 (O-H); 1726 (C=0); 1269 (C-0O)

RMN 3C (126 Mhz, CDCIs): & 165,83; 161,53; 152,31; 149,39; 148,36; 144,05;
141,49; 136,16; 132,87; 129,43; 127,58, 127,21; 126,87, 123,42; 122,81; 121,73,
119,73; 100,98, 77,41, 77,16, 76,90, 72,27, 65,12; 61,75, 28,34,

RMN !H (500 Mhz, CDClI3): & 8,63 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 8,20 (t, J = 1,9 Hz, 1H), 8,04
(dd, J=8,5, 2,6 Hz, 2H), 7,94 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,70 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,45 - 7,36
(m, 2H), 7,26 (s, 1H), 6,62 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 6,42 (s, J = 8,4 Hz, 1H), 6,00 (t, J = 1,0
Hz, 1H), 5,65 (s, 1H), 4,45 — 4,37 (m, 2H), 4,18 (t, J = 6,1 Hz, 2H), 2,27 (p, J = 6,1 Hz,
2H),

E.M: m/z [M+H] calcd. para C22H19CIN20s6: 443.0932; encontrada: 443.1011.

2-(Hidroxi(4-nitrofenilymetil)acrilato de 3-((7-cloroquinolin-4-il)oxi)propila (11c)

IV (cm): 3304 (O-H); 1730 (C=0); 1240 (C-0O)

RMN 3C (101 Mhz, CDCIs): & 165,71; 161,64; 151,92; 149,13; 148,85; 147,33;
141,48; 136,23; 127,50; 127,14; 127,07; 126,87; 123,53; 123,34; 119,55; 100,85;
77,38; 77,06; 76,75; 72,01; 65,12; 61,59; 28,19,

RMN H (400 Mhz, CDClIs): 5 8,58 (d, J = 4,8 Hz, 1H), 8,10 (d, J = 0,4 Hz, 1H), 8,08
(d,J=1,2 Hz, 1H), 8,03 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,92 (d, J = 2,0 Hz, 1H), 7,52 (d, J = 8,6
Hz, 2H), 7,39 (dd, J = 8,9, 1,5 Hz, 1H), 6,61 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 6,40 (t, 1H), 5,98 (d, J
=1,0 Hz, 1H), 5,66 (s, 1H), 4,40 (t, J = 6,2 Hz, 2H), 4,18 (t, J = 6,0 Hz, 2H), 2,27 (quin,
J =6,1 Hz, 2H),

E.M: m/z [M+H] calcd. para C22H19CIN20s: 443.0932; encontrada: 443.1046.
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2-(Hidroxi(2-nitrofenilymetil)acrilato de 4-((7-cloroguinolin-4-il)oxi)butila (12a)

m O OH NO,
~
ci N

IV (cm-1): 3321 (O-H); 1712 (C=0); 1260 (C-0)

RMN 3C (126 Mhz, CDCIs): & 165,92; 161,67; 152,45; 149,46; 148,41; 141,58;
136,79; 135,91; 133,51; 129,07; 128,68; 127,60; 126,66; 126,37; 124,56; 123,49;
119,84;101,01; 77,41; 77,16, 76,91; 68,05; 67,20; 64,55; 25,49; 25,37,

RMN *H (500 Mhz, CDCl3): & 8,63 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 8,05 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,94
(d,J=1,7 Hz, 1H), 7,88 (dd, J = 8,1, 0,9 Hz, 1H), 7,77 (dd, J=7,9, 1,3 Hz, 1H), 7,61
(t, J = 7,6 Hz, 1H), 7,42 — 7,37 (m, 2H), 6,64 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 6,37 (s, 1H), 6,25 (s,
1H), 5,79 (t, J = 1,1 Hz, 1H), 4,25 — 4,20 (m, 2H), 4,12 (t, J = 5,8 Hz, 2H), 1,91 — 1,82
(m, 4H),

E.M: m/z [M+H] calcd. para C23H21CIN20s: 457.1088; encontrada: 457.1192.

