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Resumo

No presente trabalho realizou-se a sintese e investigacdo de atividades
bioldgicas e propriedades ADME (absorcao, distribui¢do, metabolismo e
excrecao) de novos derivados quinolinicos contendo o nucleo pirazolina
e tiazol. A obtencdo dos compostos se deu seguindo a rota sintética que
parte do composto 6-metilquinolina, 0 mesmo foi submetido a reacéo de
oxidacdo utilizando dioxido de selénio como agente oxidante, levando a
formacdo do precursor 6-carbaldeido quinolina. A proxima etapa foi a
sintese dos derivados de 6-quinolinil chalconas 1 a-g, para esta adotou-
se a metodologia de condensacdo de Claisen Schimitd, na qual o 6-
carbaldeido quinolina reage com diferentes acetofenonas p-substituidas
na presenca de base, gerando os derivados de 6-quinolinil chalconas 1 a-
g. Na sequéncia, as referidas chalconas foram oxidadas na presenca de
m-CPBA, para gerar 0s derivados de 6-quinolinil N-6xido chalcona 2 a-
g, 0s quais foram utilizados para realizacdo de ensaios antiflngicos in
vivo. A sequéncia do trabalho se deu através da sintese de uma série de
moléculas que apresenta na mesma estrutura os heterociclos pirazolina e
quinolina. Para tal realizou-se a preparacdo de duas séries distintas. Na
primeira, as 6-quinolinil chalconas reagiram com fenil hidrazina em
etanol sob refluxo gerando os derivados de 6-(4,5-di-hidropirazolil)-
quinolina 4 a-f. Para a segunda série de pirazolinas, as 6-quinolinil
chalconas 1 a-g foram dissolvidas em etanol e submetidas a radiacdo
ultrassonica na presenca de NaOH, gerando os derivados de 6-(4,5-di-
hidropirazolil-1-tiocarbamoil)-quinolina 5 a-f. Posteriormente, afim de
unir na mesma molécula trés heterociclos de importancia biologica,
tiazol, quinolina e pirazolina, os derivados de 6-(4,5-di-hidropirazolil-1-
tiocarbamoil)-quinolina 5 a-f reagiram com brometo de fenacila em
etanol sob energia ultrassénica, dando gerando os derivados de 5-fenil-
2-(-3-fenil-5-(quinolin-6-il)tiazol 6 e 7a-e. Os compostos obtidos
tiveram seus valores de log P calculados, e foi também realizado o teste
de Permeabilidade Aparente em Membrana Paralela Artificial, para
avaliar a capacidade das moléculas sintetizadas em atravessar a barreira
gastrointestinal. Além disso, os compostos foram submetidos a ensaios
para avaliacdo da atividade antifungica, e acdo inibidora da enzima
acetilcolinesterase, para esta, os derivados 6b, 6e e 7c apresentaram
valores de ICs inferiores ao apresentado pela Galantamina.

Palavras chaves: pirazolina; tiazol; quinolina; PAMPA; atividade
biolégica.






Abstract

In this work was done the synthesis and investigation of biological
activities and ADME parameters of new quinoline derivatives
containing the clusters pyrazoline and thiazole. The obtaining of
compounds was done following a synthetic route that starts from 6-
methylquinoline, this one was oxidized using selenium dioxide,
affording the precursor quinoline-6-carbaldehyde. The next step was the
synthesis of 6-quinolinyl chalcones derivatives 1 a-g, for that was
adopted the Claisen Schimitd condensation methodology, in which
quinoline-6-carbaldehyde react with different p-substituted
acetophenone in the presence of basis, giving the 6-quinolinyl chalcone
derivatives 1 a-g. Then, the chalcones derivatives were oxidized in the
presence of m-CPBA, to generate the 6-quinolinyl N-oxide chalcones 2
a-g, which have been used to continue the antifungal studies previously
initiated by our research group. The sequence of the work took place
through the synthesis of a molecules series that show in the same
structure the heterocycles pyrazoline and quinoline. For this purpose
two different series were prepared. For the first one, the 6-quinolinyl
chalcones reacted with phenylhydrazine in ethanol under reflux to afford
the 6-(4,5-dihydropyrazolyl)-quinoline 4 a-f. For the other pyrazoline
series, the 6-quinolinyl chalcones 1 a-g were solubilized in ethanol and
submitted to ultrasonic radiation in the presence of NaOH giving the 6-
(4,5-dihydropyrazolyil-1-carbothioamide)-quinoline 5a-f. After that, in
order to unit in a single molecule three important heterocycles, thiazole,
quinoline  and pyrazoline,  the  6-(4,5-dihydropyrazolyil-1-
carbothioamide)-quinoline 5 a-f reacted with phenacyl bromide
derivatives in ethanol as solvent under ultrasonic energy, originating the
5-phenyl-2-(-3-phenyl-5-(quinolin-6-yl)thiazole 6 e 7 a-e. The
compounds obtained had their Lop P values calculated, and was
performed the PAMPA assay to investigated the hability of derivatives
to across the grastointestinal barrier. Besides this, the compounds were
submited to assay in order to evaluate the antifungal activity, and
inibitory capacity of acetylcholinestarase enzyme. About the inhibitory
assay of acethylcholinesterase, the compounds 6b, 6e e 7¢ showed goos
results with 1Csg valoues lower than Galantamine.

