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RESUMO

Titulo: sintese de acidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos através da reacdo de Pfitzinger sob

irradiagdo de micro-ondas

O nucleo quinolinico é repetidamente encontrado em varios produtos naturais e
sintéticos, incluindo varios medicamentos importantes que sdo utilizados clinicamente,
além de candidatos farmacéuticos. Dentro da importante classe de quinolinas, os &cidos
2-arilquinolino-4-carboxilicos que sdo um dos mais importantes devido as suas amplas
aplicacbes medicinais, como atividade antibacteriana, antifingica, anti-helmintica,
antileismanica e antimalarica. Como esses acidos atuam como precursores na sintese de
outros derivados com nucleo quinolinico, faz-se necesséaria uma busca por uma sintese
mais eficiente e com menores tempos reacionais. Sendo assim, 0 presente trabalho teve
como objetivo a sintese de 8 &cidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos, sendo um dos mesmos
um composto inédito, através da reacdo de Pfitzinger, em meio basico aquoso, utilizando
aquecimento via irradiacdo por micro-ondas. Os acidos foram obtidos com rendimentos
variando de 48% a 98%, com tempos reacionais de 5 a 15 minutos, e foram caracterizados
pelas técnicas de ressonancia magnética nuclear de carbono e hidrogénio (RMN 3C-APT
e RMN *H) e por espectroscopia no infravermelho. Foram realizados estudos in silico de
todos os &cidos sintetizados, que demonstraram ter boa biodisponibilidade oral, sem
violar nenhum dos 5 parametros de Lipinski, além de ndo possuirem aparente toxicidade
oral. Todos 0s compostos sintetizados neste trabalho seguirdo para testes de atividade
bioldgica.

Palavras-chave: Acidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos; reacéo de Pfitzinger; irradiagio

por micro-ondas; isatina; estudos in silico.



ABSTRACT

Quinoline core is repeatedly found in many natural and synthetic products, including
several important drugs that are used clinically, as well as pharmaceutical combinations.
Within the important classes of quinolines, 2-aryl-4-carboxylic acids applications are
most important which are due to their broad medicinal properties, such as antibacterial,
antifungal, anthelmintic, antileishmanial, and antimalarial activity. Like these other
essential actives, as precursors in the synthesis of other products, a search for a shorter
time and more efficient synthesis is necessary. Therefore, the present work aims at the
synthesis of 8 2-aryl-quinoline-4-carboxylic acids, having a new compound among these,
through the Pfitzinger reaction, in basic medium, using heating and employing
microwave irradiation. The acids were obtained with yields ranging from 48% to 98%,
with reaction times from 5 to 15 minutes, and were characterized by carbon and hydrogen
nuclear magnetic resonance (C-APT NMR and 1H NMR) and infrared spectroscopy. In
silico studies were performed from all synthesized, which have been shown to have good
oral bioavailability, without any violation of Lipinski's 5 parameters, which have no
apparent oral toxicity. All synthesized in this work are going to biological activity tests.

Keywords: 2-aryl-quinoline-4-carboxylic acids; Pfitzinger reaction; microwave

irradiation; isatin; in silico studies.
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Capitulo 1:
INTRODUCAO
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1 INTRODUCAO

O processo de desenvolvimento de novas substancias candidatas a farmacos €
complexo, de alto custo e demanda a combinacdo de vérias areas estratégicas em ciéncia
e tecnologia. O resultado desse esforco integrado resultou no planejamento e descoberta
de inovagdes terapéuticas para diversas doencas nas ultimas décadas.!

Neste sentido, o nucleo quinolinico é repetidamente encontrado em varios
produtos naturais e sintéticos, incluindo varios medicamentos importantes que sdo
utilizados clinicamente, além de candidatos farmacéuticos. Devido a ampla série de
aplicacdes na medicina, industria e processos bioorganicos e na area de quimica organica
sintética, tem havido um interesse crescente no desenvolvimento de métodos para a
sintese de quinolinas.?

Dentro da importante classe de quinolinas, os acidos quinolino-4-carboxilicos séo
um dos mais importantes devido as suas amplas aplicagdes medicinais, como atividade
antibacteriana, ># antifingica,® anti-helmintica, © e leishmanicida.” Os acidos quinolino-
4-carboxilicos também sdo importantes pois atuam como precursores-chave na sintese de
outros derivados com nticleo quinolinico.?

A sintese dos &cidos arilquinolino-4-carboxilicos é comumente apresentada em
sistema de refluxo, com tempos reacionais que variam de 8 a 24 horas.'” Como
mencionado anteriormente, o fato de que esses acidos atuam como precursores na sintese
de outros derivados com nucleo quinolinico. Sendo assim, faz necessaria uma busca por
uma sintese mais eficiente e com menores tempos reacionais.'? Alguns estudos ja utilizam
métodos alternativos para obtencdo desses acidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos, através
do uso de micro-ondas, sendo alguns destes estudos com uso de aparelhos de micro-ondas
domeéstico, ndo havendo controle de temperatura no meio reacional.

Estratégias sintéticas organicas verdes, incluindo radiacdo por micro-ondas,
surgiram como uma nova ferramenta na quimica organica sintética nos Gltimos anos
porque levam a uma reducdo dréstica nos tempos de reacdo com um aumento no
rendimento e na pureza do produto. Recorrentemente, as reacdes termicamente exigentes
podem levar horas de refluxo em solugéo e, as vezes, requerem tratamento com um
excesso de reagentes para leva-las a conclusdo. No entanto, usando a técnica de irradiagao
por micro-ondas, as mesmas reacOes podem ser concluidas em minutos usando

procedimentos que sdo ambientalmente benignos e econdmicos. O uso da irradiacéo por
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micro-ondas vem mostrando avangos significativos na otimizacdo destas reacoes,
reduzindo os tempos reacionais que variam de 5 a 15 minutos.1?14

Outro ponto importante € que, além desses relatos serem poucos, e em maioria
sem controle de temperatura, os que utilizam o controle de temperatura usam uma grande
quantidade em massa de reagentes e, sendo que a estratégia visa, também, trabalhar com
quantidades em escala menor, reduzindo os gastos com reagentes.

Com base no exposto, este trabalho tem como foco uma abordagem
ecologicamente benigna para a sintese de acidos quinolino-carboxilicos, especificamente,
de acidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos, sob uso de reator de micro-ondas, para obtencédo
de tempos reacionais curtos, com o uso de agua como solvente, além do uso de baixas

quantidades de reagentes utilizados na reagéo.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Quinolinas e sua importancia em Quimica Medicinal

A quinolina (também chamada de 1-aza-naftaleno ou benzopiridina) € um heterociclo
aromatico que contém um atomo de nitrogénio em sua estrutura, e possui a férmula
quimica CgH7N, como pode ser vista na figura 1. Pode formar sal na presenga de acidos,
além de sofrer reacbes semelhantes as da piridina e do benzeno. E um liquido
higroscopico, incolor e com odor forte. A quinolina é ligeiramente soltvel em &gua, mas
solubiliza facilmente em agua quente e na maioria dos solventes organicos, possui pH
7,3, ponto de fusdo -15°C, com ponto de ebulicdo inicial em 237 °C. Possui densidade de
1,09 g/cm® em 25 °C. Com relagdo a sua estabilidade quimica, 0 mesmo se apresenta
estavel em condicOes ambientes padrdo (temperatura ambiente), e é reativa em casos de
forte aquecimento, formando misturas explosivas com o ar.

As quinolinas e seus derivados constituem uma importante classe de substancias
heterociclicas, estando presente em diversos produtos naturais com diferentes aplicacfes
terapéuticas. As quinolinas sdo uma classe de compostos farmaceuticamente ativos,
podendo apresentar propriedades anticancer, antimaléarica, antibacteriana, anti-
inflamatoria e antituberculose.®

A importancia do nacleo quinolinico pode ser também evidenciada pelo grande
namero de farmacos comercialmente disponiveis que contém esse ndcleo em sua
estrutura. Alguns de seus derivados tém sido desenvolvidos para o tratamento de muitas
doencas, como a malaria, infeccdes bacterianas, HIV e doencas tumorais. Dentre as
aplicacdes farmacoldgicas, temos o uso de cloridato de dibucaina, uma quinolina utilizada
como anestésico; a primaquina, que é utilizada como um agente antimalarico; e a
apomorfina, que é utilizada por possuir atividade antiparkisoniana.l’ Pode-se observar

algumas das estruturas aqui citadas na figura 1, a seguir.