2-(Hidroxi(3-nitrofenilymetil)acrilato de 4-((7-cloroguinolin-4-il)oxi)butila (12b)

IR (cm™1): 3280 (O-H); 1724 (C=0); 1271 (C-O)

13C NMR (50 Mhz, CDCls): & 165,59; 161,20; 153,55; 149,62; 148,03; 145,93; 143,35;
134,84; 134,10; 130,14; 127,75; 126,65; 125,74; 124,20; 122,65; 121,81; 119,83;
102,51; 70,54; 68,54; 64,52; 40,59; 40,38; 40,17; 39,96; 39,75; 39,54; 39,33; 25,29;
25,22,

1H NMR (400 Mhz, CDCls): & 8,71 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 8,15 — 8,12 (m, 1H), 8,10 — 8,04
(m, 2H), 7,96 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 7,74 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 7,62 — 7,49 (m, 2H), 6,98
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(d, J=5,3 Hz, 1H), 6,28 (s, 1H), 6,11 (d, J = 4,7 Hz, 1H), 6,07 (s, 1H), 5,57 (d, J = 4,6
Hz, 1H), 4,24 — 4,04 (m, 4H), 1,83 — 1,68 (m, 4H),
E.M: m/z [M+H] calcd. para C23H21CIN20s: 457.1088; encontrada: 457.1194.

2-(Hidroxi(4-nitrofenil)metil)acrilato de 4-((7-cloroguinolin-4-iloxi)butila (12¢)

IV (cm-1): 3107 (O-H); 1724 (C=0); 1260 (C-0)

RMN 3C (126 Mhz, CDCIs): & 165,82; 161,70; 152,19; 149,50; 149,17; 147,35;
141,86; 135,97; 127,63; 127,29; 126,68; 126,63; 123,53; 123,40; 119,74; 100,96;
77,41;77,16; 76,91; 71,91; 68,06; 64,54; 25,47; 25,38,

RMN *H (500 Mhz, CDClz): 8 8,54 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 8,10 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 8,01
(d, J=8,9 Hz, 1H), 7,86 (d, J = 1,4 Hz, 1H), 7,53 (d, J = 8,7 Hz, 2H), 7,36 (dd, J = 8,9,
1,8 Hz, 1H), 6,61 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 6,39 (s, 1H), 6,00 (s, 1H), 5,67 (s, 1H), 4,24 —
4,20 (m, 2H), 4,13 (t, J = 5,7 Hz, 2H), 1,94 — 1,86 (m, 4H),

E.M: m/z [M+H] calcd. para C23H21CIN20s6: 457.1088; encontrada: 457.1181.

7.7 PROCEDIMENTO DE ANALISE BIOLOGICA PARA ATIVIDADE
ANTITUMORAL

7.7.1 MATERIAIS

Células: As linhagens tumorais utilizadas, MCF-7 (cancer de mama), HCT
116 (cancer colorretal), HL60 (leucemia) e NCI H292 (cancer de pulméo) foram obtidas
do Banco de células do Rio de Janeiro, tendo sido cultivadas em meio RPMI 1640,
suplementados com 10 % de soro fetal bovino e 1 % de antibidticos, mantidas em
estufa a 37 °C e atmosfera contendo 5% de COs-.

Amostras: As amostras foram diluidas em DMSO puro estéril.
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7.7.2 METODOS

Andlise de citotoxicidade pelo método do MTT vem sendo utilizada no programa
de screening do National Cancer Institute dos Estados Unidos (NCI), que testa mais
de 10.000 amostras a cada ano (SKEHAN et al., 1990). E um método rapido, sensivel
e barato. Foi descrita primeiramente por Mosmann (MOSMANN, 1983), tendo a
capacidade de analisar a viabilidade e o estado metabélico da célula. E uma anélise
colorimétrica baseada na conversdo do sal 3-(4,5-dimetil-2-tiazol)-2,5-difenil-2-H-
brometo de tetrazolium (MTT) em azul de formazan, a partir de enzimas mitocondriais
presentes somente nas células metabolicamente ativas. O estudo citotéxico pelo
método do MTT permite definir facilmente a citotoxicidade, mas ndo o mecanismo de
acado (BERRIDGE et al., 1996).