Keywords: pyrazoline; thiazole; quinoline; PAMPA,; biological activity.
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1- Introducéo e Justificativa

A busca pelo alivio da dor e cura de doencas através da utilizacdo
de plantas e ervas nas suas mais diversas formas, foi possivelmente um
dos primeiros modos de utilizagdo dos produtos naturais (Viegas Jr,
Bolzani et al. 2006). E, Ainda hoje, o conhecimento sobre plantas
medicinais é muitas vezes 0 Unico recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos.(Maciel, Pinto et al. 2002)

A presenga de moléculas bioativas em plantas de interesse
medicinal tem sido amplamente estudada nos Gltimos anos, devido a
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crescente popularidade dos medicamentos fitoterapicos. (Diniz, Astarita
et al. 2007)

Além do isolamento de centenas de compostos biologicamente
ativos, os produtos naturais tém desempanhado um importantissimo
papel na area da quimica medicinal, com a descoberta de inimeras
novas moléculas as quais nenhum quimico sonhou em sintetizar.
Quando as estruturas dos compostos naturais sdo muito complexas, a
sintese em laboratério pode se tornar invidvel. Porém estas moléculas
podem servir como matéria prima para a semi-sintese de compostos
biologicamente ativos. Um estudo realizado entre os anos de 1981 e
2006 revelou que, 37% dos farmacos existentes sdo de origem
puramente sintética, 17% sdo compostos sintéticos cujo farmaco6foros
foram desenhados com base em modelos de compostos biologicamente
ativos de origem natural, 12% s&o sintéticos baseados em um modelo de
inibidor natural, 28% sdo produtos naturais com alguma modificagdo
estrutural e 6 % sdo produtos obtidos diretamente de fontes naturais.
(Newman 2008)

Metabdlitos secundarios de produtos naturais que possuem
esqueleto carbonado mais simples sdo mais facilmente sintetizados em
laboratério, permitindo sua obtengdo em grandes quantidades em massa,
pois normalmente, estes sdo isolados com baixo rendimento a partir dos
extratos de plantas. Sendo assim, a sintese de produtos naturais é um
6timo caminho para a obten¢do de substancias com potencial atividade
bioldgica.

Um estudo publicado no ano de 2011 pelo nosso grupo de
pesquisa (de Carvalho Tavares, Johann et al. 2011) relatou a sintese e
avaliacdo da atividade antifungica e citotoxica de 20 derivados de 6-
quinolinil-chalconas 1-3 a-g (Figura 1, pagina 26). Para o ensaio
antifingico foram utilizados 5 diferentes espécies de fungos
patogénicos. O fungo Paracoccidiodes brasiliensis mostrou-se 0 mais
susceptivel frente aos compostos testados, sendo o composto 2e (Figura
1) o mais potente contra esse fungo apresentando uma concentracdo
inibitéria minima (CIM) de 1,90 pg/mL (6,5 pM). A espécie
Cryptococcus gattii também mostrou uma boa susceptibilidade, com os
compostos 3b e 3f (Figura 1) apresentando CIM igual a 7,80 pg/mL.
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Figura 1: Estrutura dos derivados de 6-quinolinil-chalconas.
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Quando comparada a atividade antifingica dos derivados de 6-
quinolinil-chalconas com os farmacos controles utilizados, foi
observado que a Anfotericina B é mais potente que as chalconas, porém
o0 sulfametoxazol/trimetropim foi menos potente que as chalconas nas
condicdes experimentais testadas para P. brasiliensis (Tabela 1, pagina
27). Apesar de sua boa atividade, a anfotericina B esta associada com
uma substancial atividade -citotdxica, colocando-o numa posi¢do
delicada em casos de tratamento prolongado. Os efeitos téxicos da
anfotericina B, associado ao alto custo do tratamento, abre campo para
o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos voltados ao tratamento
de doencas parasitarias.

Tabela 1: Comparacéo da atividade antifingica do derivado mais ativo
contra P. brasiliensis frente as drogas controles.

Compostos P. brasisliensis - MIC (ug/mL)
2b 1,9
Anfotericina B 0,006

Trimetoprim-sulfametoxazol 300
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Conforme mensionado anteriormente, os derivados de 6-
quinolinil-chalconas 1-3/a-g também tiveram sua atividade citotoxica
avaliada. Foram investigados o crescimento e a sobrevivéncia de trés
linhagens de células de cancer humano, UACC-62 (melanona), MCF-7
(mama), e TK-10 (rins). Dos 18 compostos testados, 9 apresentaram
mais de 70 % de inibicdo de crescimento das células cancerigenas.
Sendo a ICsy dos compostos mais potentes, em comparacdo com a droga
controle, etoposideo, apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2: ICg (ug/mL) da atividade anticancer dos derivados de 6-
quinolinil-chalconas.

Compostos MCF-7 TK-10 UACC-62
12 1,10 £ 0,46 7,00£0,10 3,83+0,30
1c 0,19 + 0,01 - 22,5+35
le 6,30 = 0,30 1,00£0,05 5,65%0,50
1g 0,96 + 0,10 - -
2b 8,30 £ 0,20 1,00£0,01 5,30+0,50
2C 1,15+ 0,20 525+1,00 4,30+0,90
2e 4,30+ 0,20 0,19+0,01 2,75+0,30
2f 6,60 + 0,20 1,10£0,10 4,70+0,90
29 6,60 = 0,20 1,70+ 0,60 4,90+0,90

Etoposideo 0,03+0,01 20,40+0,01 1,40%0,01

Como pode ser observado na Tabela 2, todos os derivados
analisados mostraram ICsq inferior ao etoposideo, droga controle
utilizada, no teste frente a linhagem de células de cancer de rim (TK-
10). Estes resultados, aliados aos resultados do teste antiflingico,
demonstram o alto potencial do nicleo 6-quinolinil-chalcona para servir
como modelo para a sintese de novos derivados no ambito do
desenvolvimento de novas substancias para o tratamento anticancer, e
antifungico.

