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RESUMO

Titulo: Sintese De Novos Adutos De Morita-Baylis-Hillman Entre O Acrilato De
2-((7-Cloroquinolin-4-1)Oxi)Etila E Derivados De Isatina Com Potencial Atividade

Anticancer

O cancer é a segunda maior causa de morte em todo o0 mundo e as metodologias
utilizadas atualmente para o tratamento desta doenca apresentam alguns
problemas como alto custo e alta incidéncia de efeitos colaterais, por isso a
busca por medicamentos mais eficazes estd sempre em pauta nos grupos de
pesquisa. O uso da hibridizacdo molecular de estruturas privilegiadas é uma boa
alternativa para o desenvolvimento de novos farmacos. Assim, este trabalho teve
como objetivo a sintese de quatro novos hibridos moleculares, derivados do
acrilato de 2 - ((7-cloroquinolin-4-il) oxi) etila e de derivados de isatina, atraves
da reacdo de Morita-Baylis-Hillman com potencial atividade anticancerigena,
bem como realizar um estudo in silico de propriedades fisico-quimicas de modo
a obter dados com relagdo a biodisponibilidade oral destes compostos. Os
Adutos de Morita-Baylis-Hillman foram obtidos com rendimentos variando de
65% a 75% em 40 h de reacdo e foram caracterizados pela técnica de
ressonancia magnética nuclear de carbono e hidrogénio, RMN 3C e RMN 1H.
Através da plataforma online SwissADME foram obtidos tabelas e graficos que
apontaram os hibridos moleculares como compostos que possuem uma boa
biodisponibilidade oral e os intermediarios 2, 3 e 5 conseguem permear a barreira
hematoencefalica. Todos os compostos sintetizados neste trabalho seguirdo

para testes de atividade biolégica.

Palavras-chave: Morita-Baylis-Hillman; Hibridos moleculares; 7-Cloroquinolina;

Isatina.



Abstract

Title: Synthesis of New Morita-Baylis-Hillman Adducts Between 2-((7-
Chloroquinolin-4-1I)Oxy)Ethyl Acrylate And Isatin Derivatives With Potential
Anticancer Activity

Cancer is the second leading cause of death worldwide. The methodologies used
for cancer treatment have some problems such as high cost and high incidence
of side effects, so the search for more effective drugs is always on the agenda in
research groups. The use of molecular hybridization of privileged structures is a
good alternative in the development of new drugs. Thus, this work aimed at the
synthesis of four new molecular hybrids, derived from 2-((7-chloroquinolin-4-
yl)oxy)ethyl acrylate and isatin derivatives, through the Morita-Baylis-Hillman
reaction with potential anticancer activity, as well as to carry out a study in silico
of physical-compound properties in order to obtain data regarding the oral
bioavailability of these compounds. The products were obtained with a variation
of 65% to 75% in 40 h and were characterized by the technique of Nuclear
Magnetic Resonance of carbon and hydrogen, NMR *3C and NMR *H. Through
the SwissADME online platform, tables and graphs were obtained showing the
molecular hybrids as compounds that have good oral bioavailability and
intermediates 2, 3 and 5 managed to permeate a blood-brain barrier. All

compounds synthesized in this work will proceed to biological activity tests.

Keywords: Morita-Baylis-Hillman; Molecular hybrids; 7-Chloroquinoline; Isatin.
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Capitulo 1:

Introducdo



1-INTRODUCAO

Além de ser uma das doencas que mais causam mortes no mundo, o
cancer continua apresentando estimativas que nos preocupam, com ndmeros
alarmantes. O Instituto Nacional do Cancer (INCA) estimou para o Brasil no ano
de 2020 um aumento de mais de meio milh&o de novos casos entre homens e

mulheres.

O tratamento do cancer, atualmente, se da por quatro vias, podendo ser
usadas em conjunto ou ndo, sdo elas: cirurgia, imunoterapia, radioterapia e
quimioterapia, sendo esta Ultima realizada através da administracdo de
medicamentos conhecidos como quimioterapicos. Estes medicamentos causam
efeitos colaterais fortes, bastante conhecidos pela populacdo, e acabam
debilitando fortemente os pacientes. Além do mais, algumas drogas ja
apresentam certa perda de eficiéncia e eficacia, de forma que se ha uma busca

por novos candidatos a farmacos dentro do mercado farmacéutico.

Uma forma de se obter novos candidatos a farmacos e/ou compostos com
atividade biologica €é através da técnica de hibridizacdo molecular, que consiste
na juncdo de dois ou mais farmacoéforos através de um espacador ou ligados
diretamente. Essa unido pode acabar aumentando a atividade biolégica ou

gerando novas atividades em diferentes receptores.

Uma maneira inteligente de se alcancar compostos que possuam
atividade biologica é fazer com que na estrutura do composto final se observe a
presenca de subestruturas que fazem partes de compostos que ja apresentam
atividades bioldgicas conhecidas. Esses pequenos nucleos sdo chamados de
estruturas privilegiadas. Exemplos classicos desse tipo de estrutura sdo a isatina
e a 7-cloroquinolina, as quais apresentam atividades leishmanicidas, anti-

inflamatorias, antibacteriana, antifngica, anticancer entre outras.

Muitos compostos que apresentam atividade bioldgica séo obtidos através
da reacdo de Morita-Baylis-Hillman (RMBH) ou utiliza-se dessa reacdo como
etapa chave para a obtencdo desses compostos. Nessa reacdo ha a formacéo

de uma nova ligagéo carbono- carbono C-C e consiste na juncdo de um alceno

16



ligado ao grupo retirador de elétrons (GRE) com um aldeido, cetona ou imina, na
presenca de uma amina ou fosfina terciaria, tendo como produto um Aduto de
Morita-Baylis-Hillman (AMBH). Por se tratar de uma reacdo com formacéo de
aduto, observa-se uma total economia de atomos e, além disso, essa reacao da
a possibilidade de ser processada em solventes verdes (dgua) ou, até mesmo,
livre de solventes, de modo que essa reacao atende a requisitos da quimica

verde ou reacdes eco-friendly.

Com base no exposto, este trabalho tem como objetivo sintetizar e
caracterizar novos adutos de Morita-Baylis-Hillman derivados do acrilato de 2-
((7-cloroquinolin-4-il)oxi)etila e derivados de isatina, através da técnica de

hibridizagdo molecular, com potencial atividade anticancer.
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2-FUNDAMENTAQAO TEORICA
2.1 — Cancer

E caracterizado como cancer o conjunto de mais de 100 doencas
malignas que possuem o0 crescimento desordenado de células como
caracteristica comum, células estas que podem invadir tecidos préximos ou, até
mesmo, 6rgdos a distancia. A rapida divisdo celular causa a formacdo de
tumores e/ou neoplasia, que podem se espalhar para outras regides do corpo,
processo esse que pode ser chamado de metastase. Pelo fato de o corpo
humano possuir diferentes células, as quais podem se multiplicar
desordenadamente, podem ser gerados diferentes tipos de cancer, como por
exemplo cancer de pele, cancer de pulméo, cancer de prostata, entre outros, 0s
quais, podem ser classificados em grupos, sendo, carcinomas, linfomas,
carcomas, mielomas, neuroblastomas, melanomas, gliomas e leucemia. Por
vezes pode ocorrer uma divisdo celular mais lenta, de forma que as ceélulas
formadas sdo semelhantes ao tecido original, de modo que elas raramente sdo

prejudiciais ou causam danos, sendo assim chamadas de neoplasias benignas.

Em todo o mundo, o cancer é a segunda maior causa de mortes, atras
apenas de doencas cardiovasculares, e o Instituto Nacional do Cancer (INCA)
estimou para o Brasil no ano de 2020, um aumento de quase 630 mil novos
casos, sendo distribuidos entre homens e mulheres em diferentes tipos de

cancer, como pode ser observado nas tabelas 1 e 2.7

Tabela 1: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes

estimados para 2020 no para o0 sexo masculino, exceto pele ndo melanoma

Fonte: Adaptado do INCA (2020)

Localizag&o priméria casos %

Préstata 65.840 29,2%

Célon e Reto 20.540 9,1%

Traqueia, Brénquio e Pulméo 17.760 7,9%

Estdmago 13.360 5,9%
Cavidade Oral 11.200 5,0% 3

Eséfago 8.690 3,9%

Bexiga 7.590 3,4%

Linfoma ndo Hodgkin 6.580 2,9%
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Laringe 6.470 2,9%
Leucemias 5.920 2,6%

Tabela 2: Distribuicdo proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes

estimados para 2020 para o sexo feminino, exceto pele ndo melanoma.