18



Figura 1 — Compostos com nucleo quinolinico naturais" e sintéticos® com propriedades
farmacoldgicas
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Além disso, dentre os farmacos derivados do nucleo quinolinico, obtidos a partir de
fontes naturais, podemos citar a quinina, um alcaloide isolado pela primeira vez a partir
da casca da arvore de nome cientifico Cinchona sp., e foi o primeiro tratamento eficaz
contra a malaria. A quinina permaneceu como principal medicamento antimalarico até os
anos 1940, mas em funcéo de sua toxicidade, gosto desagradavel e efeitos colaterais como
nauseas e problemas de audicéo, esse farmaco foi gradativamente substituido por outros
derivados quinolinicos como, por exemplo, o derivado 8-amino-quinolinico, primaquina.
Além desses dois compostos, podemos citar também alguns compostos baseados no

sistema indol-quinolinico como, por exemplo, a camptotecina, extraida da arvore chinesa
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Camptotheca acuminata, e se apresenta como um poderoso agente anticancerigeno,
especialmente ativo contra cancer de célon, mama, pulmé&o, ovario e estbmago. Embora
ndo tenha se mostrado adequada no desenvolvimento farmacéutico, principalmente em
funcdo de sua reduzida solubilidade, a camptotecina levou ao desenvolvimento dos seus
analogos irinotecan e topotecan. Esses derivados foram capazes de contornar 0s
problemas de solubilidade relacionados a camptotecina e sdo hoje farmacos utilizados no
tratamento de, respectivamente, cancer de célon e de ovario.!8

Dentre farmacos obtidos sinteticamente disponiveis para uso clinico, também
mostrados na figura 1, tem-se o montelucaste de sodio, que é um antiasmatico e anti-
inflamatorio indicado hoje para o tratamento simultaneo da asma cronica e rinite alérgica;
os derivados clorados clioquinol, farmaco utilizado em diversas infec¢bes fungicas
cutaneas; e a nitroxolina, antibacteriano utilizado no tratamento das infec¢bes do trato
urinario causadas por Escherichia coli. '8

Pode-se observar que as estruturas se diferem em alguns aspectos como, por exemplo,
0s grupos substituintes no anel aromatico ou na porg¢ao aromatica contendo o heteroatomo
(nitrogénio), porém todas possuem o nucleo quinolinico, que pode ser visualizado no
meio da figura 1.

Sendo assim, torna-se de extrema relevancia para os quimicos medicinais explorar o
uso das quinolinas, pois pode-se observar que as mesmas possuem uma ampla atividade
bioldgica e farmacoldgica, que despertam o interesse na pesquisa de novas aplicacfes
usando este mesmo nucleo, como podemos ver na tabela 1, que mostra, também, a

presenca de acidos carboxilicos.

Tabela 1 — Representacéo estrutural e atividade biolégica de alguns compostos quinolinicos.

Composto Atividade bioldgica Referéncias
Oy OH Antibacteriana contra E. coli, K. [4]
N pneumoniae, Gram-positive S.
e

aureus
O e S. epidermidi.
Acido 3-metil-2-arilquinolino-

4-carboxilico
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X Antifungica in vitro comparavel [5]

NZ N;\@\ ou superior ao fluconazol,
OH OH medicamento usado

2[(4Hidroxibenzilideno)amino] clinicamente.
quinolin-8-ol
Oy OH Anti-helmintica, com atividade [6]
cl ligeiramente superior ao do
S NO, g p
Z medicamento padrao.
N =
s/
NO,

Acido 6-cloro-2-(3,5-dinitro-

tienil) quinolino-4-carboxilico

Oy OH Antileismanica [7]
N contra promastigotas de L.
N donovani.

Acido 2-metilquinolino-4-

carboxilico

2.2 Acidos carboxilicos

Os é&cidos carboxilicos, que serdo 0s substituintes das moléculas aqui
apresentadas, sdo substancias com um grupo —COOH. Essas substancias sdo abundantes
na natureza, sendo responsaveis por varios odores conhecidos. Além disso, 0s acidos
carboxilicos sdo também encontrados em uma ampla gama de produtos farmacéuticos

que so usados para tratar inimeros problemas.®

Tabela 2 — Exemplos de acidos carboxilicos

Composto Caracteristicas
o] Aspirina, um analgésico muito utilizado
OH
(0]

N

Acido acetilsalicilico
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o Usado no tratamento da tuberculose
OH
H,N OH
Acido 4-aminosalicilico
(o) Usada no tratamento de acne

\\\\OH

Isotretinoina
Como seu nome sugere, acidos carboxilicos apresentam prétons levemente acidos.
O tratamento de um &cido carboxilico com uma base forte, tal como hidroxido de sodio,

produz um sal de carboxilato.

Esquema 1 — Formag&o de um sal de carboxilato

:O:’\ ® ©) :0:
Ao+ i —= (Hs00 L o

um sal de carboxilato

Sais de carboxilato sdo idnicos e, portanto, mais sollveis em agua do que seus
acidos carboxilicos correspondentes.® Como serd visto mais a frente, os &cidos
carboxilicos que serdo sintetizados no presente trabalho sdo obtidos a partir de uma reacéo
em meio bésico (obtido primeiramente o sal de carboxilato), seguida da acidificacao do
meio, que forma o precipitado do acido carboxilico correspondente, o que corrobora esta
informacdo sobre a solubilidade dos acidos.

Pode-se encontrar na literatura relatos sobre as atividades dos acidos carboxilicos,
especificamente, de acidos quinolino--carboxilicos. Uma das atividades que esses acidos
apresentam é leishmanicida.®* Todos os acidos citados na figura 2 foram avaliados contra
promastigotas e amastigotas intracelulares de L. amazonensis, com bases em ensaios de
citotoxicidade. Outro ponto importante deste estudo foi que, através do estudo da relagédo
estrutura-atividade (SAR), pOde-se observar que a presenca do cloro ligado a porgéo
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aromatica aumenta a atividade leishmanicida, tanto que os compostos com maior

potencial de inibig&o foram os compostos com a presenga do cloro.

Figura 2— Acidos carboxilicos com efeito leishmanicida

Ha diversos relatos®34> sobre acidos carboxilicos que possuem diversas
propriedades farmacologicas e terapéuticas, principalmente envolvendo-os como
precursores para sintese de compostos que apresentam uma maior atividade como, por
exemplo, atividade antibacteriana. A seguir, na tabela 3, pode-se observar um acido
carboxilico que atua como precursor/intermediario para sintese de moléculas com melhor
atividade. Nestes casos, a molécula precursora, acido carboxilico, apresenta inibicao
moderada contra varias cepas bacterianas testadas em comparagdo com o medicamento
padrdo utilizado. Entretanto, a maioria deles exibe melhor atividade do que o composto
acido carboxilico inicial contra as bactérias testadas. Isto indica que modificacdes

estruturais no &cido 2-arilquinolino-4-carboxilico aumentaram a atividade antibacteriana.

Tabela 3 — Acido carboxilico precursor de moléculas com melhor inibicao

Acido carboxilico precursor ~ Molécula que apresenta maior Referéncias
inibicéo

[9]

Melhor inibigéo contra S. aureus
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Inibicdo moderada contra
diversas cepas bacterianas

No entanto, a formacdo desses acidos carboxilicos é reportada em tempos
reacionais muito demorados, como sera visto mais adiante. Esta dificuldade pode ser
eliminada com o uso de novas metodologias, como o uso de irradiagcdo por micro-ondas,
tendo, atualmente, apenas um relato usando essa técnica, especificamente, na sintese de
alguns &cidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos, além de outros acidos carboxilicos com

nucleo quinolinico.

2.3 Métodos de preparacdo de compostos quinolinicos

A versatilidade das quinolinas tem atraido o interesse dos quimicos sintéticos para
o desenvolvimento de novos métodos com o objetivo de facilitar sua sintese!®. Na
literatura, ha diversas vias sintéticas para a obtencao do anel quinolinico. Geralmente, as
rotas existentes envolvem processos classicos de ciclizagdo, nos quais anéis benzénicos
sdo o material de partida, enquanto o nucleo aromatico contendo o heteroatomo é
sintetizado. Os procedimentos classicos mais conhecidos e utilizados para a obtencéo do
anel quinolinico sdo chamados de reagdes de Skraup,?’ Doebner—von Miller,?° Gould-
Jacobs,?! Friedlander,?> Combes,? Conrad—Limpach?® e Pfitzinger.** A seguir, temos a

figura 3, retratando as diferentes reacdes.
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Figura 3 — Estratégias de sinteses de nucleos quinolinicos
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Na maioria das reacdes citadas, a anilina reage com um composto 1,3-carbonilico
que gera intermediarios que podem ser ciclizados na presenca de meio acido. Na sintese
de Combes e de Conrad-Limpach, o intermediario formado é uma imina que, em
equilibrio, forma uma enamina, gerada a partir da anilina e de uma 1,3-dicetona em meio
acido. A diferenca entre as duas reacGes é que na de Conrad-Limpach utiliza-se
cetoésteres no lugar de dicetonas. Outra forma de obtencdo de quinolinas € utilizando a
anilina para reagir com compostos a, B-insaturados. Na sintese de Skraup, a anilina e o

glicerol reagem sob condicdes térmicas, utilizando &cido sulfurico e, assim, ocorre a
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ciclizacdo. Uma variacdo dessa reacdo € o metodo denominado Doebner-von Miller, na
qual no lugar de utilizar o glicerol para preparar o composto a, B-insaturado, ja se utiliza
aldeidos o, B-insaturados, como a acroleina. Outra reagdo muito utilizada no preparo das
quinolinas € a sintese de Gould-Jacobs, que consiste na condensacdo da anilina com um
composto alcoximetileno, sequido de uma ciclizacdo para formar uma hidroxiquinolina.
Além dessas reacdes, também podemos utilizar a sintese de Friedlander, que consiste na
ciclizagéo da orto-acil-anilina com uma cetona ou aldeido que seja a-metileno na presenca
de um meio basico. E, por ultimo, temos a reacdo de Pfitzinger, que sera detalhada no
préximo topico, e € o foco deste trabalho.