A estrutura dos derivados de 6-quinolinil-chalconas, aliado ao
crescente interesse na sintese e investigacdo das atividades bioldgicas de
compostos que apresentam na mesma estrutura diferentes ndcleos de
origem natural, nos inspirou o planejamento da sintese de novos
derivados 6-(4,5-di-hidropirazolil)-quinolina 4, 5, 6 e 7 (Figura 2). A
finalidade se obter estes compostos é investigar a influéncia que novos
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heterociclos incorporados a molécula poderiam causar na atividade
bioldgica. Sendo o principal foco, as atividades antiflngica, citotdxica e
inibidora da enzima acetilcolinesterase. Também pensando numa
possivel aplicacdo destas moléculas para o desenvolvimento de novos
candidatos a farmacos para o tratamento antiflngico, antitumoral e
doenca de Alzheimer.

Figura 2: Derivados de 6-(4,5-di-hidropirazolil)-quinolina que foram
sintetizados e avaliados neste trabalho.
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Visando a obtencdo de compostos com potencial atividade
biologica, a modificacdo da estrutura das 6-quinolinil chalconas, foi
realizada pensando-se em inserir em uma mesma molécula, grupos de
origem natural, que apresentem na literatura, uma boa versatilidade de
atividades farmacoldgicas a eles relacionadas. Assim sendo, além da
quinolina que dispde de um vasto leque de aplicacfes bioldgicas, foram
foram incorporados & molécula, os nicleos pirazolina e tiazol, devido a
alta versatilidade apresentada por esses nicleos a respeito de atividade
farmacoldgicas.
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2-Revisdo da Literatura

2.1. Quimica verde

O meio ambiente é um sistema altamente complexo
compreendido por uma parte bidtica e outra abidtica, no qual existe uma
continua troca de matéria e energia que no entanto deve sempre
permanecer em equilibrio. Este equilibrio pode ser afetado por inimeros
fatores dentre eles a liberacdo substancias quimicas no ambiente.
(Wieczerzak, Namie$nik et al. 2016)

A principio toda atividade humana pode causar poluicdo
ambiental em maior ou menor grau, porém algumas delas produzem
grande influéncia no nivel de impacto antropogénico. Dentre estas
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podemos considerar atividades de diferentes areas, tais como: industria
petroquimica, mineracdo de pedras e metais preciosos e industria de
baterias. Além da polui¢do proveniente de outras atividades humanas,
como o transporte, agricultura, servicos de limpeza e esgoto
(Wieczerzak, Namiesnik et al. 2016).

O termo, quimica verde, que refere-se ao design de produtos
guimicos e processos que reduzem ou eliminam o uso ou geracdo de
residuos e compostos perigosos, surgiu da preocupacdo com a
prevencdo da poluicdo através do uso dos chamados ““solventes verdes”.
Planejamento do processo quimico para obter um produto final que usa
a mesma quantidade de material (economia atbmica e catalise) €
essencial para uma aproximacdo de quimica verde. Nos anos 90 esta
ideia comecou a se expandir lentamente pela Europa e nos Estados
Unidos, e foi aplicada primeiramente na sintese quimica e na engenharia
quimica. (Pérez and Escandar 2016, Wieczerzak, Namiesnik et al. 2016)

Para a quimica verde a implementacdo de processos livres de
solvente seria o ideal, porém, eles sdo quase inevitaveis devido ao seu
papel crucial na dissolucéo de solidos, de massa e transferéncia de calor,
influenciando viscosidade e nas etapas de separacdo e purificacdo. Desta
forma, duas estratégias sdo utilizadas: a substituicdo de solventes
derivados do petréleo por solventes provenientes de fontes renovaveis, e
a substituicdo de solventes perigosos por aqueles que apresentam
melhores propriedades ambientais, de salde e seguranca.(Espino, de los
Angeles Fernandez et al. 2016).

Sintese organica assistida por ultrassom como uma ferramenta da
guimica verde é uma poderosa técnica que vem sendo usada cada vez
mais para acelerar a velocidade das reagfes. O uso da radia¢do
ultrassbnica pode ser extremamente eficiente e aplicavel para uma
grande quantidade de sinteses (Banitaba, Safari et al. 2013).

Dessa forma, a utilizacdo do ultrassom em reacBGes organicas
pode apresentam uma série de vantagens que vdo de acordo com 0s
principios da quimica verde, tais como (Sancheti and Gogate , Mason
1997, Mason 2003):

e Aumento da seletividade
Uso de menos solventes perigosos
Menor consumo de energia para a transformagéo desejada
Utilizacdo de fontes de alimentacdo renovaveis e sustentaveis
Menor tempo de reagdo
Melhor aproveitamento dos reagentes e catalisadores.
Economia atbmica
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2.2. Heterociclos de Importancia Bioldgica.

Para este trabalho serd dada uma atengdo especial para trés
classes de compostos heterociclos: quinolina, pirazolina e tiazol. Todos
apresentam uma vasta gama de atividades bilégicas, como: antimaldrica,
antibacteriana, antiflngica, anticonvulsivante, analgésica
antituberculose  (Marella, Tanwar et al. 2013), anticancer,
antimicrobiana, antinocicepitiva, antiviral e anti-inflamatéria (Liu, Li et
al. 2012). A énfase nestes trés heterociclos se da pelo fato de as
moléculas alvos que foram sintetizadas neste trabalho, apresentarem em
uma mesma estrutura a combinacdo de dois ou até mesmo trés dos
nucleos citados, realizando assim, a chamada hibridizacdo molecular.