Localizag&o priméria casos %

Mama feminina 66.280 29,7%

Célon e Reto 20.470 9,2%

Colo do utero 16.710 7,5%

Tragueia, Bronquio e Pulmao 12.440 5,6%
Glandula Tireoide 11.950 5,4% k
Estdbmago 7.870 3,5% )

Ovério 6.650 3,0%

Corpo do atero 6.540 2,9%

Linfoma ndo Hodgkin 5.450 2,4%

Sistema Nervoso Central 5.230 2,3%

Fonte: Adaptado do INCA (2020)

Atualmente o cancer pode ser tratado através de quatro vias gerais (na
maioria das vezes usadas em conjunto em diferentes combinacdes), que sédo:a)
a imunoterapia, que consiste no fortalecimento do sistema imune do corpo para
gue ele possar ter uma maior capacidade de combater a doenca; b) a cirurgia,
gue trata da remocao de tumores; c) a radioterapia, que utiliza radiacdes
ionizantes no local do tumor e, por fim, d) a quimioterapia, que faz uso de
medicamentos denominados quimioterapicos, os quais tém a finalidade de
destruir as células cancerigenas, deixando as células normais intactas, sendo

ilustrados na figura 1
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Figura 1: Farmacos utilizados no tratamento de cancer
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Fonte: Elaborada pelo autor

O problema € gque esses medicamentos ndo possuem seletividade,
atacando tanto células cancerigenas quanto células sadias, motivo esse pelo
gual sempre se observa o desenvolvimento de efeitos colaterais nesse tipo de
tratamento, como nauseas, vomitos, perda de cabelo, enfraquecimento de unhas
e debilitacdo dos pacientes. Desta forma, organizacdes e entidades da area da
saude de todo o mundo estdo sempre solicitando o desenvolvimento de novos

medicamentos e tratamentos mais eficazes.[®!
2.2 — Estruturas Privilegiadas

A grande maioria dos compostos que possue atividade bioldgica,
apresenta em suas moléculas uma porcdo chamada estrutura privilegiada.
Estruturas privilegiadas sdo nucleos que correspondem a menor unidade
comum, presente em diversas moléculas que apresentam variadas atividades

biolégicas.
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A primeira vez que o termo “estrutura privilegiada” foi introduzido na
comunidade cientifica foi em 1988, por Evans e colaboradores, quando definiram
o heterociclo 1,4 benzodiazepin-2-ona, como “uma estrutura molecular Gnica
capaz de fornecer ligantes para varios receptores”. No seu trabalho, Evans
conseguiu sintetizar uma grande variedade de moléculas baseados na estrutura
mostrada na Figura 2, onde essas estruturas mostraram atividades bioldgicas

mdltiplas, sendo assim considerada uma estrutura privilegiada.®

Figura 2: Estrutura privilegiada de benzodiazepinas.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Um exemplo de estrutura privilegiada é a classe da ftalimida (figura 3),
gue apresenta diversas atividades bioldgicas, atuando em diferentes receptores,

o que é de acordo com a definicdo dada em 1988 por Evans e colaboradores.[!

Figura 3: Estrutura privilegiada da ftalimida e suas atividades bioldgicas

e )
( Hipolipemiante) (o) (Antiparasitério)
(Antioxidante) NH ( Analgésico )
[Hipoglicémiw) O [Antipsicéticoj

Ftalimida
\_ J
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O conceito de estrutura privilegiada é bastante utilizado atualmente,
tendo em vista que partir de um nucleo com atividade em determinado receptor
podem ser realizadas modificagbes nos seus substituintes, com o objetivo de
potencializar a atuacdo dessa molécula em determinado sitio ativo ou visando

uma melhor seletividade do farmaco frente ao receptor de interesse.

Uma estrutura privilegiada que apresenta um amplo espectro de
atividades bioloégicas € o nucleo 7-cloroquinolina (Figura 4), a qual foi
apresentada pela primeira vez na década de 1930, como parte de um composto
chamado mepacrina, também conhecido como atebrina (Figura 4), com
comprovado efeito contra o estagio sanguineo do protozoario Plasmodium
falciparum, causador da maléria, doenca causada por protozoarios, que assola,
geralmente, paises tropicais e subtropicais do mundo. Ainda na mesma década,
cientistas da Bayer desenvolveram uma molécula mais simples chamada de
resochin (Figura 4), que, teve uma atengdo maior nos anos da segunda guerra
mundial, periodo no qual foi comprovada sua maior eficiéncia e menor toxicidade
gue a mepacrina, passando a ser chamada de cloroquina tornando-se o

medicamento de referéncia ao tratamento da maléaria.[’- @

Figura 4. Estruturas da 7-cloroquinolina, mepacrina/atebrina e

cloroquina/resochin

7-cloroquinolina

HNJ\/\/N\/ HNJ\/\/N\/
oo oo >
N N7 cl NZ

Mepacrina / Cloroquina /
Atebrina Resochin

Fonte: Elaborada pelo autor.
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A cloroquina obteve um grande sucesso no combate contra a malaria, na
década de 1960, entretanto estudos mostraram que o parasita havia iniciado um
desenvolvimento de resisténcia a droga, de modo que o tratamento passou a ter
menos eficiéncia e eficicia. Acredita-se que o surgimento da resisténcia ao
medicamento tenha sido devido ao uso indiscriminado da droga, de maneira
inadequada, como por exemplo tratamentos interrompidos antes do prazo e/ou
dosagens incorretas. Desta maneira, houve um surgimento de compostos
derivados da cloroquina com o intuito de obter o melhor candidato com atividade
antimalarica e assim, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) optou pela
utilizacdo da Cloroquina em conjunto com seus derivados, para se obter uma

melhora na eficiéncia do tratamento. [ 10!

N&o se pode negar que o nucleo 7-cloroquinolina foi importante no
combate a malaria bem como contra os protozoarios causadores dessa doenca
e, com isso, muitos estudos foram realizados com esse nucleo em busca de
diferentes atividades biologicas. Assim, foi observado um amplo espectro de
atividades como por exemplo: leishmanicida, antinociceptiva e anti-inflamatoria,
antiturbeculose, antitumoral e antizika virus, a qual foi a descoberta mais recente

publicada. [*1—16]

Um outro exemplo de estrutura privilegiada, € o nucleo indol-1H-2,3-diona,
conhecido como isatina (Figura 5). Essa estrutura esta presente em diferentes
compostos que apresentam as mais variadas atividades bioldgicas. A isatina é
um heterociclo de ocorréncia natural encontrado em plantas do género lIsatis,
nas espécies Calanthe discolor Lindl. e Couroupita guianensis Aubl. Também
pode ser encontrado em seres humanos como um derivado metabdlico da
adrenalina. Ela foi obtida pela primeira vez no ano de 1841, por Erdman e
Laurent, através da oxidacdo do corante indigo (Anil), utilizando acido nitrico e

acido crémico. 17 18]
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Figura 5 — Estrutura do nucleo indol-1H-2,3-diona, isatina.

e o N
o
N
H
Isatina
. Y,

Fonte: Elaborada pelo autor.