As linhagens MCF-7 (cancer de mama), HCT 116 (cancer colorretal), HL60
(leucemia mieloide crénica) e NCI H292 (cancer de pulméo) foram plaqueadas na
concentracdo de 1 x 10° células/mL. As substancias previamente dissolvidas em
DMSO foram diluidas em série no meio RPMI para obtenc¢éo das concentracdes finais
e adicionadas em placa de 96 pocos. As placas foram incubadas por 72 horas em
estufa a 5% de COza 37°C. Em seguida, foram adicionados 25 uL da solugcéo de MTT
(sal de tetrazolium), e as placas foram incubadas por 3h. A absorbancia foi lida ap6s

dissolucéo do precipitado com DMSO puro em espectrofotbmetro de placa a 595nm.

7.7.3 ANALISE DOS RESULTADOS

Para concentracdo Unica: Uma escala de intensidade foi utilizada para avaliar
0 potencial citotoxico das amostras testadas. Amostras sem atividade, com pouca
atividade (inibicdo de crescimento celular variando de 1 a 50%), com atividade
moderada (inibicAo de crescimento celular variando de 50 a 75%) e com muita
atividade (inibicdo de crescimento variando de 75 a 100%). As amostras que
apresentam mais de 75% de inibicdo serdo calculadas a Clso.

Os experimentos foram analisados segundo suas medias e respectivos
intervalos de confianga no programa GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em

duplicata em dois experimentos independentes.
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Para célculo da Clso: A Concentracao inibitoria em 50% (Clso) foi calculada por
regressao nao linear no programa GraphPad Prism. Cada amostra foi testada em
duplicata.

Cabe destacar que toda a parte biolégica mostrada neste trabalho relacionada
a atividade antitumoral, foi realizada pela equipe da Professora Dr. Gardénia Carmen
Gadelha Militdo, no Laboratério de Proliferacdo Celular, Universidade Federal de

Pernambuco, Departamento de Fisiologia e Farmacologia.

7.8 PROCEDIMENTO DE ANALISE BIOLOGICA PARA ATIVIDADE
LEISHMANICIDA

7.8.1 MATERIAIS

Cultivo do parasita: Foi utilizado um isolado de Leishmania amazonensis
(IFLA/BR/67/PH8) cedido pela Profa. Dra. Maria Norma Melo da Universidade Federal
de Minas Gerais. Os parasitas foram cultivados em frascos Erlenmeyer contendo meio
de cultura Schneider completo, suplementado com 20% de soro bovino fetal (SBF) e
1% de uma solucéo de antibidtico (estreptomicina e penicilina), incubados em estufa
com demanda biolégica de oxigénio (D.B.0O.) a 25 °C e realizados repiques semanais
para manutencao da viabilidade celular.

7.8.2 METODOS

Para a avaliacdo da atividade antileishmania foram utilizadas formas celulares
promastigotas de L. amazonensis. A contagem foi feita utilizando uma camara de
Neubauer por contagem direta em microscopio 6tico. Apds, foi realizado o célculo do
inéculo, cuja concentragao inicial desejada foi de 1x107 células/mL. Os parasitos foram
inoculados em meio Schneider suplementado (20% de SBF e 1% de antibidtico) e os
compostos analisados, adicionados em diferentes concentragbes (100 pg/mL, 50
png/mL, 25 pg/mL e 12,5 pg/mL). Como controle negativo foi analisado o crescimento
do parasita em tubos de ensaio com a auséncia dos compostos.