2.2.1. Atividades bioldgicas relacionadas ao nucleo quinolina

Quinolina (estrutura 8, Figura 3, pagina 33), ou l-aza-naftaleno
ou benzopiridina é um heterociclo aromatico que contém um atomo de
nitrogénio em sua estrutura. Sua férmula molecular é CgH;N com um
peso molecular de 129,16 g.mol™. Quinolina é uma base terciaria fraca e
pode formar sal na presenca de acidos e sofre reacGes semelhelhantes as
da piridina e do benzeno. Podendo sofrer reagdes de substituicdo tanto
nucleofilica quanto eletrofilica. N&do é toxica para 0s seres humanos por
absorcao oral ou inalacdo (Marella, Tanwar et al. 2013).

Figura 3: Estrutura da quinolina
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O nucleo quinolina esta presente em uma série de compostos de
origem natural (alcaloides cinchona) e substancias farmacologicamente
ativas, dispondo de uma vasta gama de atividades biol6gicas a ela
relacionada. A quinolina tem sido descrita possuir atividade
antimalérica, antibacteriana, antifingica, anticonvulsivante, anti-
inflamatdria e analgésica (Marella, Tanwar et al. 2013).
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Lee et al (Lee, Chang et al. 2016) reportaram em seus estudos a
sintese de derivados de 2-(fenilsulfonil)quinolina N-hidroxiacrilamidas
(Figura 4). O estudo de relacdo estrutura atividade revelou que o
composto N-hidroxi-3-[3-(quinolina-2-sulfonil)-fenyl]-acrilamida
(Figura 4, composto 9) apresenta atividade enzimatica e celular. O
estudo também revelou um efeito no grau de acetilacdo da histona H3 e
a-tubulina. Estudos in vivo, mostraram que o composto 9 inibe o
crescimento do HCT116 (células de cancer de co6lon) em
xenotransplantes.

Figura 4: Estrutura do composto N-hidroxi-3-[3-(quinolina-2-sulfonil)-
fenyl]-acrilamida
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Uma quinolina baseada em quimiossensor fluorescente (QLSA
estrutura 10, Figura 5, pagina 34) para deteccdo de ions Zn~" foi
reportada por Liu et al (Liu, Dong et al. 2016). Esta quinolina néo
fluorescente é capaz de detectar fons Zn** com alta sensibilidade e
favoréavel especificidade. O limite de deteccdo foi cerca de 10® mol.L ™.
Os estudos realizados mostraram ainda que 0 sensor apresenta baixa
toxicidade e alto stokes shift, caracteristicas desejadas para um
fluoréforo em imagens ao vivo de células. Além disso, foi estudada a
aplicacdo deste sensor em imagens de fluorescéncia de células Hela por
microscopia confocal de fluorescéncia, sugerindo que o sensor pode ser
uma ferramenta Gtil para controlar os niveis Zn* in vivo.

Figura 5: Estrutura do sensor QLSA.
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Segundo Palluotto et al (Palluotto, Sosic et al. 2016), a quinolina
fundida com outros sistemas heterociclos ¢ um importante alvo no
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campo do desenvolvimento de farmacos anticancer. Em seus estudos foi
relatada a sintese de uma série de tetraciclicos quinolino[3,4-
b]quinoxalinas substituidos (estruturas 11 e 12, Figura 6) e triclicos
piridazino[4,3-c]quinolinas substituidas (estrutura 13, Figura 6). Os
compostos foram avaliados contra duas linhagens de células humanas de
cancer (HeLa e MCF-7). Praticamente todos os compostos testados da
série quinolino[3,4-b]quinoxalinas mostraram alguma atividade e dois
deles mostraram alta citotoxicidade com ICsq na faixa de 2 uM.

Figura 6: Estrutura dos compostos sintetizados por Palluotto et al

Em 2016 Perin et al (Perin, Nhili et al. 2016) foi reportada a
sintese e investigacdo do potencial antiproliferativo de uma série
benzimidazo[1,2-a]quinolinas (estrutura 14, Figura 7, pagina 35)
substituidos por 2-amino, 5-amino e 2,5-diamino preparados através do
uso de microondas. As atividades antiproliferativas foram avaliadas in
vitro contra células de carcinoma de colon, pulmdo e mama. As
atividades variaram da faixa submicromolar ao micromolar. A forte
atividade antiproliferativa foi demonstrada pelos derivados 2-amino
substituidos, entretanto os derivados 5-amino e 2,5-amino mostraram-se
muito menos ativos. Os derivados com um grupo 4-metil e 3,5-dimetil-
1-piperazinil foram os mais ativos. Uma andlise de QSAR foi
realizadada e indentificou que a capacidade de fazer ligacdo de
hidrogénio, hidrofobicidade, flexibilidade molecular e distribuicdo de
regibes hidrofébicas influenciam diretamente na alta atividade destes
derivados.
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Figura 7: Estrutura base das moléculas estudadas por Perin et al (Perin,
Nhili et al. 2016)
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El-Gamal et al (ElI-Gamal, Hagrs et al.201) reportaram
recentemente a sintese e avaliacdo da atividade antimicrobiana de novos
derivados de quinolina fundidos com diferentes heterociclos (Figura 8,
pagina 36). Todos 0os compostos sintetizados tiveram sua atividade
antimicrobiana avaliada contra Streptococcus pneumonia e Bacillus
subtilis como exemplo de bactértia gran positiva, Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli, como exemplo de bactéria Gran-
negativa, e  Aspergillus fumigatus, Syncephalastrum racemosum,
Geotriucum candidum e Candida albicans, representando os fungos. A
maioria dos compostos testados apresentaram atividade moderada contra
0s microorganismos alvos. Porém os compostos 15 e 16 (Figura 8)
mostraram alta atividade contra as bactérias Gran-positivas, e 0s
compostos 16] e 17 (Figura 8) foram bastante potentes contra
Escherichia coli frente aos ensaios realizados. Com rela¢do aos ensaios

antiflngicos, os compostos 16 e 18 (Figura 8) mostraram alto potencial
frente as cepas selecionadas.