Comparando 0s métodos, pode-se observar que todos utilizam meios
ambientalmente amigaveis, sendo qualquer uma das sinteses reportadas possiveis de se
utilizar. Substituindo o grupo R em algumas dessas reacdes por uma funcdo acido
carboxilico, pode-se obter os compostos propostos nesse trabalho. Entretanto, quando se
trata em sintese com economia de 4tomos, com reagentes mais baratos e com reagdes
mais rapidas, optou-se pela reacdo de Pfitzinger, visto que se utiliza apenas a isatina, em
meio basico, e uma cetona. Algumas das reac6es acima, como a de Friedlander, também
necessita de poucos reagentes, porém o seu precursor, a orto-acil-anilina possui um valor
de compra muito mais elevado do que o valor da isatina. Todas as sinteses podem ser
realizadas one pot, inclusive a reagdo proposta.

2.4 Reacao de Pfitzinger

Nas reacdes mencionadas anteriormente, a maioria apresenta como reagente de
partida para a formacdo das quinolinas esperadas a anilina. Na reacdo de Pfitzinger, a
Unica entre as mencionadas, utiliza a isatina como reagente de partida. Nesta reacdo, a
isatina reagira com um composto carbonil a-metileno, neste caso, uma cetona, na
presenca de uma base forte, utilizando como solvente o etanol. Nesta reacdo, ha a
formacéo do intermediario acido isatoico, formado a partir da isatina e condensado com
a cetona na presenca da base forte. A descarboxilagdo que ocorre subsequente fornece a

quinolina. Este procedimento é considerado uma extensdo da reacdo de Friendlander.

Esquema 2 — Esquema geral da reacdo de Pfitzinger para a sintese de quinolinas
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Fonte: Adaptado*

Este protocolo também foi utilizado com algumas pequenas modificacdes por
Elghamry e Al-Faiyz, visando a obtencdo de acidos carboxilicos quinolinicos em meio
aquoso. Neste caso, a isatina foi refluxada por 12 horas com enaminona na presenca de
uma solucédo aquosa de KOH ou NaOH e, subsequentemente, foi acidificada usando HCI
diluido. Obteve-se rendimentos moderados (70-90%) desta sintese,®* que pode ser

observada no esquema 3.

Esquema 3 — Sintese para obtengdo de &cidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos através da reagdo
de Pfitzinger em refluxo

o o COOH
[a] COAr
z
)J\/\ + e ———
Ar NMe, 0 [b] o |
N N
H

[ a] KOH (aq) ou NaOH/EtOH, refluxo, 12 h
[b]H;0*

Fonte: Adaptado?*

Na literatura, ja ha casos reportando o uso da reacao de Pfitzinger para a formacéo
de derivados de quinolinas utilizando irradiacdo por micro-ondas. Pallavi e colaboradores
(2019) realizaram a sintese utilizando a isatina numa solucdo aquosa de KOH, utilizando
derivados da acetofenona como o composto carbonil correspondente, além de utilizar
cetonas com outras substituicbes como, por exemplo, substituicdes metil, etil, tienil ou
piridil, os mesmos apresentando rendimentos entre 25 e 91%. A mistura foi irradiada em
micro-ondas proprio para sintese organica, em temperaturas entre 100-120°C. Depois de
completa a reacdo, foi realizada a acidificacdo com &cido acético. Neste procedimento,

obteve-se bons rendimentos, com tempo de reacio variando de 5 a 15 minutos.*® A seguir,
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no esquema 4, é apresentada a reagéo utilizando a acetofenona, que possui rendimentos
entre 23 a 89%.

Esquema 4 — Sintese de acidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos através da reacdo de Pfitzinger
em micro-ondas

[ a] KOH (aq), micro-ondas, 100-120 °C, 5 a 15 min.
[b]H;0"

Fonte: Adaptado®®

2.5 O uso de irradiacdo por micro-ondas na sintese de quinolinas

A tecnologia de irradiacdo de micro-ondas comegou a ser desenvolvida na década de
40, possuindo um campo de aplicacéo bastante restrito, sendo utilizada principalmente na
industria de alimentos e polimeros. A sua utilizacdo como ferramenta pelos quimicos
organicos so aconteceu em meados da década de 80, quando Gedye*® e Guiguere®
descreveram seus resultados obtidos através de micro-ondas domésticos em reacdes de
esterificacdo e ciclo-adicdo, respectivamente. JA no meio da década de 90, a entrada no
mercado de aparelhos de micro-ondas desenvolvidos especificamente para a sintese
organica permitiu ao quimico organico sintético controle de todos os parametros
reacionais (temperatura, pressdo, poténcia) e, com isso, maior reprodutibilidade e
seguranca nos experimentos realizados.?

Desde os primeiros experimentos feitos por Gedye e Guiguere foi possivel observar
que a tecnologia de micro-ondas promovia um aumento da velocidade de reacéao e reducgéo
de formacdo de produtos colaterais, quando comparada com experimentos sob
aquecimento convencional. As principais vantagens da utilizacdo de energia de micro-
ondas sobre 0 aquecimento convencional (manta, bico de bunsen, placa de aguecimento,
etc.) para uma reacdo quimica, sao:

a) as taxas de aquecimento em uma reacao onde alguma substancia (solvente ou um
reagente) presente absorva bem micro-ondas sao muito maiores que no aquecimento

convencional;
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b) o reator ou recipiente da reacdo pode ser transparente as micro-ondas (como teflon,
por exemplo - no caso deste trabalho utilizou-se tubo de quartzo), a energia é absorvida
somente pelos reagentes ou solvente (ou até seletivamente por apenas um dos
constituintes da reacéo);

c) a energia é transferida diretamente para a amostra, ndo havendo contato fisico com
a fonte de aquecimento;

d) a possibilidade de maiores rendimentos, maior seletividade e menor decomposicao
térmica, vantagens bem documentadas na literatura para vérias reagdes organicas em
sistemas homogéneos e heterogéneos.3?3

Na literatura, h& diversos relatos de procedimentos eficientes para a sintese de
variados derivados de quinolina utilizando a irradiagdo micro-ondas. Uma das primeiras
tentativas de usar a irradiacdo por micro-ondas para a reacdo de Pfitzinger foi reportada
por El Ashry'4, utilizando isatina e dialquil cetonas, em meio basico. Entretanto, os
tempos reacionais que foram obtidos em sua tentativa variavam entre 70-96h para obter
rendimentos consideraveis, por vezes, exigindo aquecimento em banho de 6leo por 16h.

Entretanto, na tabela 4 a seguir, podemos observar a evolucao do tempo reacional

utilizando o micro-ondas para obtencdo dos compostos propostos.

Tabela 4 — Referéncias de obteng&o dos &cidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos

COOH
0 0 KOH

Lo —

s

Composto 3a

Método Temperatura (°C) Tempo Rendimento Autores
(%)
Refluxo 75 8-24 horas 46 [71, [11]
Micro-ondas 120 12 minutos 89 [13]

Assim, podemos observar o crescente interesse em moléculas com o nucleo
quinolinico presente em sua estrutura, 0S quais possuem, em sua maioria, atividade

bioldgica, e inclusive que ja estdo presentes em diversos medicamentos comerciais.
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Além disso, podemos notar avangcos com relacdo as otimizac6es no uso da reacdo de
Pfitzinger para a formacdo de derivados com nucleo quinolinico e que, com o uso da
irradiacdo de micro-ondas, hé a diminuigdo de tempos reacionais com relacéo as reaces
realizadas em refluxo, o que acelera, também, no processo de desenvolvimento de um

novo farmaco, além de aumentar a biblioteca de compostos que podem vir a se tornar um.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

O trabalho teve como objetivo sintetizar e caracterizar 8 acidos 2-arilquinolino-4-
carboxilicos, através da reacdo de Pfitzinger, em meio basico, utilizando reator de micro-

ondas, com potencial atividade bioldgica.

3.2 Objetivos especificos

++ Sintetizar os derivados da isatina, inserindo cloro na por¢do aromatica através de
reacOes de substituicdo eletrofilica aromatica;

¢+ Sintetizar e caracterizar 8 acidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos, sendo um deles

inédito, através da reacdo de Pfitzinger, utilizando irradiacdo por micro-ondas

como fonte de aquecimento.