As promastigotas foram incubadas numa incubadora D.B.O. a 25°C, e apds o
periodo de 72 horas de cultivo, foi feita a retirada de aliquotas dos cultivos, a

observacdo no microscopio 6tico para averiguacdo da motilidade flagelar e a
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morfologia dos parasitas, seguida da diluicho em microtubos contendo solucao de
Isoton, sendo submetidos a agitacdo em vortex e quantificadas sob microscopia 6tica
fazendo o uso da camara de Neubauer. A quantificacao foi feita por contagem direta
do nimero de células por campo em microscopio 6ptico com aumento de 40x. A média
da contagem foi utilizada para calcular o nUmero de parasitas contidos em 1,0 mL de
cultura. O célculo foi feito utilizando a férmula: n° de parasitas = média dos 4
quadrantes x o inverso da diluicdo da amostra x 10%.

Para atividade hemolitica de sangue periférico humano foram utilizadas
amostras sanguineas coletadas por puncao venosa periférica em voluntérios adultos
e saudaveis, selecionados de acordo com 0s seguintes critérios: sangue do tipo O+,
ter uma idade compreendida entre 18 e 60 anos, ndo ter anemia significativa, ndo
possuir disturbios hidroeletroliticos e qualquer outra doenca sistémica significativa ou
aguda que pudesse interferir nos resultados pela metodologia proposta. Todos 0s
voluntarios foram recrutados no Centro de Ciéncias da Saude—UFPB.

As amostras foram diluidas em solu¢éo salina tamponada com fosfato (PBS)1x
(8g de NaCl; 0,2 de KCI; 1,44g de Na2HPOg4; 0,24g de KH2PO4; H20 destilada), foi
feito o ajuste para a concentracdo do sangue em 5% de hemacias em um volume de
80 pL.

Apés, foram diluidas as solu¢des estoque dos compostos estudados em PBS
1x em diferentes concentracdes (400 pg/mL, 200 pg/mL, 100 pg/mL, 50 pg/mL, 25
pMg/mL e 12,5 pg/mL) num volume final de 20 uL. Em seguida, foram distribuidas em
placas de 96 pocos 80 pL da solucdo de sanguinea com PBS, em seguida, foi
adicionado 20 pL da solucdo de trabalho dos compostos em seus devidos pogos
previamente demarcados, terminando com o volume final de 100 pL.

Foram incubados durante 1 hora a 37°C em estufa D.B.O. e a reacao foi
interrompida pela adicdo de 100 pL de PBS. Posteriormente, as suspensdes foram
centrifugadas a 1000 G (2.229,17 RPM) por 10 minutos a temperatura ambiente. O
sobrenadante entdo foi transferido para outra placa de 96 pocos e submetido a
espectrofotometria utilizando espectrofotdbmetro a 540 nm para quantificar a atividade

hemolitica.
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7.8.3 ANALISE DOS RESULTADOS

A determinacao da concentracéo que inibe 50% do crescimento dos parasitas
(Clso) foi determinada utilizando o Programa GraphPad Prism versédo 8.0. Os dados
obtidos em cada experimento foram comparados utilizando o teste “t-Student” e a
Andlise de Variancia (ANOVA). O nivel de significancia foi estabelecido em 95% (valor
de p <0.05)

Cabe destacar que toda a parte biolégica mostrada neste trabalho relacionada
a atividade antileishmania, faz parte do Trabalho de conclusdo de Curso do estudante
Edvaldo Ferreira de Pontes Neto, do Grupo de pesquisa Multidisciplinar em
Biotecnologia e Saude, sob a orientacdo da Professora Dr. Priscilla Anne Castro De

AsSSIS.
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Espectro 3 — Espectro de Infravermelho do composto 3
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Espectro 7 — Espectro de RMN 'H (200 Mhz, DMSO) do composto 6
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Espectro 8 — Espectro de RMN 13C-APT (50 Mhz, DMSO) do composto 6
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Espectro 9 — Espectro de massas de baixa resolu¢cdo do composto 6
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Espectro 11 — Espectro de RMN *H (500 MHz, CDCIs3) do composto 7
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Espectro 12 — Espectro de RMN 3C-APT (126 Mhz, CDCIs) do composto 7

10.0

9p'8¢—

PEF9

20

50 40 30

1hwekh

60

[44°V]