Figura 8: Estruturas que apresentaram melhores resultados
antimicrobianos nos ensaios realizados no estudos de EI-Gama et al (El-
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Gamal, Hagrs et al.)
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O grupo de pesquisa de Zuo et al (Zuo, Garrison et al. 2016)
reportaram a sintese e investigacdo da atividade antiflingica, contra
Candida albicans e Cryptococcus neoformans, de 19 derivados de
guinolinas halogenadas (Figura 9, pagina 37). Quatro derivados
inibiram o crescimento de C. albicans com concentragdo inibitdria
minima (CIM) de 100 nM. Contra Cryptococcus neoformans 16
analogos mostraram-se potentes com CIM na faixa de 50 — 780 nM.



39

Figura 9: Estrutura dos compostos sintetizados e avaliados por Zuo et al
(Zuo, Garrison et al. 2016)
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Shobeiri et al (Shobeiri, Rashedi et al. 2016) reportaram a sintese
e avaliacdo da atividade citotoxica contra quatro linhagens de células
cancerigenas (MCF-7, MCF-7/MX, A-2780, e A-2780/RCIS), de nova
série de derivados 2-aril-trimetoxiquinolina. Cinco dos compostos
testados (compostos 19-23, Figura 10, pagina 38) mostraram
significante atividade citotdxica com ICs na faixa de 7,98 — 60 uM. Da
série de compostos, 22 apresentou a maior atividade antiproliferativa e
mostrando-se também o melhor inibidor da polimeriza¢éo da tubulina.
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Figura 10: Estrutura dos copostos estudada por Shobeiri et al (Shobeiri,
Rashedi et al. 2016)
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Coa et al (Coa, Castrillon et al. 2015) reportaram a sintese e
investigagdo da atividade leishmanicida e tripanocida de 10 derivados
hibridos de quinolina-hidrazona (Figura 11). Os compostos sintetizados
foram avaliados contra a forma amastigota do L.(V) panamensis, a
espécie de Leishmania mais comum na Colémbia, e Trypanosoma cruzi
gue é a espécie mais patogénica para humanos. Os compostos 24, 25 e
26 (Figura 11) mostraram atividade contra L.(V) panamensiscom com
ECso na faixa de 2,6 — 21,2 mM, enquanto que 0s compostos 25 e 27
(Figura 11) mostraram melhor atividade contra o T. cruzi que o fa&rmaco
padrdo utilizado, com ECsy de 40,3 mM. Os resultados obtidos sugerem
gue estas moléculas possuem potencial para serem aplicadas no
desenvolvimento de novos farmacos leishimanicida e tripanocida.

Figura 11: Estrutura dos hibridos de quinolina-hidrazona mais ativos
nos estudos que Coa et al (Coa, Castrill6n et al. 2015)
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Uma nova série de pirazolo[3,4,h]-quinolina (estrutura 28,
Figura 12, pagina 39), heteroanalogos da angelicina (estrutura 29,
Figura 12), foi sintetizada por Spano et al (Spano, Parrino et al. 2015).
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Um grande ndmero de derivados foi obtido e a fototoxicidade celular
avaliada in vitro contra 5 diferentes linhagens de células de tumores
humanos com valores de Glsp na faixa de 14,52 — 0,04 pM. Os
compostos selecionados foram capazes de fotoinduzir a morte celular
massiva com o envolvimento da mitocondria. Seus alvos celulares
fotodanificados foram proteinas e lipidios ndo causando nenhum tipo de
fotodano ao DNA. Estes resultados séo de consideravel importancia na
modulacdo dos efeitos colaterais.

Figura 12: Estrutura da angelicina e pirazolo[3,4,h]-quinolina.
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Parasitas Plasmodium degradam a hemoglobina e produzem
espécies reativas de oxigénio. Segundo Gamboa de Dominguez et al
(Gamboa de Dominguez, Charris et al. 2015), compostos quinolinicos
tem demonstrado atividade contra a degradacéo da hemoglobina, sendo
gue o composto 2-acido-5,8-metiltieno-[2,3,b]-quinolina (TQCA 30,
Figura 13, pagina 40) representa um recente inibidor para esse
processo. Assim, um estudo foi realizado para determinar a habilidade
do TQCA de modificar o grau oxidativo no eritrdcito infectado do
Plasmodium-berghei. Apds hemolise, atividades das enzimas
superoxido dismutase, glutationa peroxidase, glutationa redutase e
dehidrogenase, bem como a peroxidacéo lipidica foram investigadas por
espectrometria.  Acidos graxos saturados e insaturados foram
determinados por CG e HPLC, e os efeitos in vivo do TQCA foi
confirmado pelo teste modelo malaria murina. A atividade da glucose-6-
fosfatase dehidrogenase e 6-fosfogluconato dehidrogenase em celulas
infectadas foi diminuida respectivamente em 75,1% e 26,5% pela acdo
do TQCA.
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Figura 13: Estrutura do TQCA
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Liao et al (Liao, Hu et al. 2015) relataram a sintese e atividade in
vitro contra c-Met Kinase e quatro linhagens de células cancerigenas
(A549, H460, HT-29 e MKN-45), de uma série de 4-(2-
fluorfenoxi)quinolinas (composto 31, Figura 14) que contém um
imidazol incorporado na molécula. A maioria dos compostos
apresentaram atividades moderadas a excelentes nos ensaios celular e
enzimatico. O anéalogo mais promissor (composto 32, Figura 14)
mostrou uma ICsg = 1,42 nM contra c-Met kinase, e também apresentou
atividade 2,1 e 8,6 vezes maior na inibicdo do crescimento das células
H460 e MKN-45, respectivamente, quando comparados com o controle
foretinibe (composto 33, Figura 14), farmaco controle utilizados nos
testes.