A isatina possui uma alta versatilidade do ponto de vista sintético, pois
apresenta em sua estrutura uma carbonila cetdnica, que pode sofrer reacdes de
condensacao, adicdo e reducdo, uma carbonila amidica, que pode sofrer
reacdes de reducdo e substituicdo nucleofilica acilica, um nitrogénio amidico,
passivel de reacdes de N-alquilacdo e N-acilacdo e ainda apresenta um anel
aromatico, o qual pode ser submetido a reacdes de substituicdes eletrofilicas
aromaticas. Com isso, muitos derivados de isatina ja foram sintetizados e tiveram
suas atividades bioldgicas estudadas e comprovadas, de modo que a Isatina e
seus derivados também possuem uma alta versatilidade do ponto de vista
biologico, apresentando atividades biolégicas como: anticancer, antimicrobiana,
antibacteriana, ansiolitica, antifngica, antiviral, anti-HIV, antioxidante,

anticonvulsivante, atividades sedativas, hipnéticas e inibitérias da caspase. 11820
2.3 — Hibridizac&o Molecular

Mesmo com todo esse aumento de novos compostos com atividade
biolégica, bem como a implantacdo de novos tratamentos médicos, o
desenvolvimento de resisténcia as drogas por parte dos agente causadores de
doencas (patdgenos) sempre € observado, assim como efeitos secundarios
indesejaveis, como efeitos colaterais. Desta forma, terapias combinadas
utilizando drogas multicomponentes tém sido introduzidas como uma estratégia
de tratamento para diminuir esses problemas de resisténcia. Contudo, as drogas
multicomponentes acabam apresentam do algumas limitacbes, de modo que

elas acabam sendo consideradas uma solucéo de curto prazo. 4]

25



Isso fez com que a comunidade cientifica desenvolvesse novas drogas
utilizando a Hibridizagdo Molecular (HM), técnica da Quimica Medicinal, a qual é
uma estratégia utilizada no design de novas moléculas ativas. A hibridizacao
molecular € uma abordagem de modificacdo molecular para obter-se um
composto multialvo que apresente mais vantagens do que a administracao de

dois farmacos diferentes. 22

A hibridizacdo molecular consiste na juncdo dos farmacéforos de duas ou
mais drogas. Essa unido pode ser feita diretamente ou através de um espacador,
como pode ser visto no esquema 1. O resultado dessa ligacdo gera um composto
considerado multialvo, termo proposto por Morphy (MORPHY; KAY; RANKOVIC,
2004), que é uma molécula que interage com mais do que um receptor

bioldgico.[?3-2%

Esquema 1: Representacdes esquematicas de diferentes formas de hibridizacao

molecular.

Farmacoforo B

Farmacoforos
ligados diretamente

Farmacoforo A

Espacador|-{ Farmacoforo B

Farmacoéforos
ligados através de
um espacador
(rigido ou flexivel)

De modo conceitual, as drogas hibridas apresentam diversas vantagens
como: melhorar as propriedades de absorcdo, distribuicdo, metabolismo e

excrecdo além da toxicidade; baixar a concentragdo terapéutica efetiva em
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comparacao as drogas de alvo Unico; diminuir o risco de interagc6es droga-droga
guando comparadas as drogas multicomponentes; minimizar o desenvolvimento
de resisténcia ao tratamento. Desta forma, nota-se que o uso da estratégia de
hibridizagdo molecular auxilia e favorece o processo de descoberta de novas

drogas. 126271

Um exemplo de hibridizacdo molecular é o trabalho realizado por Kumar
e colaboradores (2011), onde se observa compostos que tiveram seus designs
inspirados nas por¢gdes 4-amino-7-cloroquinolina e triazina (Figura 6A)
fragmentos essenciais para compostos com atividades antimalaricas. A figura 6B
mostra o hibrido mais ativo nos testes in vitro contra uma cepa sensivel a

cloroquina (CQ), droga de referéncia no combate dessa doenca. [?8!

Figura 6: Estruturas privilegiadas e hibrido do tipo 4-amino-7-cloroquinolina-

triazina com significativa atividade antimalarica.
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Outro exemplo de utilizacdo de hibridizacdo molecular € mostrado no
trabalho de Barbosa e colaboradores, no qual o salicilato de metila e grupos
nitrobenzaldeidos foram unidos por meio da reacdo de Morita-Baylis-Hillman

produzindo um hibrido com melhor atividade citotoxica. (Figura 7) 2

Figura 7: Hibrido salicilato de metila-AMBH (A) atividade contra L. amazonensis

e L. chagasi comparados com a droga de referéncia.
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Salicilato AMBH
de metila
L. amazonensis L. chagasi
IC50(1M) IC50(1M)
A 7,65 10,14
AMBH 50,08 82,29
Salicilato 228,49 261,45
de metila
Anfotericina B 0,11 0,64

A obtencdo de bons resultados utilizando a estratégia de hibridizacéo
molecular abrangendo adutos de Morita-Baylis-Hillman (AMBH) atesta que é
possivel obter bons candidatos a farmacos em poucas etapas de reacéo. Desta
forma, muitos pesquisadores estdo dando mais atencdo a reacdo de Morita-
Baylis-Hillman, pois ela possibilita a formacdo dos AMBH em, apenas, uma Unica
etapa e com bons rendimentos, utilizando condi¢bes brandas de reacédo e com
a utilizacdo de metodologias verdes ou eco-friendly. Muitos compostos que
possuem uma atividade bioldgica de interesse sao obtidos a partir da reacao de
Morita-Baylis-Hillman (RMBH) ou utiliza-se dessa rea¢cdo como uma etapa chave

na sintese desses compostos.

2.4 — Reacédo de Morita-Baylis-Hillman

A RMBH (esquema 2) € uma reacao de adicao (formacao de aduto) com
a formacédo de uma nova ligacdo carbono-carbono (c-c) entre um alceno ligado

ao grupo retirador de elétrons (GRE) e um aldeido, cetona ou imina (sendo esta
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ltima chamada de reacédo aza-MBH) 2%, catalisados por uma amina ou fosfina
terciaria (RsN ou R3P), sendo o DABCO o mais comumente utilizado. BY

Esquema 2: Esquema geral da reagcao de Morita-Baylis-Hillman

4 )
XH
X GRE R
)L + | R3N ou R3P Rz GRE
R "R, 1
AMBH
b OO A
RN: IN/ N2 /[N X= 0, NCO,R, NTs, NSO,Ar
DABCO INDOLIZINA  QUINUCLIDINA
Ph R4, Ry=H, alquil, aril, heteroaril
R;P: .P.
" Ph""Ph GRE: COR, CHO, CN, CO,R
\ y,

Sendo desenvolvida entre os anos de 1968 e 1972 a RMBH é muito
versatil, pelo fato de que apresenta: materiais de partida disponiveis
comercialmente; obtencéo de produtos multifuncionalizados (alcool, os carbonos
alcenicos e o grupo funcional retirador de elétron), passiveis de mais reacoes;
uso de catalizadores organicos, isto €, uma reacao livre de metais, além de poder

ser realizada na auséncia de solvente ou em solvente verde (agua). % 32

Ja surgiram varias propostas mecanisticas para explicar a reacdo de
MBH, sempre com discussdes com relacdo ao uso de reagentes, solventes,
intermediarios de reacao, etapas determinantes da velocidade da reacéo, etc.
Em 1983 Hoffman e Rabe (HOFFMANN; RABE, 1983) apresentaram a primeira
proposta mecanistica; ja os primeiros estudos cinéticos comecaram com Hill e
Isaacs em 1986 (HILL; ISAACS, 1986). [33. 34

Atualmente, ha um esquema geral da reacdo de Morita-Baylis-Hillman
(esquema 3) que é um mecanismo aceito amplamente pela comunidade
cientifica, de comum acordo entre os pesquisadores que estudam a reac¢ao, que
consiste em trés etapas: Adicdo 1,4 da amina terciaria ao alceno ( ligado ao
GRE) gerando um intermediario zwiteridnico, (Int. 01) seguida por uma reacao
alddlica formando o segundo intermediario (Int. 02) e, por fim, uma eliminacéo

da amina terciaria catalitica, gerando como produto o aduto. [
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Esquema 3: Mecanismo geral da reacao de Morita-Baylis-Hillman

--------------------------------------------------
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Fonte: Adaptada de PLATA; SINGLETON, 2015.

E valido salientar que existem outras propostas mecanisticas que levam
em consideragao outros fatores, como temperatura e solvente, de modo que a
forma como a reacéo se processa pode ser diferente, em alguns detalhes, como
0 que é proposto por Aggarwal et al. e McQuade et al., que propdem mecanismos

em solventes proéticos e aproticos, por exemplo. 36 371

Uma das caracteristicas que os adutos de Morita-Baylis-Hillman possuem
€ seu alto potencial biolégico, sendo estudados em diferentes areas
farmacologicas como atividades antibacteriana, antitumoral, antifingica, anti-

inflamatéria e antiprotozoaria. 38-4°

Os AMBH tiveram suas atividades biolégicas notadas e relatadas pela
primeira vez em 1999 por Kundu e colaboradores, quando foi observada a
atividade antimalarica para alguns adutos em seu trabalho. 1 Apds esse
trabalho varios grupos de pesquisa passaram a relatar os resultados de
avaliacdo de atividade biologica dos AMBH em diferentes areas. Kohn e
colaboradores relataram atividade antitumoral de AMBH em 2006. Neste
trabalho, onde 18 AMBH (aromaticos e alifaticos) e derivados apresentaram
atividade antiproliferativa in vitro contra cancer, 0s autores conseguiram

observar, através de um estudo da relagdo Estrutura Atividade (REA) uma
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melhor atividade dos adutos derivados de anéis arométicos, quando comparados
aos derivados alifaticos, destacando os adutos com grupos retiradores de
elétrons ligados ao anel, bem como a importancia do sistema o—f insaturado

para o resultado da atividade bioldgica (Figura 8). 42

Figura 8: Analise REA para 18 AMBH bioativos contra algumas linhagens de

célula tumorais humanas.