ﬁm.wm
oﬁ.nnw
WiL

$0'T0T —

18°611
Hm.mﬁ/
£8'921 .
eb 221\
MN.mNQ
58621

9z'1ET

HN.omH\
61661 ~
12°2ST—

6/'19T —
LT°99T —

70

Cl
%0 80

f1 (ppm)

100

1
110

120

130

140

150

170 160

180

190



117

Espectro 13 — Espectro de massas de alta resolucdo do composto 7
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Espectro 15 — Espectro de RMN *H (500 Mhz, CDCls) do composto 8
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Espectro 17 — Espectro de massas de alta resolugédo do composto 8
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Espectro 19 — Espectro de RMN *H (400 Mhz, CDCIs) do composto 9
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Espectro 20 — Espectro de RMN 3C-APT (50 Mhz, CDCI3) do composto 9
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Espectro 21 — Espectro de massas de alta resolugédo do composto 8
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Espectro 23 — Espectro de RMN **C-APT (50 Mhz, DMSO) do composto 10a
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Espectro 25 — Espectro de RMN *H (200 Mhz, DMSO) do composto 10b
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Espectro 26 — Espectro de RMN 3C-APT (50 Mhz, DMSO) do composto 10b
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Espectro 27 — Espectro de massas de alta resolucdo do
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Espectro 29 — Espectro de RMN *3C-APT (50 Mhz, DMSO) do composto 10c
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Espectro 30 — Espectro de massas de alta resolugéo do composto 10c
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Espectro 31 — Espectro de Infravermelho do composto 11a
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Espectro 33 — Espectro de RMN *3C-APT (126 Mhz, CDCIz) do composto 11a
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Espectro 34 — Espectro de massas de alta resolucdo do composto 11a
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Espectro 35 — Espectro de Infravermelho do composto 11b
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Espectro 36 — Espectro de RMN H (500 Mhz, CDCIs) do composto 11b
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Espectro 37 — Espectro de RMN 13C-AP
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Espectro 38 — Espectro de massas de alta resolugcéo do composto 11b

Intens. ]

X106
2.0
157
1.0
0.5

0.0-

264.[0854

443.1010

+MS, 0.0-1.0min #1-60

200

400

600

800 1000

Intens. 1
x106]

1.0

0.5

0.0

264.0877

MS2(443.1011), 19.0eV, 0.4min #25

443.1011

50

100

150

200

250

300 350 400

m/z

m/z



130

Espectro 39 — Espectro de Infravermelho do composto 11c
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Espectro 40 — Espectro de RMN H (400 Mhz, CDCls) do composto 11c
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Espectro 41 — Espectro de RMN **C-APT (101 Mhz, CDCIz) do composto 11c
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Espectro 42 — Espectro de massas de alta resolugéo do composto 11c
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Espectro 44 — Espectro de RMN H (500 Mhz, CDCls) do composto 12a
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Espectro 45 — Espectro de RMN *3C-APT (126 Mhz, CDCIz) do composto 12a
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Espectro 46 — Espectro de massas de alta resolugédo do composto 12a
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Espectro 47 — Espectro de Infravermelho do composto 12b
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Espectro 48 — Espectro de RMN *H (400 Mhz, DMSO-ds) do composto 12b
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Espectro 49 — Espectro de RMN 13C-APT (101 Mhz, DMSO-ds) do composto 12b

aaomnmaoaMmMmOInToOoOTInNINTFOL—-M
MANNOONMOAINONN©®®X TLN aeNguT ooy
N MABLMNETTFONS NN muomn naaonhnaaqA
vouMNsTIFrIEFTmOMmMmAaAaANANANANN—A O OOV OO LWL
A A A A A A A A A A A A A NOO IFIFTTONHMOOANAN
e e ] N N T
NO,
X
cl N”

|

! ;o

|

" |
|
|
|
|
|
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 90 80 70 60 50 40 30 20 10

100
f1 (ppm)