X/

¢ Realizar estudos in silico para as moléculas sintetizadas.
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4 ESTRATEGIASINTETICA

Tendo em vista o importante papel que os compostos heterociclos desempenham
na Quimica Medicinal, com destaque aqui para a isatina, que vem servindo como bloco
de construgdo para descoberta de novas moléculas com potencial atividade biologica,® a
estratégia de trabalho consiste na preparacao de 8 acidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos,
sendo um deles um &cido inédito (composto em azul — 3e), obtidos atraves da isatina,
mostrados na figura 4, utilizando irradiacéo por micro-ondas como fonte de aquecimento.
Para as moléculas em vermelho, foi encontrado um artigo na literatura tratando de sua
sintese utilizando irradiacdo por micro-ondas. As moléculas em preto sé foram

encontradas através de protocolos classicos de sintese, neste caso, utilizando refluxo.

Figura 4 — Acidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos

COOH COOH COOH COOH
cl
e e e e
~ y ~
N N N OH N
cl
OH
3a 3b 3c 3d
COOH COOH COOH COOH

Cl

3e 3f

Fonte: a autora.

O planejamento sintético inicia-se com a preparacdo dos derivados da isatina,
utilizando a isatina comercial como material de partida, via protocolo de preparo da
literatura®®. Neste protocolo, obtém-se a 5-cloroisatina (1b) e 5,7-dicloroisatina (1c) a
partir da isatina (la) comercial, através de uma reacdo de substituicdo eletrofilica
aromatica, empregando acido tricloroisocianurico (ATCI) e H2SO4 (esquema 1). A sintese
desses compostos foi realizada atraves de um método classico de sintese, neste caso,
utilizando refluxo, como mostrado no esquema 5.

Um dos objetivos de se utilizar derivados halogenados na por¢do aromatica é que
na literatura pode-se encontrar facilmente trabalhos no qual derivados halogenados

possuem propriedades farmacologicas superiores aos mesmos Ccompostos nao

34



halogenados, pois sdo cruciais para a estabilidade dos compostos.> & 3¢ Além disso,
substituintes halogenados possuem propriedades Unicas para formar ligagdes com uma
variedade de funcionalidades na estrutura e nas cadeias laterais das proteinas. N&o
obstante, os halogénios sdo distintos em seus tamanhos atbmicos e, portanto, pode ser
usado para ajustar a melhor estrutura molecular do inibidor para caber em uma bolsa

enzimatica especifica.®®

Esquema 5 — Esquema reacional para obtencdo dos derivados clorados de isatina

0 0 0
cl [a] [b] cl
0O -———— o ——> o
N N u
H H Cl
1b Isatina (1a) 1c

[ a] ATCI/H,S0,, 0 °C, 15 min
[ b]ATCI/H,S0,, 0 °C, 45 min

Fonte: Adaptado de Silva (2010).

Em seguida, foram realizadas as sinteses do acido 2-arilquinolino-4-carboxilico
utilizando a isatina e a acetofenona disponiveis comercialmente, em diferentes
proporcdes, como mostrado no esquema 6. Antes de seguir para a etapa de sintese da série
homologa de moléculas, foi realizada uma determinagdo da “condig¢do 6tima”, utilizando
uma adaptacdo do protocolo da literatura'® para determinar quais fatores serdo mais
importantes para o rendimento, como, por exemplo, a equivaléncia, porcentagem de base
utilizada e temperatura. Vale ressaltar que a sintese desses acidos foi realizada utilizando

irradiacdo por micro-ondas.
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Esquema 6 — Esquema reacional para obtencéo do acido 2-arilquinolino-4-carboxilico e
variagdes a serem realizadas.

(0] o COOH
KOH (aq) X
o LI
H H,0*

Variacoes
Temperatura (° C) 80, 100, 120
Equivaléncia entre reagentes 1:2; 1:15
%KOH 15, 20

Apos determinar a melhor condicéo reacional para maximizagéo dos rendimentos,
que seré realizada baseando-se nos que sera detalhado no préximo capitulo, utilizou-se a
mesma para sintese da seérie homdloga dos &cidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos

propostos neste trabalho, de acordo com o esquema 7 abaixo.

Esquema 7 — Esquema reacional para obtencdo da série de &cidos 2-arilquinolino-4-
carboxilicos propostos?

*R;=R,=R3=R,=H
:Ry=Ry=Ry=H;R,;= OH
Ry =Ry =R, =H; Ry = OH
:R;=R,=Cl; Ry=H; R,;=CH,
:Ry =R, =Cl; Ry=H; R;=Ph?
3f: Ry=CLR,= Ry=R,=H

Iz

R

Derivados da Acidos 2-arilquinolino T e s T

acetofenona -4-carboxilicos 9: Ry =Br,R; =R3=H; R, = OH

2a-2e 3h: Ry =Br; R,=R3=H; R, = CH3
3a -3h

Derivados da isatina
1a-1d

[ a]KOH, agua

acomposto inédito proposto (3e)

Ao fim da realizagdo das sinteses propostas, todos os compostos obtidos serdo
caracterizados por meio de técnicas espectroscopicas, como Ressonancia Magnética

Nuclear (RMN) de H e 13C e espectroscopia no Infravermelho.
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Os dados in silico foram obtidos através do SwissADME,*" uma ferramenta da
web gratuita para avaliar propriedades fisico-quimicas, farmacocinética, compatibilidade
com a Quimica Medicinal, biodisponibilidade oral, dentre outras.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese dos derivados da isatina

A primeira etapa do trabalho consistiu na sintese dos derivados clorados da isatina,
através de reacGes de substituicdo eletrofilica aromética (SEar), usando &cido
tricloroisocianarico (ATCI) como agente de cloracdo em meio de acido sulfurico. Ambas
as reacOes de formacdo da 5-cloro-isatina (1b) quanto 5,7-dicloro-isatina (1c) se
apresentaram como solidos de cor amarelada, com rendimentos de 93% e 89%
respectivamente, préximos ao encontrado na literatura.?’” Ambas as reacGes foram
acompanhadas por cromatografia de camada delgada (CCD), no qual pudemos observar
0 consumo total da isatina apds 45 minutos de reacdo. No esquema 4 apresenta-se uma

proposta mecanistica para a reacdo de monocloracdo e dicloracdo da isatina com ATCI.

Esquema 8 — Mecanismo de formac&o da 5-cloro-isatina e 5,7-cloro-isatina

........................................................................................

2]
I
/
©)

Fonte: Adaptado?®
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O mecanismo proposto para a cloracdo da isatina tem como primeira etapa a
protonacdo da ATCI e formacdo do ion HSO4. Em seguida, o cloro aceita um par de
elétrons do sistema n do anel aromatico da isatina, dando origem ao ion arénio (complexo-
6). Na sequéncia, ocorre abstragao de um proton pelo ion hidrogenossulfato, restaurando
a aromaticidade e dando origem ao produto monoclorado. Na reacéo de dicloracao ocorre
uma nova protonacdo da ATCI devido a restituicdo do catalisador acido e a presenca de
cloro reativo na ATCI,

No caso da isatina, as posi¢des do C-5 e C-7, orto e para em relagdo ao nitrogénio
do heterociclo, sdo as mais favorecidas neste tipo de reacdo. Dessa forma, o primeiro
cloro substitui a posicéo 5 do anel da isatina, posicao para em relagdo ao grupo amida. O
segundo cloro substitui na posi¢do 7, que pode ser considerada orto em relacdo ao grupo
amida.

Estes intermediarios foram caracterizados por RMN H e tiveram suas estruturas

confirmadas (1b e 1c).

5.2 Sintese da série dos &cidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos

A obtencdo dos &cidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos (3a-3h), foi realizada
através da reacdo de Pfitzinger, onde a isatina, em meio basico, formara um intermediério
que iré ciclizar com uma cetona, composto carbonilico, utilizando agua como solvente.

Nesta reacdo, ha a formacdo do intermediario acido isatdico, formado a partir da
isatina e condensado com a cetona. O esquema 5 abaixo mostra 0 mecanismo proposto:
primeiro a reacdo da isatina com a base para abertura do anel, ou seja, a formacgédo do
intermediario acido isatdico; seguida do ataque do nitrogénio ao composto carbonilico,
gue neste caso, é a cetona, onde ha a formacdo de uma enamina, que € condensada no
anel quinolinico, seguida de uma eliminacdo do tipo E1cb (desidratacéo) para formacéao do
sal de carboxilato.
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Esquema 9 — Mecanismo de formacéo do &cido 2-arilquinolino-4-carboxilico
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Vale ressaltar que, neste mecanismo, ndo hd a formacdo, ainda, do acido

carboxilico e, sim, do sal de carboxilato. A reacdo ocorre one pot, em meio basico. Para

a formacéo do acido carboxilico, é necesséria a acidificacdo do meio. Sendo assim,

ao

fim da reacdo, que acontece no reator de micro-ondas, em meio béasico, a solugdo é

acidificada com acido concentrado, para a formagdo do composto final.