Protegao do grupo hidroxila
nao afetou a atividade antiproliferativa

!

OR, O
Grupos O/
elétrons atratores potencializam R4
a atividade antiproliferativa & A hidrogenagio causa
perda da atividade
antiproliferativa

Porgao aromatica essencial
para a atividade

Fonte: Adaptada de JUNIOR et al, 2012.

Os varios relatos na literatura reforcam as varias possibilidades de
atividade dos adutos de Morita-Baylis-Hillman, de modo que é notavel que esta
€ uma area com um amplo campo passivel de novas pesquisas em busca do

desenvolvimento de novos compostos com atividade bioldgica.
2.5 - Regra dos cinco de Lipinski

Na busca pelo aperfeicoamento de estruturas quimicas ja utilizadas nas
metodologias de tratamentos de doencas, algumas propriedades fisico-quimicas
podem ser alteradas drasticamente. Propriedades essas que podem ser
essenciais no processo de mecanismo de acdo do farmaco, fato inclusive que
pode tornar a droga inapropriada para administracdo por via oral.[*?! Levando
iISso em consideracao, Lipinski e colaboradores realizaram um estudo com mais

de 2000 farmacos, onde observaram que algumas propriedades fisico-quimicas
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eram necessarias para que as drogas fossem absorvidas pelo trato
gastrointestinal e apresentassem solubilidade em agua, caracteristicas
essenciais para uma boa biodisponibilidade oral. [*4 Ap6s a realizag&o do estudo,
foi criada a chamada Regra dos cinco de Lipinski, ou RO5, do inglés Rule Of Five
e, de acordo com essa regra, as seguintes propriedades: nimero de doadores
de ligacBes de hidrogénio, numero de aceptores de ligacbes de hidrogénio, peso
molecular e log P sdo altamente relevantes. Para Lipinski cada propriedade
dessa possui um valor limite para que a molécula tenha uma considerada
absorcdo e permeacdo, onde o numero maximo de doadores de ligacdo de
hidrogénio é 5, o maximo de aceptores de ligacao de hidrogénio é 10, o peso
molecular ndo deve passar de 500 daltons e o log P calculado (Clog P) ndo deve
ser maior do que 5 (percebe-se que todos esses parametros sdo multiplos de

cinco, o que da origem ao nome da regra).

Uma molécula pode violar até um desses parametros e ainda assim ser
considerada uma molécula com boa biodisponibilidade oral. Para se aumentar e
melhorar as estimativas para os diferentes tipos de moléculas prototipos foram
criadas extensdes a RO5, como por exemplo, levar em consideracdo a
refratividade molar, o namero total de atomos, a area de superficie polar
topologica e a quantidade de ligacdes rotacionaveis. Todos esses parametros
devem ser levados em consideracao na hora de se propor o desenvolvimento de
novos compostos candidatos a farmacos bem como a modificacdo de drogas ja
utilizadas, para que assim haja uma economia de tempo e recursos bem como

uma melhoria na obtencao de resultados.
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3-OBJETIVOS

3.1 — Objetivo Geral

Este trabalho teve como objetivo sintetizar, e caracterizar novos hibridos
moleculares derivados do nucleo 7- cloroquinolina e da isatina através da reagao

de Morita-Baylis-Hillman.
3.2 — Objetivos Especificos

v' Sintetizar o alcool 2 derivado da 4,7-dicloroquinolina (2-((7-cloroquinolin-

4-il)oxi)etanol); - \

v Sintetizar o acrilato 5 (a partir do acido acrilico e do alcool 2 previamente

preparado (acrilato de 2-((7-cloroquinolin-4-il)oxi)etila);

e N\
OY\
J/0
(0]
jon
7
Cl N
\__ (5) J

v Sintetizar hibridos moleculares inéditos através da reacdo de Morita-
Baylis-Hillman (HM 1-4)

v' Caracterizar os novos hibridos moleculares através de meios fisicos de
caracterizacdo (RMN 3C APT !H).

v' Realizar levantamento de dados in silico dos compostos sintetizados
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4-ESTRATEGIAS

Estre trabalho visa desenvolver compostos inéditos, 0s quais possuem

uma estrutura geral conforme pode ser observado na figura 9.

Figura 9: Hibridos moleculares propostos neste trabalho.

- ~
o
o) N-R1

T TNk
o 2

SN

R3
7
cl N

HM1: R; =H; R, = CI; R; = ClI

HM2: R, =CH;; R, = CIl; R; =ClI

HM3: Ry =CH,CHCH,; R, =H; R;=H
HM4: R, =H; R, = H; R; =Br

Uma proposta sintética para a obtencéo destes adutos de maneira viavel

foi estabelecida pela andlise retrossintética do hibrido molecular final (esquema
4)
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Esquema 4: Andlise retrossintética dos hibridos propostos no trabalho.
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Sendo assim, a sintese dos hibridos moleculares propostos neste trabalho

seguiu uma sequéncia de rea¢Bes quimicas tomando como base a andlise
retrossintética acima. Iniciando com uma reag¢do de substituicdo nucleofilica
aromatica entre o etilenoglicol e a 4,7-dicloroquinolina, em presenca de base
forte, para gerar o alcool quinolinico (2).[*3] A proxima etapa, para a formacao do
acrilato 5 se trata de uma reacdo de esterificacdo entre o alcool quinolinico
previamente sintetizado e o acido acrilico, podendo ser empregadas diferentes

metodologias, como uso de Cloreto de Oxalila ou esterificacdo de Steglish
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(DCC/DMAP). 181 A (lltima etapa da rota sintética consiste na reacdo de Morita-
Baylis-Hillman entre o acrilato 5 e os derivados de isatina 6a-d, obtidos através
de reacdes de N-alquilacbes e/ou substituicdes aromaticas, dando origem aos
hibridos moleculares (HM 1-4).

Os dados in silico, por sua vez, serdo obtidos através do SwissADME 7],
uma ferramenta da web gratuita para avaliar propriedades fisico-quimicas,
farmacocinética, druglikeness, compatibilidade com a Quimica Medicinal, e
Radar de Biodisponibilidade de moléculas. A insercdo de dados e a interpretacao
dos resultados séo faceis e eficientes e, além disso, o site conta com um acesso
sem a necessidade de login ou cadastramento prévio, 0 que torna 0 acesso € a

obtencdo de dados mais rapido.[*!
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5-RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 — Rota sintética para a sintese do acrilato de 2-((7-cloroquinolin-4-
ilJoxi)etila

A primeira etapa do trabalho consistiu na sintese do &lcool 2 a partir da
4,7-dicloroquinolina 1, por esse composto ser disponivel comercialmente. O
alcool 2 foi obtido através de uma reacéo de substituicdo nucleofilica aroméatica
entre 0 composto comercial 1 e o etilenoglicol, um outro reagente obtido
comercialmente. Esta substituicdo ocorre na posicao 4 do anel quinolinico, como

pode ser visto no esquema 5.