Figura 14: Estrutura do foretinib e dos derivados de 4-(2-

fluorfenoxi)quinolinas estudadas por Liao et al (Liao, Hu et al. 2015)
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A inibicdo da atividade das enzimas histonas deacetilases
(HDAC) tem se tornado uma estratégia promissora para reverter o
estado epigenético anormal do céncer e outras doengas. Com isso,
inibidores do HDAC tornaram-se uma classe relativamente nova de
agentes anticancer. Wang et al (Wang, Hou et al. 2015) apresentaram
em seus estudos a sintese de uma série de novos inibidores HDAC
usando varios anéis quinolinicos substituidos (estrutura 34, Figura 15).
Estudos in vitro mostraram que alguns compostos tém boa atividade
inibitéria contra HDAC e potente atividade antiproliferativa frente a
algumas linhagens de células tumorais.

Figura 15: Estrutura estudada por Wang et al (Liao, Hu et al. 2015)

Em um estudo publicado por Soares et al (Soares, da Silva et al.
2015) foi investigada a atividade antiplasmodial de 10 novos compostos
derivados da quinolina, cinco deles combinados com sulfonamida
(estrutura 35, Figura 16, pagina 42) e outros cinco com grupo hidrazina
(estrutura 36, Figura 16) ou hidrazida (estrutura 37, Figura 16). Os
compostos foram avaliados de acordo com sua citotoxicidade contra as
linhagens de células HepG2 e Hela, suas atividades antimalarial contra
cepas cloroguina (estrutura CQ, Figura 16) (CQ)-sensitiva e CQ-
resistentes do Plasmodium falciparum e, finalmente, sua acdo
esquizonticida em camundongos infectados com Plasmodium berghei
NK65. Os compostos ndo exibiram nenhuma acéo citotéxica contra as
células testadas até a concentragdo de 100 pg/mL. Além disso, os
derivados contendo grupo hidrazina ou hidrazida foram menos
citotdxicos frente a linhagem de células testadas e mais ativos contra as
cepas CQ-sensitiva e CQ-resistentes do Plasmodium falciparu. Quando
testado in vivo, 0 composto 38 (Figura 16) mostrou atividade contra o
desenvolvimento parasitas no sangue similar ao observado com CQ,
farmaco de referéncia. Os resultados sugerem a importancia de estudos
mais aprofundados com este mesmo composto por ser promissor na
quimioterapia antimalarial.
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Figura 16: Estrutura da cloroquina e derivados de quinolina estudados
por Soares et al (Soares, da Silva et al. 2015).
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Nos estudos de Patel et al (Patel, Gangwal et al. 2015) foi
relatada a sintese e investigacdo da atividade antituberculose, de trés
séries de derivados de quinolina 2,4-disubstituidas (estrtuturas 39-41,
Figura 17). Os compostos sintetizados foram avaliados contra cepas de
Mycrobacterium tuberculosis H37Rv. Os compostos mais promissores
das trés séries apresentaram valores de CIM entre 3,12 e 6,25 pg/mL.
Nenhum dos compostos testados exibiu citotoxicidade até a
concentra¢do maxima usada nos testes, que foi de 200 pg/mL.

Figura 17: Estrutura base das séries estudadas por Patel et al (Patel,
Gangwal et al. 2015).
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2.2.2.  Atividades bioldgicas relacionadas ao nucleo 4,5-di-
hidropirazol

O nucleo 4,5-di-hidropirazol ou pirazolina (estrtutura 42, Figura
18, pagina 44) é um heterociclo bastante versatil que apresenta dois
atomos de nitrogénio interligados em uma estrutura ciclica com anel de
cinco membros. As pirazolinas, bem como pirazoéis 43 e pirazolidina 44
(Figura 18) apresentam um vasto leque de atividades farmacoldgicas
descritas na literatura e estdo presentes em um grande numero de
farmacos amplamento comercializados visando o tratamento de diversas
patologias, como (Ahmad, Woo et al. 2016):

e Celecoxib® (anti-inflamatério, usado no tratamento da
osteoartrite e artrite reumatoide Estrutura 45, Figura 18);

e Famprofazone® (analgésico, anti-inflamatério e antipirético.
Estrutura 46, Figura 18);

o Deracoxib® (anti-inflamatério, usado no tratamento de
osteoartrite em cachorros. Estrutura 47, Figura 18);

e Sulfinpirazona® (usado no tratamento da urease, ou artrite gotosa
crbnica. Estrutura 48, Figura 18);

e Apixaban® (utilizado para prevencdo do tromboembolismo.
Estrutura 49, Figura 18);

e Allopurinol® (inibidor da xantina oxidase, usado para tratar o
excesso de acido Urico no sangue. Estrutura 50 Figura 18);

e Rimonabant® (¢ um anorético antiobesidade, utilizado para
reducdo de peso. Estrutura 51, Figura 18);

e Ruxolitinib® (indicado para o tratamento de mielofibrose, um
tipo de cancer provocado pelo desenvolvimento anormal de
células da medula 6ssea. Estrutura 52, Figura 18);

e Sulfafenazol® (antibidtico, antibacteriano. Estrutura 53, Figura
18);

e Fenazone® (anti-inflamatdrio, analgésico e antipirético. Estrutura
54, Figura 18).