Esquema 10 — Formacao do acido quinolino-4-carboxilico

COOK COOH
AN R1 H30+ A R1
| — |
~ ~
N” R, N” R,
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5.2.1 Determinacédo da condicéo Otima e sintese da serie de acidos 2-arilquinolino-4-

carboxilicos

Nesta etapa, foram realizados ensaios para obtencdo do mesmo produto em
pequena escala (mmol) com o objetivo de determinar os fatores que apresentam o melhor
rendimento da reacdo e economia de reagentes. Nesta etapa, ndo se variou volume do que
foi adicionado, e as massas adicionadas dos reagentes foram adicionadas em proporgdes
de 1 equivalente de isatina para 2 equivalentes de acetofenona. O produto dessa etapa foi
obtido, ap0s a filtracdo, puro, sem necessidade de isolamento. Além disso, obteve-se total
conversdo do produto. Os fatores que foram utilizados como parametros foram a
equivaléncia entre os reagentes, porcentagem de base utilizada e temperatura. Os ensaios
foram acompanhados por cromatografia em camada delgada (CCD), de 5 em 5 minutos,
para observar a conversao total dos reagentes em produto. Ao fim da reacéo, o produto
foi filtrado e lavado com agua. A tabela 2 abaixo apresenta os rendimentos em cada uma
das condig0es realizadas.

Tabela 5 — Pardmetros avaliados para determinag&o da melhor condicdo para rendimento da
reacao

No. Equiv2 %KOHP Temperatura (°C) Tempo¢(min) Rendimento¢ (%)

1 1:2 30 80 15 44
2 1:2 30 100 15 83
3 1:2 30 120 5 98
4 1:15 30 120 5 71
5 1:2 15 120 5 38

21 equiv. de isatina/1.5 ou 2 equiv. de acetofenona/ Sol. ~ 1 M

b\/olume adicionado da solucdo de KOH 30% e 15% foi 0 mesmo: 0,6 mL
“Tempo necessario para converter 100% do produto

dRendimentos do produto filtrado e puro.

Pode-se observar que a condicdo que obteve o melhor rendimento foi com
equivaléncia de 1 mmol de isatina para 2 mmol de acetofenona, com porcentagem de base
30% (m/v), na temperatura de 120 °C, em 5 minutos de reacdo. Observou-se que 0
rendimento que obtivemos nestes pardmetros foi superior ao encontrado na literatura,®
de 80% em condic¢des semelhantes. Sendo assim, para a sintese da série proposta neste

trabalho, foi utilizada esta condicéo reacional.
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Apos a determinacdo da melhor condicdo para maximizacdo dos rendimentos,
foram realizadas sinteses dos acidos propostos neste trabalho. Os rendimentos obtidos
estdo apresentados na tabela 6 abaixo.

Tabela 6 — Rendimentos e tempos reacionais para obtengdo de 3a-3h
o COOH

0]
KOH 30% (m/v) N
R °© g O
N 2 120 °C
H micro-ondas G 2

No. R1 R2 Tempo (min)  Rendimento
(%)

3a H H 5 98

3b H 4-OH 5 48

3c H 3-OH 5 54

3d 7,9-Cl 4-CHs 5 94

3e 7,9-Cl 4-Ph 10 97

3f 7-Cl H 15 83

39 7-Br 4-OH 5 94

3h 7-Br 4-CHjs 10 96

Pode-se observar que, em maioria, 0s parametros empregados para obtencdo dos
acidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos se mostraram satisfatorios, formando produtos em
tempos reacionais muito curtos, de 5 a 15 minutos, e com rendimentos moderados a altos
(48-98%) e ndo havendo formacéo de coprodutos. Todos os produtos foram monitorados
por cromatografia em camada delgada (CCD) de 5 em 5 minutos, e mostrou total
conversao dos mesmos. Com relacdo ao isolamento destes produtos, alguns foram obtidos
puros, realizando apenas a filtragem e lavagem com &gua, e outros necessitaram de
tratamento através de coluna cromatogréfica tipo flash. Uma justificativa para os
rendimentos mais baixos € que o produto formado, que esta em meio aquoso, permanece
na agua, pois possui uma polaridade alta, como é o caso dos compostos 3b e 3c, que
obtiveram menores rendimentos. Na CCD, pode-se notar a presenca do produto na fase
aquosa. Todos os produtos obtidos, exceto o 3e, ja sdo existentes na literatura, sendo

alguns destes obtidos com reagcdes em micro-ondas, e sua maioria apenas em refluxo, com
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tempos reacionais muito maiores do que os que foram obtidos. As rea¢des para obtencéo
destes produtos séo diversas, ndo necessariamente a reacdo de Pfitzinger. Vale ressaltar
que hé apenas um relato com essas estruturas utilizando o micro-ondas como fonte de
aquecimento, além de que se utiliza diferentes substituintes.*3

O é&cido 2-arilquinolino-4-carboxilico foi caracterizado por técnicas espectroscopicas

(RMN de tH, 3 C e IV). A seguir, sera apresentada uma discusséo dos resultados obtidos.

Figura 5 — Espectro de RMN H (DMSO-ds, 400 MHz) para a molécula 3a.
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f1 (ppm)

Ao analisar o espectro de RMN H apresentado na figura 5, é possivel constatar a
formagdo do &cido 2-arilquinolino-4-carboxilico, devido ao aparecimento dos sinais
caracteristicos da molécula, como, por exemplo, o singleto do hidrogénio 1, proximo ao
acido carboxilico, Unico singleto possivel além do singleto do hidrogénio do acido
carboxilico. Apesar de ndo ser apresentado o sinal singleto do hidrogénio 8 do acido
carboxilico, ¢ justificavel pela literatura,?® pois ligacdes de hidrogénio e trocas (com agua)
podem fazer o pico se alargar (tornar-se muito largo na base do pico) e mostrar uma
intensidade muito pequena ou, as vezes o pico € tao largo que desaparece na linha de base.

Neste caso, 0 proton acido pode nédo ser observado. Poréem, com o0 uso da espectroscopia
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do infravermelho, podemos determinar a presenca deste acido carboxilico. Logo mais,
seré apresentado o espectro, mostrando a presenga do mesmo.

No espectro, também pode-se notar os picos referentes aos acoplamentos nos anéis
aromaticos presentes na molécula como, por exemplo, os acoplamentos orto e meta que
os hidrogénios H7 (dublo dubleto), Ha (dublo dubleto), H> e H>* (dublo tripleto) sofrem,
apresentando-se de acordo com seus diferentes deslocamentos, de acordo com a
desblindagem que os mesmos sofrem proximos aos atomos mais eletronegativos.
Também pode-se observar os sinais referentes aos acoplamentos orto (2) e meta referentes
aos hidrogénios Hs e He, que possuem um perfil diferente pela quantidade de acoplamento
orto maior que os hidrogénios anteriores. E, por ultimo, o multipleto referente aos 3
ultimos hidrogénios, Hs, H3> e H3*’, que ficam sobrepostos, € ndo conseguimos visualizar

suas multiplicidades em detalhes.

Figura 6 — Espectro de RMN *C-APT (DMSO-ds, 100 MHz) para a molécula 3a.
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No espectro RMN 3C-APT apresentado na figura 6 da mesma molécula, pode-se
observar todos os sinais dos carbonos esperados. O sinal em 168 ppm caracteristico do

carbono do &cido carboxilico (C1), seguido do sinal em 156 ppm e em 149 ppm do
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carbono 4 e 5 ligados ao nitrogénio. A seguir, tém-se o0s sinais dos carbonos 11 e 2, com
deslocamentos préximos e mais elevados por estarem proximos do nitrogénio e do acido
carboxilico, respectivamente, que desblinda os mesmos. O Gltimo carbono quaternério é
0 10, com deslocamento de 123 ppm. Os outros carbonos sdo os hidrogenados, que
apresentam sinais negativos, e suas posi¢des foram determinadas de acordo com o0s
deslocamentos quimicos do espectro de hidrogénio.

E, por dltimo, tém-se o espectro do Infravermelho apresentado na figura 7, obtido
através da pastilha de KBr. Pode-se notar a banda caracteristica de hidroxila?®(O-H) de
acido carboxilico em 2468 cm™*, além da banda de carbonila de acido carboxilico em 1705
cm?t. Assim, confirmamos a presenca do acido carboxilico, que no espectro de
hidrogénio ndo foi visto. Também pode-se notar a banda de C—N, com intensidade média
em 1355 cm™?, e a banda de C-O em 1257 cm?, seguida dos estiramentos de C=C de anel
aromatico, na regido de 1550-1475 cm™. Entre 900-550 cm™ pode-se observar os

dobramentos C-H fora do plano caracteristico do anel aromatico.

Figura 7 — Espectro de Infravermelho (KBr) para a molécula 3a.
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Através da andlise dos espectros obtidos, pode-se constatar, também, a formacéo da
molécula inédita, 3e, visto que se apresenta 0s sinais caracteristicos da molécula como,

por exemplo, o aparecimento do singleto do hidrogénio 1, 0 mesmo que esta presente em
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todos os derivados sintetizados neste trabalho. Pode-se notar, também, os hidrogénios 5
e 7 como os mais desblindados, pois estdo proximos a &tomos mais eletronegativos, sendo
0 7 mais desblindado por estar préximo a porcéo da funcdo acido carboxilico. Os dois
sinais apresentam-se como dubletos, pois estdo em acoplamento meta (Hs acopla meta

com Hy, e vice versa). A seguir, tem-se os hidrogénios referentes aos anéis aromaticos.