Esquema 5. Reacao de formacéao do alcool 2 por meio de uma SNar

¢ J

(o]
B OH t-BuOK
— + HO/\/ —_— A + KCI
Cl N 80 °C

16h cl N
1 2

Foi utilizado o ter-butéxido de potassio pelo fato de que este composto é
uma base forte, necesséria para remover o hidrogénio do etilenoglicol, e ndo
nucleofilico, eliminando assim a possibilidade de ocorrer uma substituicdo do
cloro por este composto. A reacao foi realizada sob aquecimento de acordo com
condicdes reacionais ja estabelecidas por nosso grupo de pesquisa ?’ e o motivo
da escolha de utilizacdo do etilenoglicol se deu pelo fato de que a reacdo com
este reagente ja vem sendo realizada no nosso laboratorio. Além disso, a
utilizacdo desse composto como espacador permite a possibilidade de livre
rotacdo do hibrido molecular que sera sintetizado a partir deste intermediario, o

gue pode alterar suas propriedades fisico-quimicas e consequentemente suas
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atividades biologicas. Pretende-se inclusive, futuramente, a utlizacdo de
diferentes espacadores para observar seus efeitos nas atividades bioldgicas dos
compostos. O acompanhamento por cromatografia de camada delgada (CCD)
mostrou total converséo do material de partida em produto apds 16h de reacéo.
Sendo a CCD de facil interpretacdo 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 mével acetato de etila puro.
Apds o término da reacéo realizou-se o procedimento de extracao, o solvente foi
evaporado e o alcool quinolinico foi obtido com 94% de rendimento. Esse
procedimento foi realizado com base em protocolos ja publicados na literatural®l
e que ja vem sendo utilizado no nosso grupo de pesquisa, de modo que foi
preparado um padrédo que serviu na comparacao das placas de CCD, e desta
forma nao foi realizada a caracterizacao atraves de RMN.

A etapa seguinte da rota sintética se dividiu em trés partes (esquema 6):
Parte 1: Substituicdo da hidroxila do alcool 2 por um atomo de cloro; Parte 2:
Obtencéo do sal Acrilato de Potassio e, Parte 3: Reacdo final entre as duas

substancias obtidas.
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Esquema 6. Reacdes para formacéo do Acrilato 5
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A primeira parte consistiu em uma reacdo de substituicdo, onde o foi
utilizado CH2CIl>, como solvente, DMF como catalisador e o cloreto de tionila
(SOCI2) como fonte de ions cloro. A reacao foi realizada sob refluxo e apds um
intervalo de 16 horas foi obtido o haleto de alquila em questdo com a realizacéo
da extracdo e da evaporacdo do solvente, com um rendimento de 90%. De
maneira paralela foi realizada uma simples reacdo de acido-base. A base
escolhida para esta reacao foi o hidroxido de potassio, por ser de facil acesso ao
laboratdrio e custo relativamente baixo. O solvente utilizado foi o etanol, e como
agente antipolimerizante foi adicionada uma pequena quantidade de
hidroguinona; a reacdo foi realizada a temperatura ambiente sob agitacao
magnética, com relacdo estequiométrica de 1:1 entre o acido e a base. Ao
termino da reacéo, foi obtido o sal com rendimento de 99%. De posse desses
dois compostos, a obtencéo do acrilato 5 realizou-se por meio de uma reacgao de

substituicdo nucleofilica entre os compostos 3 e 4 (parte 3 do esquema 6) em
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solvente polar aprético (DMF), e sob aguecimento, gerando o acrilato 5 com 90%
de rendimento. Assim como o Alcool quinolinico 2, o acrilato 5 também foi obtido
com base em procedimentos j& publicados na literatura, sua sintese ja é
realizada pelo nosso grupo de pesquisa e foi preparado um padréo para efeito
de comparacéo e confirmagéo.

5.2 — Sintese dos derivados de isatina (6a-c)

A sintese dos derivados de isatina consistiu basicamente em dois tipos de
reacdo: Substituicdo aromatica e reacdo de N-alquilacdo. A dicloracdo foi
realizada através da substituicido eletrofilica aromatica utilizando acido

tricloroisocianurico (esquema 7)

Esquema 7: Sintese da dicloroisatina (6a)
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. Primeiramente, ocorreu a protonacdo do TICA pelo Acido sulfurico
catalitico, seguido do ataque nucleofilico da porcdo aromatica da isatina ao
atomo de cloro. Posteriormente, ocorre a restauracao do catalizador formando
um produto intermediario e o derivado monoclorado na posicdo 5. A reacao

continuou se processando da mesma maneira, porém agora um atomo de cloro
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€ adicionado ao carbono na posi¢cdo 7. Nesta reacdo o controle de tempo e

temperatura sdo extremamente importantes.

Na reacédo de N-alquilacdo observamos a presenca da isatina ou seus

derivados, em presenca de uma base e um agente alquilante. A base desprotona

o nitrogénio amidico da isatina o qual servir4 de nucledfilo em uma reacéo de

substituicdo nucleofilica, do tipo SN2 sendo o agente alquilante o substrato da

reacdo, gerando como produto o derivado da isatina N-alquilado (Esquema 8).

Esquema 8: N-alquilagdo dos derivados de isatina (6b e 6c¢)

~
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O derivado alilado segue o0 mesmo mecanismo acima, utilizando, claro, o

brometo de alila como agente alquilante. A tabela 3 mostra os rendimentos das

reacdes em que esses derivados de isatina foram obtidos.

Tabela 3: Rendimentos das reacdes de obtencéo dos derivados de isatina (6a-

6C)

Derivado de Isatina

Isatina diclorada

Rendimento

75%
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Isatina diclorada 80%
mtilada

Isatina alilada 90%

5.3 — Sintese dos hibridos moleculares (HM 1-4)

A sintese dos hibridos moleculares HM 1-4 foi realizada utilizando a

reacao de Morita-Baylis-Hillman (esquema 9).

Esquema 9: Sintese dos hibridos moleculares a partir da reacédo de Morita-
Baylis-Hillman

B N
X N DABCO J/ o
o 1 equiv. o
cl NZ TR >
s cad D HBUOHH;0 X
. ~ -
1 equiv. 2 equiv. 40 horas Cl N HM 1-4

Esta reacéo consistiu na formacédo de uma ligacdo carbono-carbono (C-

C) entre o composto 5 e um derivado de isatina 6a-d, em uma proporcéo de 1:2,
na presenca de DABCO como amina terciaria e uma mistura de t-butanol/agua
na proporcédo de 9:1 como solvente. O mecanismo da reacao pode ser observado

no Esquema 10.
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Esquema 10. Proposta mecanistica de formac¢éo dos hibridos moleculares HM
1-4
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Este mecanismo (esquema 10) esta baseado nos estudos mais recentes
de Plata e Singleton.?® Na primeira etapa ocorre uma adicdo do tipo 1,4 do
DABCO ao acrilato 5, formando um intermediario zwitteriénico (Int. a). Em uma
etapa alddlica o Int. a ataca na carbonila cetdnica do derivado de isatina,

formando o Int. b. Em seguida, esse mesmo intermediario abstrai um proton do
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solvente, que neste caso é o t-BuOH, formando o Int. ¢, que por sua vez, é
atacado pelo alcoxido formado que abstrai o hidrogénio a-carbonila levando a
rapida eliminacdo de DABCO e consequente formacdo do aduto de Morita-

Baylis-Hillman, dando origem aos hibridos moleculares.

O acompanhamento das reacdes foi realizado por CCD, uma boa elui¢ao
foi obtida utilizando acetato puro como fase moével. A reagcdo se processou por
40 horas. Foi utilizado uma mistura de t-butanol/agua na proporc¢éo de 9:1 como
solvente com base em estudos realizados anteriormente pelo nosso grupo de
pesquisa, que atestou que esse sistema de solvente auxilia no mecanismo da
reacdo, favorecendo a formacdo do intermediario c. As reacfes tiveram

rendimentos variando entre 65 e 75%.

A partir da caracterizagdo através de métodos fisicos de analise, como
ressonancia magneética nuclear, podemos confirmar a formacéo da ligagéo C-C,
advinda da RMBH e assim o sucesso da obtencao dos hibridos moleculares.

Espectro 1. Espectro de RMN *H (500 MHz DMSO-d6) do hibrido molecular
HM 1
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Podemos observar no espectro de RMN 'H do hibrido molecular HM 1
(espectro 1) a presenca de todos os hidrogénios pertencentes ao composto.