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616301663#b0225
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616301663#b0240
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616301663#b0250
http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0968089616301663#b0260
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Figura 18: Estrutura de alguns farmacos comercializados que
apresentam pirazol, pirazolina ou pirazolidina em sua estutura
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Uma nova série de pirazolina-oxazolina foi sintetizada por
Pandey e colaboradores (Pandey, Sharma et al. 2016), e teve sua
atividade antimalarial testada contra cepas resistentes e sensiveis a
cloroquina. O analogo mais potente (estrutura 55, Figura 19, pagina 45)
mostrou uma I1Cso = 0,322 uM para o teste in vivo contra o Plasmodium
berghei em camundongos. Os resultados obtidos no estudo sugerem que
esta classe de compostos pode servir de modelo para o desenvolvimento
de novos agentes para o0 combate da malaria.
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Figura 19: Anéalodo mais ativo nos estudos de Pandey et al (Pandey,
Sharma et al. 2016).

e

Ahmad et al (Ahmad, Husain et al. 2016) reportaram a sintese de
duas novas séries de pirazolinas (estruturas 56 e 57, Figura 20, pagina
46). Os compostos foram avaliados quanto as atividades antibacteriana,
antifungica e antituberculose. Os derivados exibiram significante
atividade contra Stafilococus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas
aeruginosa quando comparados com o padrdo utilizado nos testes, 0
farmaco ciprofloxacin. O composto 57a (Figura 20) mostrou potente
atividade contra o fungo Candida albicans e Aspergillus niger, com
resultados superios aos encontrados para o cetoconazol, farmaco
controle. Os resultados da atividade antituberculose, dos compostos
sintetizados, contra Mycrobacterium tuberculosis H37Rv pelo método
de microdiluicdo do agar foi bastante promissor. Trés dos compostos
(57a, 57b e 57c, Figura 20) testados contra tuberculose apresentaram
atividades superiores ao padrdo estreptomicina, com uma CIM de 3,12
pg/mL contra 6,25 pg/mL. Estes resultados sugerem o alto potencial do
ndcleo pirazolina na investigacdo de atividade antimicrobiana.
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Figura 20: Estrutura das pirazolinas estudadas por Ahmad et al
(Ahmad, Husain et al. 2016)
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Uma nova série de derivado de triaril pirazolina contendo dioxina
foi sintetizada por Yang et al (Yang, Yang et al. 2016). Estes compostos
foram avaliados quanto a atividade inibitoria e antiproliferativa do B-
Raf (proteina envolvida no crescimento celular, sendo que, anomalias
nessa proteina tem sido associadas ao desenvolvimento de canceres). O
composto 58 (Figura 21) mostrou atividade bioldgica contra as
linhagens de célula de melanona humano BRaf"®"F e WM266.4 com
valores de ICso de 0.04 uM e Gl de 0,87 pM, sendo estes resultados
comparaveis aos controles positivos (Erlotinib e Vemurafenib, Figura
21) utilizados nos testes.

Figura 21: Estruturas do composto mais ativo nos experimento de Yang
et al (Yang, Yang et al. 2016) e dos farmacos Vemurafenib e Erlotinib.
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Abdel-Sayed et al (Abdel-Sayed, Bayomi et al. 2016)
sintetizaram e testaram farmacol6gicamente um grupo de 1,3,5-
trisubstituidos pirazolinas (59-65, Figura 22). Os compostos sitetizados
foram avaliados quanto a sua atividade anti-inflmatoria, analgésica e
inibidora in vitro do COX-1/2. Cinco dos compostos testados
apresentaram atividadea anti-inflamatdria e analgésica mais potente que
o farmaco de referéncia (celecoxib 46, Figura 22) utilizado nos testes.
Trés dos compostos quando testados quanto a inibicdo do COX-1/2
usando o ensaio in vitro da inibigdo da ciclooxigenase, mostraram
seletividade apenas para 0 COX-2, ou seja, estes compostos podem ser
importantes no desenvolvimentos de novos agentes no combate do
alivio da inflamacdo e da dor nocicepitiva. Uma vez que, 0 COX-2 esta
diretamente ligado a dor provocada por estimulos.

Figura 22: Estrutura base dos compostos estudados Abdel-Sayed et al
(Abdel-Sayed, Bayomi et al. 2016) e estrutura do farmaco celecoxib.
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Shamsuzzaman et al (Shamsuzzaman, Khanam et al. 2016)
reportaram a sintese de trés analogos de 2'-(2",4"-dinitrofenil)-5a-
colestano[5,7-c d]pirazolinas (66a-c, Figura 23, pagina 48). Os
compostos sintetizados tiveram sua atividade antimicrobiana avaliada
para diferentes cepas, sendo que o composto 66¢ (Figura 23) apresentou
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potente atividade contra Corynebacterium xerosis e Staphylococcus
epidermidis. Os compostos também foram avaliados in vitro quanto a
sua atividade anticancer sendo que o composto 66¢ (Figura 23)
apresentou significante atividade.