Espectro 50 — Espectro de massas de alta resolucédo do composto 12b

Intenséi +MS, 0.0-1.0min #1-60
X10°; 457.1204
2.0
157
1.0
0.5

0.0 . . : : ;
200 400 600 800 1000 miz

intens +MS2(457.1194), 30.0eV, 0.0-1.0min #1-59
x10°4 180.0232

160.0531

206.0470
] 116.0633 278.1047 457.‘1194
hE : | N N — | : : : L
50 100 150 200 250 300 350 400 450 m/z




136

Espectro 51 — Espectro de Infravermelho do composto 12c
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Espectro 52 — Espectro de RMN H (500 Mhz, CDCls) do composto 12¢
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Espectro 53 — Espectro de RMN **C-APT (126 Mhz, CDCIz) do composto 12¢
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Herein we describe the design, synthesis and structural characterization by NMR and X-ray of new
molecular hybrids 4a-4c containing the nitroaromatic MBHA moiety and the 7-chloroquinoline phar-
macophores, linked by an aliphatic spacer as a model for antiprotozoal drugs. Firstly, the 4,7-
dichloroquinoline (7) reacted with excess of ethylene glycol, through a SNAr promoted by t-BuOK, to
prepare the 2-{7-chloroguinolin-4-yloxy)ethanol (6) in 98% isolated yield. Then, the novel 2-(7-
chloroquinolin-4-yloxy) ethyl acrylate (5) was synthesized in 78% isolated yield by reacting the
alcohol (6) with acryloyl chloride and TEA in CH;Qj. Finally, this acrylate (5) reacted with o-nitro-
benzaldehyde, m-nitrobenzaldehyde and p-nitrobenzaldehyde through Morita-Baylis-Hillman reactions
promoted by DABCO at room temperature, using t-BuOH:Water (9:1) as solvent, to afford the new hy-
brids 4a-4c in 73-76% isolated yields. Three-dimensional structures were characterized in both mono-
meric and intermolecular packing by X-Ray experiments.

Potential antiprotozoal drugs

@ 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Neglected Tropical Diseases (NTDs) (e.g. Leishmaniases, Chagas
disease, human African trypanosomiasis) are protozoal infections
that pose a great threat to the health of populations inhabiting the
tropical and subtropical regions of the world. These infections
affect the physical and intellectual development of children, reduce
worker productivity, and are responsible for the deaths of hundreds
of thousands of people annually. In general, the drugs available for
the treatment of these diseases show a limited efficiency due to de
development of resistance, high toxicity and poor patient compli-
ance. Furthermore, the pharmaceutical industries have shown a
lack of interest in developing new drugs for protozoal infections
since the prospects of financial return on the investments are too
low in this area |1—3]. Therefore, there is a great demand for new
and efficient antiprotozoal drugs that are capable of improving the

* Comesponding author.
E-mail address: mlaav@guimica.ufpbbr (M.LA.A Vasconcellos).

http://dx.doiorg[101016/j.mol struc 2016.12.022
0022-2860/2 2016 Elsevier B.V. All rights reserved.

life quality of these populations.

Over the years, it has seen the emergence of drug resistance
regardless the efficacy of each drug when introduced. Thus, the
drug discovery efforts are increasingly driven to the rational design
of multitarget drugs through the molecular hybridization strategy.
The hybrid molecules can exert dual or multiple actions depending
of the different pharmacophoric units linked into a single chemical
entity. Moreover, the potential advantages of this strategy include
lower effective therapeutic doses and the reduction of drug resis-
tance [4].

Our research group has reported the development of the
Morita-Baylis-Hillman adducts (MBHA) as a new class of potent
molluscicidal and antiprotozoal agents as leishmanicidal, anti-
Chagas disease [5—7]. The search for even more active com-
pounds led to the synthesis of a chalcone-like hybrid (1) between
methyl 2-[hydroxyl(2-nitrophenyl) methylacrylate (2) and methyl
salicylate (3) [8]. The antileishmanial activity showed by the hybrid
1 was 6—8 times higher than the precursor 2 and 26 to 30 times
higher than the precursor 3 (Fig. 1).

The chalcone-like hybrid (1) is a successful example of the