Figura 8 — Espectro de RMN H (DMSO-d6, 400 MHz) para a molécula 3e.
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No espectro RMN 3C-APT da mesma molécula, pode-se observar todos os sinais dos
carbonos esperados. O sinal em 167 ppm caracteristico do carbono do acido carboxilico
(Cy), sequido do sinal em 156 ppm e em 143 ppm do carbono 4 e 5 ligados ao nitrogénio
seguem 0s mesmos, e de todos 0s outros que ja foram comentados. A principal diferenca
entre os sinais desta molécula para a anterior € a presenca dos cloros na por¢ao aromatica
da quinolina, e a presenca de outro grupo aril na posicao 2-aril da quinolina. Sendo assim,
pode-se observar nos deslocamentos 139 e 137 ppm os carbonos que estdo ligados aos
cloros, que irdo possuir deslocamentos mais altos pela desblindagem gerada da presenca
desses halogénios. Em seguida, € apresentado os sinais referentes aos carbonos dos anéis
aromaticos, sendo sinais para ‘“baixo” os carbonos quaterndrios e para “cima”

hidrogenados.

Figura 9 — Espectro de RMN *C-APT (DMSO-d6, 100 MHz) para a molécula 3e.
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E, por dltimo, tem-se o espectro do Infravermelho da molécula 3e. Pode-se notar 0s
mesmos sinais que estdo presentes na molécula anterior, com a diferenca de que, neste,
sera possivel visualizar o estiramento da ligagdo C—Cl, em 765 cm™ que ndo era vista
anteriormente, pois a molécula anterior ndo possuia halogénios substituidos. Os outros
estiramentos que sdo os mesmos que a molécula anterior estdo destacados na figura a

sequir.
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Figura 10 — Espectro de Infravermelho (KBr) para a molécula 3e.
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5.2.2 Estudos in silico

As propriedades fisico-quimicas dos acidos sintetizados neste trabalho (Tabela 7)
foram calculados usando a ferramenta SwissADME?3’ disponivel online. Dentre estes
parametros, a massa molecular (MM), o coeficiente de parti¢cdo octanol-4gua (MLogP),
namero de aceptores de ligacdo de hidrogénio (nALH) e nimero de doadores de doadores
de ligacdo de hidrogénio (nDLH) nos apresenta um indicativo de boa biodisponibilidade
oral para os compostos investigados, seguindo a regra de Lipinski.®

J& as propriedades nimero de ligages rotacionais (nLR) e area de superficie
topologica polar (TPSA) possui estreita relagdo com transporte de farmacos, sendo
também um bom descritor para previsdo da biodisponibilidade de candidatos a
farmacos.*

Adicionalmente um score de biodisponibilidade é apresentado, na qual quanto
mais proximo de 1, maior a probabilidade de a molécula em analise ter boa
biodisponibilidade oral. Pode-se observar, inicialmente, que todos os &cidos preparados

ndo violaram nenhum dos parametros da regra de Lipinski, apresentando excelentes
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valores de score. A massa molecular dos compostos variou entre 242.19 a 394.25, nédo
excedendo a faixa de 500 g/mol. O fator massa molecular é importante pois esta
relacionado ao movimento das moléculas, que, se forem muito pesadas, terdo um
movimento lento e dificultara o processo de difusdo. Os valores de aceptores de ligacao
de hidrogénio nédo ultrapassou o limite de 10 e de doadores de ligacdo de hidrogénio ndo
ultrapassou 5. Esses fatores tem relagdo com a capacidade de solvatacdo pela agua, que
pode diminuir a lipofilicidade e permeabilidade das moléculas na membrana. Os valores
de MLogP variaram entre 1.03 a 3.75, estando dentro da faixa considerada ideal para um
candidato a farmaco com boa biodisponibilidade oral. Esta medida é relacionada com a
lipofilicidade, sendo que se a mesma for maior que 5, diminuira a solubilidade aquosa, 0

que aprisionard a molécula no interior das membranas.

Tabela 7 — Propriedades fisico-quimicas e score de biodisponibilidades calculados in silico para
as substéancias 3a-3h.

Substancia MM  MLogP nALH nDLH nLR TPSA Score
biodisponibilidade
3a 249.26  1.62 3 1 2 50.19 0.85
3b 265.26  1.03 4 2 2 70.42 0.85
3c 265.26  1.03 4 2 2 70.42 0.85
3d 332.18  2.87 3 1 2 50.19 0.85
3e 394.25  3.75 3 1 3 50.19 0.85
3f 283.71  2.13 3 1 2 50.19 0.85
39 34416  1.66 4 2 2 70.42 0.85
3h 34219 248 3 1 2 50.19 0.85

Além desta investigacdo inicial, foram também obtidos dados de algumas
propriedades farmacocinéticas para as moléculas 3a-3h também usando a ferramenta
SwissADME. Dados de Absorcdo Gastrointestinal (AGI), permeabilidade frente a
barreira hematoencefalica (BHE), possivel interacdo com a glicoproteina-p (gp-P) e
inibicdo da isoforma do citocromo P450 (CYP3A4). Uma interagcdo com a gp-P significa
que o candidato a farmaco pode sofrer transporte de efluxo, diminuindo sua
biodisponibilidade.*® J4 0 CYP3A4 esta envolvido no metabolismo de 40% dos farmacos

usados clinicamente e outros xenobidticos.** Os dados estdo sumarizados na tabela 8.
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Tabela 8 — Propriedades farmacocinéticas calculadas in silico para as substancias 3a-3h.

Substancia  AGI BHE gp-P CYP3A4
3a Alto Sim Né&o Né&o
3b Alto Sim Né&o Né&o
3c Alto Sim Né&o Né&o
3d Alto Sim Né&o Né&o
3e Alto Né&o Sim Né&o
3f Alto Sim Né&o Né&o
39 Alto Sim Néo Néo
3h Alto Sim Né&o Né&o

A partir dos dados obtidos, podemos observar que todos 0s compostos sintetizados
possuem alta absorcdo gastrointestinal. A maioria dos compostos possui potencial para
atravessar a barreira hematoencefalica (BHE), exceto a substancia 3e. Acreditamos que a
porcao bifenila aumenta demais a lipofilicidade da molécula, quando comparada com seu
anadlogo contendo o grupo metila na posicdo p-substituida (3d vs. 3d, Tabela 7),
impossibilitando sua passagem pela BHE.

A maioria dos compostos ndo se apresentou como substrato para a glicoproteina-
P, exceto 3e, ndo havendo assim, probabilidade de ocorrer problemas de efluxo celular,
ndo comprometendo sua absorc¢do, distribuicdo e metabolismo. Observa-se também que
nenhum dos &cidos sintetizados € inibidor da isoforma CYP3A4, havendo possivelmente
sua metabolizacdo.

Adicionalmente, foi realizado também um estudo de predi¢do da toxicidade oral
para 0s compostos 3a — 3h, usando a ferramenta Web ProTox-Il. Buscou-se avaliar a
possivel carcinogenicidade (C), imunotoxicidade (I), mutagenicidade (MUT) e

citotoxicidade (CIT). Os dados obtidos estdo apresentados na tabela 3.
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Tabela 9 — Predigao de toxicidade oral para as substancias 3a-3h.

Substéancia C I MUT CIT
3a Inativo (0.80) Inativo (0.99) Inativo (0.86)  Inativo (0.78)
3b Inativo (0.62) Inativo (0.99) Inativo (0.83)  Inativo (0.74)
3c Inativo (0.62) Inativo (0.99) Inativo (0.83)  Inativo (0.74)
3d Inativo (0.70) Inativo (0.99) Inativo (0.89) Inativo (0.76)
3e Inativo (0.69) Inativo (0.99) Inativo (0.89)  Inativo (0.76)
3f Inativo (0.69) Inativo (0.99) Inativo (0.89)  Inativo (0.76)
39 Inativo (0.59) Inativo (0.96) Inativo (0.75) Inativo (0.53)
3h Inativo (0.70) Inativo (0.98) Inativo (0.86)  Inativo (0.70)

Observa-se que todos 0s compostos sintetizados apresentaram probabilidade de
ter efeito carcinogénico, imunotdxico, mutagénico e citotdxico inativo. Os intervalos de
confianca variaram de 0.59 - 0.80 para o efeito ndo carcinogénico, 0.96 - 0.99 para o
efeito ndo imunotoxico, 0.75 - 0.89 para o efeito ndo mutagénico e de 0.53-0.78 para nao
citotoxicidade, sendo promissores para avaliacdo como candidatos a farmacos.