Podemos destacar os hidrogénios que possuem menor valor de deslocamento
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quimico, os quais fazem parte da porcdo do espacador, grupo CH>CH>. Em
seguida podemos observar, com deslocamentos quimicos de 6,47 ppm e 6,57
ppm, os sinais dos hidrogénios assinalados como 2, os quais séo referentes aos
hidrogénios metilenicos do carbono que faz parte do sistema o, insaturado.
Podemos observar que os hidrogénios que fazem parte do sistema aromatico
também aparecem em deslocamentos quimicos caracteristicos. Destaca-se 0
dubleto mais desblindado do referido espectro, com & de, aproximadamente 9,0
ppm, assinalado como 1, referente ao hidrogénio do carbono préximo ao
nitrogénio no anel quinolinico.

Espectro 2. Espectro de RMN **C-APT (125 MHz DMSO-D6) do Hibrido
molecular HM 1
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Pode-se observar no espectro de RMN *3C APT do hibrido molecular HM
1 (espectro 2) a presenca dos sinais de todos os carbonos presentes no
composto. E nitida a presenca dos sinais referentes as duas carbonilas
presentes no composto, indicados no espectro como C1 e C3, uma carbonila
amidica, da porcdo da isatina, com maior valor de deslocamento quimico com
6=176,9 ppm e uma carbonila de éster, com 6=164,3 ppm, ambos 0s sinais estao
em fase positiva, tendo em vista que foi realizada uma técnica de APT. Também
observa-se os sinais referentes aos carbonos do espacador (C4 e C5), carbonos

mais blindados e assim com menores deslocamentos quimicos, sendo 6=63,0

ppm e 6=66,9 ppm respectivamente. Um sinal de grande importancia € o do
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carbono no qual é realizada a formacéo da nova ligacdo C-C, através da RMBH,
assinalado no espectro como C2. O sinal referente a este carbono € o que possui
um deslocamento quimico de 6=76,1 ppm, sinal este que esta voltado para cima,
0 que é esperado, tendo em vista que este carbono é do tipo ndo hidrogenado.
Os demais carbonos estdao com seus referidos sinais no espectro, como por
exemplo os que fazem parte do sistema aromatico, com seus valores de

deslocamento caracteristicos.

Os resultados espectroscopicos dos demais hibridos moleculares se
mostraram de maneira analoga, salvo as diferencas nos substituintes, de modo
gue foi possivel observar a formacao dos hibridos moleculares propostos neste
trabalho. A tabela 4 resume os compostos sintetizados neste trabalho bem como

seus respectivos tempos de reacao, temperatura e rendimentos.

Tabela 4: Compostos sintetizados neste trabalho, com tempo, temperatura e
rendimento de suas reacoes.

Composto Tempo Temperatura Rendimento

2 16h 80°C 94%
3 16h 60°C 90%
5 16h 150°C 90%
6a 30 min  0°C 75%
6b 4h t.a 80%
6C 2h t.a 90%
HM-1 40h t.a 70%
HM-2 40h t.a 75%
HM-3 40h t.a 70%
HM-4 40h t.a 65%
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5.4 — Dados in silico dos intermediéarios e dos hibridos moleculares.

Para facilitar e agilizar o processo, foram inseridas no campo apropriado
do SwissADME as representac6es SMILES dos intermediéarios 2, 3 e 5, bem
como dos Hibridos HM 1-4. A partir disso sédo gerados os valores de diferentes
propriedades fisico-quimicas, algumas das quais podem ser vistas na tabela 5,
como Massa Molecular (MM), Doadores de Ligacdo de Hidrogénio (DLH),
Aceptores de Ligacado de Hidrogénio (ALH), coeficiente de particdo (cLog P),
namero de viola¢des da regra de Lipinski (nV), nimero de ligac8es rotacionaveis
(LR), Area de Superficie Polar Topologica (TPSA) e Fracdo de carbonos com
Hibridizacdo sp®.

Tabela 5: Parametros de Lipinski e outras propriedades fisico-quimicas

dos compostos sintetizados neste trabalho.

parametros de Lipinski

Entrada Composto MM DLH  ALH cLogP nV LR TPSA/A? Fra(;éogDe

Csp
1 2 223.66 1 3 2,18 0 3 42,35 0,18
2 3 242.1 0 2 3,22 0 3 22,11 0,18
3 5 277.70 0 4 2,94 0 6 48,42 0,14
4 HM-1 493,72 2 6 4,06 0 7 97,75 0,14
5 HM-2 507,75 1 6 4,31 1 7 88,96 0,17
6 HM-3 464,9 1 6 3,71 0 9 88,96 0,16
7 HM-4 503,7 2 6 3,59 1 7 97,75 0,14

Como podemos observar na tabela, todos os compostos estdo de acordo
com o0s parametros pré-estabelecidos por Lipinski, havendo apenas nas
entradas 5 e 7 uma violacdo da regra, caracterizado pelo nimero da massa
molecular dos compostos HM-2 e HM-4, as quais ultrapassaram o valor limite de
500 g.mol?, entretanto, sabe-se que a RO5 permite a violacéo de até um dos
parametros levados em consideracdo. Através da tabela 5 também é possivel
observar os numeros de ligacdes rotacionaveis dos compostos, 0s quais
variaram de 3 a 9, bem como a area de superficie polar topolégica (TPSA)
estando entre 22 A2 e 97 A? e a fracéo de carbonos com hibridiza¢&o sp3 todos

estando abaixo de 0,25.

51



0 SwissADME também gera, para cada molécula inserida no estudo, um
gréfico chamado Radar de Biodisponibilidade. Este gréafico leva em consideracéo
seis propriedades fisico-quimicas: Lipofilicidade, que é definido de acordo com
o valor do Log de P; Tamanho, com a massa molecular variando entre 150g/mol
e 500g/mol; Polaridade, com uma area de superficie polar topoldgica estando
entre 20 A2 e 130 A% Solubilidade, sendo o Log S entre 0 e 6; Saturacéo, que
leva em consideracdo a fracdo de carbonos hibridizados em sp?, sendo 0,25<
Fracdo de Csp3<1,0 e por fim, a Flexibilidade, que esta relacionada com a
guantidade de ligacdes rotacionaveis, que podem variar entre 0 e 9. Com bases
nos resultados calculados, séo gerados graficos com uma area résea demarcada
(Figuras 10 e 11). Compostos que possuem suas propriedades de acordo com
esses limites apresentam valores dentro da area demarcada e, quanto mais uma
molécula esta dentro da area, mais ela possui uma maior biodisponibilidade e

apresenta assim uma maior semelhanga com drogas ja existentes.

Figura 10: Radar dos intermediarios 2, 3 e 5.
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Figura 11: Radar dos hibridos moleculares HM 1-4
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Como podemos observar nas figuras 10 e 11, tanto os intermediarios
guanto os hibridos moleculares apresentam em seus radares de
biodisponibilidade a maiorias dos pontos sendo pertencente a area interna do
grafico, nos levando a inferir que esses compostos apresentam uma boa
biodisponibilidade oral e possuem caracteristicas que moléculas ja utilizadas
como farmacos também possuem. Um Unico ponto, comum a todas as

estruturas, que se mostrou fora da curva foi com relagéo a Saturagao, no qual
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essa propriedade se desviou um pouco do ideal e pode ser explicada pela grande
guantidade de carbonos pertencentes a anéis aromaticos, 0s quais apresentam

hibridizac&o do tipo sp?, fazendo com que a fracdo de carbonos Csp? diminua.

Um segundo tipo de gréfico que a plataforma também disponibiliza € o
chamado Boiled Egg, ou Gréfico de ovo cozido. Neste tipo de grafico, (Figura
12), os pontos localizados na gema do ovo, representam moléculas com previsao
de serem passiveis a permear a barreira hematoencefalica, enquanto que pontos
localizados na clara do ovo sdo de moléculas com a previsdo de serem
absorvidas passivamente pelo trato gastrointestinal. Além disso, 0s pontos no
grafico apresentados na cor azul, indicam que essas moléculas podem ser
efluidas para o Sistema Nervoso Central (SNC) pela Glicoproteina-P, e pontos

em vermelho representam moléculas que nao séo efluidas para o SNC.

Figura 12: Grafico de Ovo cozido para os intermediarios 2 ,3e 5 e HM1-4
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De acordo com o grafico anterior, os intermediarios 2, 3 e 5 possuem uma
tendéncia a conseguir ultrapassar a barreira hematoenceféalica e os Hibridos HM
1-4, por sua vez, possuem a tendéncia de serem absorvidos pelo trato

gastrointestinal, o que somado ao grafico de radar e dos resultados da regra de
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Lipinski fazem com que estes compostos tenham uma alta probabilidade de
possuirem uma boa biodisponibilidade e poder&o ser administrados por via oral,
em um eventual avangco em seus estudos e uma posterior utilizagdo dessas

moléculas como farmacos.
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Capitulo 6:

Conclusdo



6-CONCLUSAO

Com o objetivo de sintetizar compostos com potencial atividade
anticancer, foram preparados 4 adutos de Morita-Baylis-Hillman, derivados do
acrilato de 2-((7-cloroquinolin-4-il)oxi)etila e derivados de isatina, a partir da
técnica de hibridizagcdo molecular. Os compostos intermediarios foram obtidos
com bons rendimentos, sendo o alcool 2 obtido com 94% de rendimento, o haleto
de alquila 3 com 90% de rendimento, o sal acrilato de potassio com 99% de
rendimento, os derivados de isatina com rendimentos que variaram entre75% e
90% e o acrilato 5 com rendimento de 90%. Os hibridos moleculares inéditos HM
1-4 foram obtidos com rendimentos de 65% a 75% e foram caracterizados por
meio de ressonancia magnética nuclear de *H e *3C APT. A partir do estudo in
silico, atraves da ferramenta web SwissADME foram gerados graficos e tabelas
por meio dos quais foi possivel a obtencdo de resultados com relacdo a
biodisponibilidade oral que esses compostos podem apresentar, levando em
consideracdo a regra dos cinco de Lipinski, sendo os Hibridos moleculares
compostos que possuem uma boa absorcdo pelo trato gastrointestinal e os
intermediarios 2, 3 e 5 compostos que sdo capazes de permear a barreira
hematoencefalica. Estes compostos seguirdo para o processo de avaliacdo de
suas atividades bioldgicas, de modo que, sendo comprovadas essas atividades,

eles serao fortes candidatos a futuros farmacos.
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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 0s reagentes e solventes presentes
neste trabalho apresentavam alto grau de pureza o que possibilitou utiliza-los
sem prévia purificacdo. Quando necessario 0 uso de solventes secos realizou-
se um procedimento de secagem com hidreto de calcio ou peneira molecular de
3A, sob atmosfera de argdnio. Os solventes foram evaporados sob press&o
reduzida e temperatura controlada em rotaevaporador do fabricante IKA®,
modelo RV 10 digital.

A purificacdo dos produtos obtidos apoés as reacdes foi realizada atraves
da técnica de cromatografia em coluna do tipo flash, usando gel de silica como
fase estacionaria de granulacao 0,040 — 0,0063 mm da marca ACROS e mistura
de acetato de etila / hexano com proporc¢des variaveis, como fase movel, com o
auxilio de pressurizadores adaptados a partir de nebulizadores convencionais.

Todos os produtos inéditos deste trabalho foram caracterizados no
Laboratério Multiusuario de Caracterizacéao e Analise (LMCA) da UFPB/Campus
1, pela técnica de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de carbono e de
hidrogénio (RMN 3C, RMN *H). A descricdo dos deslocamentos quimicos foi
realizada em relacdo aos sinais de referéncia do solvente utilizado:
dimetilsulféxido 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 (6) foram
medidos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em
Hertz (Hz). As multiplicidades dos sinais dos carbonos foram observadas pelo
uso da técnica de Attached Proton Test (APT), onde os carbonos nao
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”.
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7.2 — Rota sintética para a sintese do Acrilato de 2-((7-cloroquinolin-4-
iloxi)etila

7.2.1 — Sintese do 2-((7-cloroquinolin-4-il)oxi)etanol (2)

Em um baldo de fundo redondo de 250 mL equipado com uma barra de
agitagdo magneética 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 reacédo foi colocada sob
agitacdo constante em um sistema de refluxo, a uma temperatura de 80 ° C em
banho de d6leo, por um intervalo de tempo de 16 horas. A confirmacdo da
conversao dos reagentes no produto foi realizada por CCD, usando como fase
movel acetato de etila puro, e revelagdo em camara de ultravioleta (Rf1= 0,72 e
Rf2=0,24). Apo6s confirmacéo da total conversdo, o meio reacional foi transferido
para um funil de separacédo, seguido da adicdo de 60 mL de uma solucdo
saturada de bicarbonato de sddio, e realizada uma extracao liquido-liquido,
utilizando diclorometano (3x70 mL). A fase organica foi entdo seca com sulfato
de sddio anidro (Na>SOa.), filtrada e o solvente evaporado em evaporador
rotatorio para a obtencdo de 2-((7-cloroquinolin-4-il)oxi)etanol (2), um sdlido

branco, com rendimento de 94%.

7.2.2 — Sintese do Acrilato de 2-((7-cloroquinolin-4-il)oxi)etila (5)
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Essa rota é dividida em trés partes: a) substituicdo da hidroxila do &lcool
2 por um halogénio; b) formacéo do sal acrilato de potassio 4 e c) a reacao final
entre as duas substancias obtidas. Para formacdo do derivado da 7-
cloroquinolina com espacador clorado 3, inicialmente foram adicionados 1,00
mmol do alcool 2 a um baldo de 50 mL, seguida da adicdo de 10,00 mL de
CH2Cl>. A mistura foi colocada sobre agitacdo e adicionou-se 5 equiv. de cloreto
de tionila (SOCI>). A reacao entédo foi colocada sobre aquecimento em sistema
de refluxo por um tempo de 18 horas. A total conversédo do substrato em produto
foi observada por CCD. O processo de extracdo foi feito utilizando um sistema
CH2Cl> (3x30 mL) / solucéo saturada de NaHCOg3, seguida por secagem da fase
organica com sulfato de sodio anidro, filtracdo e evaporacdo do solvente em
evaporador rotatorio com rendimento de 90%. 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 evaporacédo do solvente e da agua residual em evaporador
rotatério com rendimento préoximo a 99% do sal 4. A Ultima etapa da rota foi
realizada quando o derivado da 7-cloroquinolina com espacador clorado 3
(Immol) e o acrilato de potassio 4 (1mmol) 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 de 16
horas. A reacdo foi evaporada para retirada do solvente DMF e realizada

extracao utilizando um sistema CH>Cl> (3x30 mL) /H-O a fase organica resultante
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foi seca com sulfato de sddio anidro, filtrada e levada ao evaporador rotatorio

para retirada do solvente, resultando em um rendimento 90%.

7.3 — Sintese dos derivados de isatina (6a-c)

7.3.1 Sintese da 5,7-dicloroisatina (6a)

O
Cl

(o)
N
H
Cl

Utilizou-se uma mistura de isatina (2,94 g, 20 mmol) e TICA (4,64 g, 20
mmol) em banho de gelo, a ela adicionou-se 12 mL de H.SO4 gota a gota durante
um periodo de 5 min, com agitagcdo magnética. A mistura foi mantida a 0 °C em
banho de gelo sob agitacdo magnética e acompanhada via CCD. Apés 30 min
de reacdo a mistura foi vertida sob gelo picado. Os cristais foram coletados e

lavados com agua fria, obtendo-se um produto alaranjado com rendimento de
75%.

7.3.2 Sintese da N-metil-5,7-dicloroisatina (6b)

O
Cl

Cl

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 5 mL de DMF previamente
seco, 5 mmol de 5,7-dicloroisatina K2.CO3 (1,5 equivalentes) mantendo a mistura
sob agitacdo magnética e temperatura ambiente. Em seguida, foi adicionado
0,40 mL de iodeto de metila (1,5 equivalente). A reacdo foi acompanhada via
CCD e teve uma duracao de 4h. Foi submetida a extracdo liquido-liquido usando
acetato de etila e agua destilada. A fase organica foi tratada com NaSO4, filtrada
e evaporada a pressado reduzida, obtendo-se um soélido avermelhado, com

rendimento de 80%.
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7.3.3 Sintese da N-alil-isatina (6¢)

e
(

Em um baldo de 100 mL foram adicionados 5 mL de DMF previamente
seco, 5 mmol da isatina e NaH (1,2 equiv.), mantendo a mistura sob agitacéo
magnética em atmosfera de argbnio e temperatura ambiente. Adicionou-se 1,5
equiv. de brometo de alila ao meio reacional. Apds 2 horas de rea¢ao, sendo
acompanhada via CCD, foi realizada extracdo liquido-liquido com acetato de
etila e agua destilada. Em seguida, apés ser submetido a tratamento com
Na>S0O4, a fase organica foi filtrada e evaporada sob presséo reduzida obtendo

um soélido avermelhado, com rendimento de 90%.