Algumas das moléculas aqui sintetizadas também ja apresentam, na literatura,
atividade bioldgica como, por exemplo, atividade antimicrobiana. A molécula 3a possui
atividade contra Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa,® além de ser uma das
mais ativas testadas em outro estudo contra E. coli.** No mesmo estudo, encontrou-se
atividade da molécula 3f, sendo esta mais ativa contra a cepa P. falciparum e uma das
mais ativas também contra E. coli, assim como a molécula 3a. Quanto a molécula 3b, a
mesma ja foi avaliada em outros estudos contra promastigotas de L. donovani, e a mesma
se mostrou ativa.’

Sendo assim, pode-se observar que as moléculas sdo promissoras quanto a
atividade bioldgica, pois ja ha na literatura atividade comprovada para algumas destas, e

0 mesmo pode vir a ser realizado para toda a série de moléculas aqui sintetizadas.
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6 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

6.1 Conclusdes

Podemos concluir que as metodologias empregadas foram eficientes para a
obtengdo dos compostos propostos neste trabalho.

Os derivados da isatina foram obtidos com rendimentos superiores (93% e 89%)
aos reportados pela literatura (85%).

O reator de micro-ondas foi eficiente para obtencao dos acidos 2-arilquinolino-4-
carboxilicos, que apresentaram, em maioria, rendimentos moderados e bons (48-98%),
levando em conta os tempos reacionais curtos de 5 a 15 minutos e as baixas quantidades
de reagentes.

Todas as moléculas sintetizadas tiveram suas estruturas caracterizadas, e pudemos
confirmar a formacgéo das mesmas.

A partir do estudo in silico foi possivel obter resultados positivos com relacdo a
biodisponibilidade oral que os compostos podem apresentar, utilizando a regra dos cinco
de Lipinski como base.

Os compostos seguirdo para avaliagdo de atividades bioldgicas, como
antimalarica e testes para atividade anti-inflamatéria, pois sdo promissores como

candidatos a farmacos.
6.2 Perspectivas
¢ Investigar a atividade anti-inflamatdria dos acidos sintetizados;
« Realizar estudos de atividade antimalarica dos acidos;

% Otimizar o processo de isolamento para alguns acidos obtidos em baixo

rendimento.
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7 PARTE EXPERIMENTAL

7.1 Materiais e equipamentos

Os reagentes e solventes utilizados neste trabalho foram obtidos comercialmente,
com alto grau de pureza.

As reacGes foram acompanhadas pela técnica de cromatografia em camada
delgada (CCD), utilizando cromatofolhas de aluminio, suportadas em gel de silica 60
(fase estacionéria), contendo indicador de fluorescéncia e acetato de etila puro como fase
movel, sendo irradiadas em camara de ultravioleta com comprimento de onda de 254 nm.

Para a purificacdo dos produtos obtidos foi utilizada, quando necessaria, a técnica
de cromatografia em coluna flash, usando gel de silica (fase estacionaria) de granulacédo
0,040 — 0,0063 mm e uma mistura de acetato de etila/hexano com proporc¢des variaveis
(fase mdvel), com o auxilio de pressurizadores adaptados a partir de nebulizadores
convencionais. Os solventes foram evaporados sob pressdo reduzida em evaporador
rotatorio.

Para as reacOes que ocorreram sob irradiacdo micro-ondas, utilizou-se um reator
micro-ondas CEM modelo Discover-System benchmate, equipado com um sistema de
irradiacdo continua com poténcia programavel de 0 a 300 W, com temperatura
monitorada via sensor de infravermelho. Foram utilizados frascos de vidro de 10 mL com
parede espessa, especificos para o equipamento, e selados com septos modo “closed
vessel”.

Todos os produtos, incluindo a molécula inédita, foram caracterizados no
Laboratorio Multiusuario de Caracterizacdo e Analise (LMCA) da Universidade Federal
da Paraiba, pela técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de carbono e de
hidrogénio (RMN 3C, RMN !H). Os deslocamentos quimicos () foram medidos em
partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hertx (Hz).

A descricdo dos deslocamentos quimicos foi realizada em rela¢do aos sinais de
referéncia do solvente utilizado, dimetilsulfoxido deuterado (DMSO-d6). Os
desdobramentos quimicos referentes a cada acoplamento dos hidrogénios foram
expressos como singleto (s), dubleto (d), tripleto (t), duplo dubleto (dd), duplo dubleto de
dubleto (ddd), duplo tripleto (dt) e multipleto (m). As multiplicidades dos sinais dos

carbonos foram observadas pelo uso da técnica de Attached Proton Test (APT), onde 0s
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carbonos nao hidrogenados e metilenos ficam na fase positiva do grafico “para cima” e
o0s carbonos do tipo metino e metila ficam na fase negativa do grafico “para baixo”.

Os espectros de infravermelho foram registrados no espectrofotometro FTIR
modelo IRPrestige-21 usando pastilhas de KBr.

7.2 Rota Sintética dos derivados da isatina (1b-1c)

7.2.1 Sintese da 5-cloroisatina (1b)

o] o]
[ 1 ] Cl
o > o
N N
Isatina (1a) 1c
[1]ATCI/H,SO,, 0°C

Em um erlenmeyer, adicionou-se uma mistura de isatina (2,94g, 20 mmol) e &cido
triclorocianurico, TICA (2,099, 9,0 mmol), em banho de gelo, e 12 mL de H2SO4 gota a
gota durante um periodo de 5 minutos com agitagdo magnética. A mistura foi mantida a
0°C em banho de gelo sob agitacdo magnética e acompanhada via CCD. Ap6s 15 minutos
de reacdo, a mistura foi vertida sob gelo picado (aproximadamente 100mL). O precipitado
formado foi filtrado a vacuo e lavado com &gua gelada, obtendo-se um produto alaranjado
com rendimento de 93%.

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): & 11,13 (s, NH); 7,52 — 7,62 (m, 2H); 6,88 — 6,93 (m,
1H).
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7.2.2 Sintese da 5,7-dicloroisatina (1c)

fo) (o]
[ 1 ] Cl
fo) > (o]
N
N H
cl
Isatina (1a) 1c
[1]1ATCI/H,;SO,4, 0 °C

Em um erlenmeyer, adicionou-se 2,04g (8,8 mmol) de &cido triclorocianurico
(ATCI/TICA) e 5,3 mL de H2SOs. O erlenmeyer foi mantido a 0°C em banho de gelo, e
a solucdo de TICA em H»SOs4 foram adicionadas 1,29g (8,8 mmol) de isatina.
Posteriormente, manteve-se a suspensdo sob agitacdo magnética por 45 minutos a
temperatura ambiente, e acompanhada por CCD. A mistura foi vertida sob gelo picado
(aproximadamente 100 mL). O precipitado formado foi filtrado e lavado com agua
destilada gelada, obtendo-se um produto de coloracdo alaranjada com um rendimento de
89%.

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 11,59 (s, NH); 7,84 (d, 1H, J = 4 Hz); 7,56 (d, 1H, J
= 4Hz).

7.3 Rota Sintética dos acidos 2-arilquinolino-4-carboxilicos

:Ry=Ry;=R3=R,=H
:Ry=R,=R;=H; R, = OH
:Ry=Ry=R,=H; Ry =OH
:R; =R, =Cl; Ry=H; Ry=CHj
:Ry=R,=Cl; R;=H; R,=Ph
: Ry=ClRy= Ry=R,=H

Derivados da isatina Derivados da Acidos quir}olina 39: Ry =Br; R, =R3=H; R, = OH
1a - 1d acetofenona 4-carboxilicos 3h: R, =Br; R,=R3=H; R, = CH,
2a-2e
3a-3h

[ 1] KOH 30%, agua, 120 °C, 5/15min
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Em um tubo de vidro de 10 mL especifico para uso em reator de micro-ondas
foram adicionados 0,5 mmol de isatina (1a) ou de um de seus derivados (1b-1d) e 1 mmol
de acetofenona (2a) ou um de seus derivados (2b-2e). Em seguida, adicionou-se 3,2
mmol (0,6 mL) de hidroxido de potassio em meio aquoso (KOH 30% m/v) e o agitador
magnético. A reacdo foi realizada sob irradiacdo micro-ondas com a temperatura de 120°
C (leitura monitorada por sensor de infravermelho) sob condi¢des de “closed vessel” e
monitoradas por CCD a cada 5 minutos. Ap6s o término da reacdo, a mistura foi
acidificada utilizando 1 mL de &cido acético glacial, e ha a formacéo de um precipitado,
no qual foi isolado por filtracdo a vacuo, utilizando agua para lavagem. Os rendimentos
obtidos variaram de 48% a 98%.
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Composto 3a

COOH

Acido 2-arilquinolino-4-carboxilico

Aspecto fisico: sélido branco-amarelado

Ponto de fusdo: 215+ 3°C

Rendimento: 98%

RMN *H (400 MHz, DMSO-d6): & 8,65 (dd, 1H, J= 8,0/1,4 Hz); 8.47 (s, 1H); 8.30 (m,
2H); 8,18 (dd, 2H, J=8,0/1,6 Hz); 7.86 (m,1H); 7.71 (m, 1H); 7,57 (m, 3H).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): § 168.11, 156.29, 148.88, 138.38, 138.18, 130.70,
130.46, 130.26, 129.47, 128.25, 127.69, 125.88, 123.93, 119.59.

Infravermelho (KBr): (cm™) 2468 (OH); 1705 (C=0); 1355 (CN); 1257 (C-0).

Composto 3b

COOH
e
—
e
OH

Acido 2-(4-hidroxiaril)quinolino-4-carboxilico

Aspecto fisico: sélido amarelado

Ponto de fusdo: 340 + 3°C

Rendimento: 48%

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 8,59 (dd, 1H, J = 8,0/1,3 Hz); 8.35 (s, 1H); 8.16 (dt,
1H, J = 8,0/3,0 Hz); 8.09 (m, 2H); 7,79 (m, 1H); 7,62 (m, 1H); 6,93 (dt, 2H, J = 8,0/2,0
Hz).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): & 168.23, 159.91, 156.23, 148.88, 137.89, 130.49,
129.93, 129.28, 129.25, 127.53, 125.82, 123.45, 119.00, 116.26.

Infravermelho (KBr): (cm™) 3116 (OH); 1593 (C=0); 1382 (CN); 1298 (C-O).
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Composto 3c

COOH

N

S OH
N O

Acido 2-(3-hidrdxiaril)quinolino-4-carboxilico

Aspecto fisico: solido amarelado

Ponto de fusdo: 326 + 6 °C

Rendimento: 54%

RMN 'H (400 MHz, DMSO-d6): & 8,68 (dd, 1H, J = 12,0/2,0 Hz); 8,40 (s, 1H); 8,15
(dd, 1H, J = 12,0/2,0 Hz); 7,85 (m, 1H): 7,71 (m, 3H); 7,36 (m, 1H); 6,94 (ddd, 1H, J =
8,0/2,4/1,5 Hz).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): § 168.12, 158.42, 156.26, 148.84, 139.74, 138.10,
130.66, 130.20, 128.17, 125.92, 124.00, 119.63, 118.49, 117.60, 114.21.
Infravermelho (KBr): (cm™) 3427 (OH); 1573 (C=0); 1332 (CN); 1219 (C-0).

Composto 3d

COOH
Cllllil AN
=
N
Cl

Acido 6,8-dicloro-2-(4-tolil)quinolino-4-carboxilico

Aspecto fisico: sélido marrom-avermelhado

Rendimento: 94%

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): 5 8,68 (d, 1H, J = 2,3 Hz); 8,55 (s, 1H); 8,21 (dt, 2H,
J=8,0/1,8 Hz); 8,10 (d, 1H, J = 2,3 Hz); 7,37 (m, 2H); 2,38 (d, 3H, J = 12 Hz).

RMN 3C (100 MHz, DMSO-d6): § 167.24, 156.82, 143.41, 141.00, 137.40, 134.96,
134.77, 131.85, 130.60, 130.14, 129.65, 128.71, 127.73, 125.57, 124.22, 121.37, 21.44.
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Infravermelho (KBr): (cm™) 3471 (OH); 1701 (C=0); 1589 (CN); 1265 (C-O); 704 (C—
Cl).

Composto 3e

Acido 6-8-dicloro-2-([1,1’-bifenil]-4-il)quinolino-4-carboxilico

Aspecto fisico: sélido marrom

Rendimento: 97%

RMN !H (400 MHz, DMSO-d6): & 8,71 (t, 1H, J =2,0 Hz); 8,63 (t, 1H, J = 1,7 Hz); 8,41
(m, 2H); 8,12 (m, 1H); 7,87 (m, 2H); 7,77 (m, 2H); 7,52 (m, 2H); 7,43 (m, 1H).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): § 167.28, 156.43, 143.47, 142.55, 139.65, 137.78,
136.48, 135.04, 132.05, 130.69, 129.55, 129.51, 129.35, 128.49, 128.41, 127.71, 127.44,
127.32,127.24, 125.74, 124.30, 121.48.

Infravermelho (KBr): (cm™) 3396 (OH); 1679 (C=0); 1404 (CN); 1265 (C-O); 765 (C—
Cl).

Composto 3f

COOH
Cl O N
=
N O

6-chloro-2-phenylquinoline-4-
carboxylic acid

Acido 6-cloro-2-arilquinolino-4-carboxilico
Aspecto fisico: solido alaranjado

Ponto de fusdo: 240 + 2 °C

Rendimento: 83%
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RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 8,79 (m, 1H); 8,46 (m, 1H); 8,25 (m, 2H); 8,13 (m,
1H); 7,82 (ddd, 1H, J = 8,0/4,0/1,1 Hz); 7,56 (m, 3H).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): & 167.96, 156.78, 147.36, 139.09, 138.18, 132.44,
132.15, 130.91, 130.56, 129.47, 127.68, 125.20, 125.00, 120.40.

Infravermelho (KBr): (cm™) 3061 (OH); 1583 (C=0); 1367 (CN); 1226 (C—O); 688 (C—
Cl).

Composto 3g

COOH
Br O AN
Z
T
OH

Acido 6-bromo-2-(4-hidroxiaril)quinolino-4-carboxilico

Aspecto fisico: sélido alaranjado

Rendimento: 94%

RMN H (400 MHz, DMSO-d6): & 8,90 (d, 1H, J = 4 Hz); 8,42 (s, 1H); 8,15 (dt, 2H, J
= 8,0/2,2 Hz); 8,02 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 7,91 (dd, 1H, J = 8,0/4,0 Hz); 6,95 (dt, 2H, J =
8,0/4,0 Hz).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): § 167.78, 160.16, 156.83, 147.59, 137.10, 133.41,
132.02, 131.17, 129.35, 128.91, 128.13, 124.86, 120.64, 120.19, 116.32, 115.62.
Infravermelho (KBr): (cm™) 3099 (OH); 1585 (C=0); 1305 (CN); 1180 (C-O); 835 (C—
Br).

Composto 3h
COOH
RS
=
T

Acido 6-bromo-2-(4-tolil)quinolino-4-carboxilico

Aspecto fisico: solido laranja-amarelado
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Ponto de fusdo: 315+ 4°C

Rendimento: 96%

RMN !H (400 MHz, DMSO-d6): 5 8,92 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 8,49 (s, 1H); 8,18 (dt, 2H,
J=8,0/2,0 Hz); 8,06 (d, 1H, J = 8,0 Hz); 7,95 (dd, 1H, J = 8,0/2,2 Hz); 7,37 (dt, 2H, J =
8,0/1,8 Hz); 2,39 (s, 3H).

RMN 13C (100 MHz, DMSO-d6): & 167.57, 156.80, 147.57, 140.56, 136.48, 135.19,
133.62, 132.28, 130.12, 130.07, 128.03, 127.62, 127.61, 125.12, 121.40, 120.74, 21.40.
Infravermelho (KBr): (cm™) 3421 (OH); 1587 (C=0); 1365 (CN); 1224 (C-0O); 825 (C—
Br).
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ESPECTROS

ESPECTRO 1 - RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) de 3a
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ESPECTRO 3 - Infravermelho (KBr) de 3a
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ESPECTRO 5 - RMN C-APT (100 MHz, DMSO-ds) de 3b
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ESPECTRO 7 - RMN 'H (400 MHz, DMSO-ds) de 3¢
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ESPECTRO 8 - RMN C-APT (100 MHz, DMSO-ds) de 3¢
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ESPECTRO 9 - Infravermelho (KBr) de 3c
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ESPECTRO 10 - RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) de 3d
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ESPECTRO 11 - RMN BC-APT (100 MHz, DMSO-ds) de 3d
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ESPECTRO 12 - Infravermelho (KBr) de 3d
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ESPECTRO 13 - RMN H (400 MHz, DMSO-ds) de 3e
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ESPECTRO 14 - RMN C-APT (100 MHz, DMSO-ds) de 3¢

-d

o
2
=
w 3
8 @
5 Il
o) s
g e
|
|
L
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
10 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 0

f1 (ppm)

76



ESPECTRO 15 - Infravermelho (KBr) de 3e
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ESPECTRO 16 - RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) de 3f
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ESPECTRO 17 - RMN C-APT (100 MHz, DMSO-ds) de 3f
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ESPECTRO 19 - RMN H (400 MHz, DMSO-ds) de 3g
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ESPECTRO 20 - RMN *C-APT (100 MHz, DMSO-ds) de 3g

— 167.78
— 160.16
— 156.83
— 147.59

39.74 DMSO-d6

T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120

T
110

f1 (ppm)

T
100



ESPECTRO 21 - Infravermelho (KBr) de 3g
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ESPECTRO 22 - RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) de 3h
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ESPECTRO 23 - RMN ¥C-APT (100 MHz, DMSO-ds) de 3h

156.80

167.57
39.53 DMSO-d6

21.40

Sy

Br.
X
=

T T T T T T T T T T T
210 200 190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 20
1 (ppm)

ESPECTRO 24 - Infravermelho (KBr) de 3h
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ESPECTRO 25 - RMN H (400 MHz, DMSO-de) de 1b
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ESPECTRO 26 - RMN *H (400 MHz, DMSO-ds) de 1c
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