7.4 — Sintese dos Hibridos moleculares (HM 1-4)

7.4.1 - Procedimento geral para obtencdo dos hibridos moleculares (HM 1-4)

Em um baldo de 25 mL contendo o acrilato 5 (0,5 mmol; 1 equiv.) foram
adicionados os respectivos derivados de isatina 6 a-d (1,0 mmol; 2 equiv.), 0 1,4-
diazobiciclo [2.2.2] octano (DABCO) (56,1 mg; 0,5 mmol; 1 equiv.) e uma mistura
de t-BuOH/H20 na proporc¢éo de 9:1 (5 mL). A mistura reacional foi colocada sob
agitacdo magnética a temperatura ambiente e 0 acompanhamento realizado por

CCD, utilizando como fase movel acetato de etila puro. A reagdo se processou
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por 40h para todas as reacdes desta etapa. A extracao foi realizada utilizando
diclorometano (2x15mL) em agua (30mL). A fase orgéanica foi seca com sulfato
de sédio anidro e filtrada. A purificagédo foi em coluna cromatografica tipo flash,
utilizando inicialmente uma mistura de acetato de etila/hexano, numa proporcao
de 1:1 como eluente, sendo a polaridade aumentada gradativamente até chegar
em uma fase moével de acetato puro, até total remocédo do produto da coluna
cromatografica. Em seguida o solvente foi evaporado em evaporador rotatério e
foram obtidos os produtos, todos com caracteristicas de 6leo amarelo-marrom

com rendimento variando de 65-75%.

7.4.2 - Acrilato de 2-((7-cloroquinolin-4-il)oxi)etil 2-(5,7-dicloro-3-hidroxi-2-
oxoindolin-3-il) (HM 1) o

J/0 NH
HO Cl
o (0]

X

o
y

Cl N

HM-1

RMN H ( 500 MHz, DMSO D-6): § 8,72 (d, J = 5,2 Hz, 1H); 7,95 (t, J = 3,4 Hz,
1H); 7,86 (d, J = 8,9 Hz, 1H); 7,57 - 7.50 (m, 1H); 7,12 (dd, J = 2,0, 0,5 Hz, 1H);
6,96 (t, J = 4,7 Hz, 1H); 6,93 — 6,88 (m, 2H); 6,58 (t, J = 9,2 Hz, 1H); 6,48 (d, J =
8,9 Hz, 1H); 4,62 — 4,50 (m, 1H); 4,44 — 4,33 (m, 2H); 4,31 — 4,19 (m, 1H); 2,48
(dt, J = 3,6, 1,8 Hz, 1H). RMN 3C ( 125 MHz, DMSO D-6): § 176,9, 164,3, 160,8,
153,3, 149,5, 140,4, 138,8, 135,2, 134,9, 129,5, 129,0, 127,6, 126,8, 126,3,
124,1, 122,6, 119,6, 114,8, 102,4, 76,1, 67,0, 63,0.

RENDIMENTO: 70%

7.4.3 - Acrilato de 2-((7-cloroquinolin-4-il)oxi)etil2-(5,7-dicloro-3-hidroxi-1-metil-2-

oxoindolin-3-il) (HM 2) o

J/O N—
HO Cl
o o

X

o e
~

Ci N

HM-2
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RMN H ( 500 MHz, DMSO D-6): § 8,72 (dd, J = 7,6, 4,9 Hz, 1H), 7,97 (dd, J =
5,3, 2,1 Hz, 1H), 7,86 (t, J = 7,6 Hz, 1H), 7,56 — 7,51 (m, 1H), 7,12 (d, J = 2,1 Hz,
1H), 6,98 (dd, J = 10,5, 3,4 Hz, 1H), 6,98 — 6,95 (m, 1H), 6,93 (s, 1H), 6,60 (d, J
= 1,0 Hz, 1H), 6,50 (t, J = 5,0 Hz, 1H), 4,41 — 4,20 (m, 4H), 3,40 — 3,35 (m, 3H).
RMN 13C (125 MHz, DMSO D-6): § 175,8, 164,1, 160,8, 153,4, 149,6, 139,5,
138,6, 135,7, 134,9, 130,9, 130,0, 127,6, 127,1, 126,7, 124,1, 123,6, 1227,
119,6, 115,2, 102,5, 74,6, 67,1, 63,2, 35,2, 29,6, 29,2.

RENDIMENTO: 75%

7.4.4 - Acrilato de 2-((7-cloroquinolin-4-il)oxi)etil 2-(1-alil-3-hidroxi-2-oxoindolin-

3-il) (HM 3) o _
o e
oj 0 HO

m
~
Ci N

RMN H ( 500 MHz, DMSO D-6): § 8,72 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 7,97 (d, J = 2,1 Hz,
1H), 7,92 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,54 (dd, J = 8,9, 2,1 Hz, 1H), 7,11 (td, J = 7,7, 1,2
Hz, 1H), 6,94 (dd, J = 15,4, 7,0 Hz, 2H), 6,81 (d, J = 7,7 Hz, 1H), 6,75 (dd, J =
10,9, 4,0 Hz, 1H), 6,65 (d, J = 2,1 Hz, 1H), 6,54 (d, J = 1,1 Hz, 1H), 6,48 (s, 1H),
5,81 (ddt, J = 17,2, 10,3, 5,1 Hz, 1H), 5,38 — 5,29 (m, 1H), 5,15 (dd, J = 10,4, 1,5
Hz, 1H), 4,53 — 4,46 (m, 1H), 4,35 — 4,29 (m, 2H), 4,26 — 4,22 (m, 2H), 2,48 (dt,
J =3,6, 1,8 Hz, 1H). RMN 13C (125 MHz, DMSO D-6): § 175,5, 164,4, 160,8,
153,4, 149,6, 144,0, 139,9, 134,9, 132,3, 131,2, 129,7, 128,6, 127,6, 126,7,
124,3, 123,4, 122,3, 119,7, 117,6, 109,5, 102,6, 75,3, 67,1, 62,7, 42,1.
RENDIMENTO: 70%

HM-3

7.45 - Acrilato de 2-((7-cloroquinolin-4-il)oxi)etil 2-(5-bromo-3-hidroxi-2-

oxoindolin-3-il) (HM 4) fo)

(o) NH
J/ O HO
(o)

X
o,
~
Cl N HM-4
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RMN *H ( 400 MHz, DMSO D-6): & 8,75 (d, J = 5,2 Hz, 1H), 7,98 (t, J = 5,8 Hz,
1H), 7,92 (d, J = 8,9 Hz, 1H), 7,55 (ddd, J = 15,0, 8,3, 6,6 Hz, 1H), 7,18 (dd, J =
8,2, 2,1 Hz, 1H), 7,04 (s, 1H), 6,99 (d, J = 5,3 Hz, 1H), 6,74 (d, J = 6,0 Hz, 1H),
6,67 (d, J = 8,2 Hz, 1H), 6,56 (s, 1H), 6,47 (s, 1H), 4,61 — 4,26 (m, 4H), 2,51 (dt,
J =3,5, 1,7 Hz, 1H). RMN 13C (100 MHz, DMSO D-6): § 177,0, 164,4, 160,9,
153,4, 149,6, 142,9, 139,4, 134,9, 134,5, 132,4, 129,0, 127,6, 126,8, 126,4,
124,2,119,7, 113,3, 112,0, 102,5, 75,6, 67,1, 62,9.

RENDIMENTO: 65%
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Espectro 3. Espectro de RMN C-APT (125 MHz DMSO-D6) do hibrido
molecular HM 2
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Espectro 4. Espectro de RMN *H (500 MHz DMSO-D6) do hibrido molecular
HM 2
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Espectro 5. Espectro de RMN C-APT (125 MHz DMSO0-D6) do hibrido
molecular HM 3
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Espectro 6. Espectro de RMN *H (500 MHz DMSO-D6) do hibrido molecular
HM 3
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Espectro 7. Espectro de RMN C-APT (125 MHz DMSO-D6) do hibrido
molecular HM 4
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Espectro 8. Espectro de RMN *H (500 MHz DMSO-D6) do hibrido molecular
HM 4
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