Figura 23: Estrutura das pirazolinas estudadas por Shamsuzzaman et al
(Shamsuzzaman, Khanam et al. 2016)

Algumas novas pirazolinas ligadas a um esqueleto pirazol
substituido foram sintetizadas e evaliadas quanto a sua atividade anti-
inflamatdria, analgésica e antibacteriana, por Viveka et al (Viveka,
Dinesha et al. 2015). Os resultados preliminares revelaram que o0s
compostos 67a-c (Figura 24, pagina 49) exibiram atividade anti-
inflamatdria, e 0os compostos 67b e 67c foram interessantes agentes
anlgésicos. Nos testes antibacterianos, os compostos que apresentam um
atomo de halogénio como substituinte do fenil na posi¢do 4 do anel
(estruturas 68d-g, figura 24) mostraram-se ativos contra bactérias
patogénicas, com MIC entre 0,2 — 0,4 mg/mL.
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Figura 24: Estrutura dos compostos sintetizados e avaliados por Viveka
et al (Viveka, Dinesha et al. 2015).
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Trés séries de pirazolinas substituidas (estruturas 68, 69 e 70,
Figura 25) foram sintetizadas por Bano et al (Bano, Alam et al. 2015).
Os compostos sintetizados foram testados contra duas bactérias e quatro
fungos. O composto 68a e 70a-c (Figura 25) apresentaram significante
atividade contra todas as cepas de fungos testadas, sendo os valores da
CIM para o composto 68a comparaveis aos do farmaco fluconazol
(Figura 25), utilizado como padrdo para o0s testes.

Figura 25: Estrutura dos compostos estudados por Bano et al (Bano,
Alam et al. 2015)
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68a R = 2-hidroxifenil

70a R = fenil fluconazol

70b R = 2-metoxifenil
70c R = 2-nitrofenil

He et al (He, Ma et al. 2015) reportaram a sintese de 28 novos
derivados contendo o nlcleo pirazolina, e avaliaram o potencial
inibitério na produgdo do mediador anti-inflamat6rio oxido nitrico
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(NO). Dentre todos os compostos, trés (71a-c, Figura 26) mostraram
potente efeito inibitério na producdo de NO e iNOS (oxido nitrico
sintase na isoforma incubada). O compostos 71a (Figura 26) mostrou
ainda que, pode suprimir o progresso do edema induzido por
carregenina na pata traseira de camundongos, quando tratados com uma
uma dose de 50 mg/kg ao dia, e mostrou media¢do dose- dependente
qguando testado contra artrite induzida por adjuvante, evitando o
desenvolvimento de artrite severa.

Figura 26: Estrutura dos derivados de pirazolina estudados por He et al
(He, Ma et al. 2015)
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71b R= CHj3
71¢c R= CH,CI

Em 2015, Isuasty et al (Insuasty, Ramirez et al. 2015) relataram a
sintese de uma série de pirazolinas baseadas na estrutura da cafeina
(estruturas 72 e 73, Figura 27). Os compostos tiveram a atividade
antimalarial, leishmanicida e tripanocisa avaliada in vitro. O composto
72a (Figura 27) apresentou excelente percentual de inibicdo do
crescimento (85.2 +5.4%) do Plasmodium falcioarum (maléria). Os
compostos 73a e 73b (Figura 27) inibiram fortemente (82.8 + 1.7 and
87.6 = 0.5% respectivamente) o crescimento de Leishmania panamensis
(leishmaniose). E os compostos 72b (Figura 27) mostraram um
percentual de inibicdo do crescimento de 61,9 + 7.8% de Trypanosoma
crusi. Todos os ensaios foram relizados na concentragdo de 20 pg/mL.

Figura 27: Estrutura dos derivados de pirazolina estudads por Isuasty et
al (Insuasty, Ramirez et al. 2015).
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No ano de 2015 Qin et al (Qin, Li et al. 2015), publicaram a
sintese e avaliacdo bioldgica de uma nova série derivados contendo o
nucleo pirazolina. Dentre todos analogos sintetizados, o composto 74
(Figura 28) apresentou a mais potente atividade antiroliferativa contra
as linhagens de células A549 (cancer de pele), MCF-7 (cancer de mama)
e HepG-2 (cancer de figado) (ICso = 0.07 mM, 0.05 mM, 0.03 mM,
respectivamente) e atividade inibitéria da polimerizacdo da tubulina
(IC5o = 1.88 mM). Os autores afirmam que estes estudos fornecem uma
nova base molecular para o desenvolvimento de novos agentes
anticancer que visam a tubulina como alvo terapéutico.

Figura 28: Estrutura do composto mais ativo nos estudos de Qin et al
(Qin, Li et al. 2015)
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Nos estudos publicado por Altintop et al (Altintop, Ozdemir et al.
2015) foi relatada a sintese de novos derivados tiazolina-pirazolina. Os
compostos foram avaliados para as atividade antifingica, genotdxica
(para 0 compostos com maior atividade antifingica) e citotoxica. O
composto 75 (Figura 29, pagina 52) foi considerado como sendo 0 mais
promissor, devido a baixa toxicidade, auséncia de efeito mutagénico e
notavel atividade inibitéria de Candida zeylanoides com valor de CIM
de 250 ug/mL, o mesmo apresentado pelo cetoconazol (Figura 29). Em
relacdo aos ensaios anticancer, o composto 76 (Figura 29) apresentou
os melhores resultados contra a linhagem de células A549 (cancer de
pele) com um ICsy = 62,5 pg/mL, contra 45,88 ng/mL da cisplatina
(Figura 29), farmaco controle utilizado nos testes, além de baixa
citotoxicidade contra células normais.
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Figura 29: Estrutura dos composts 75, 76 e dos farmacos cetoconazol e
cisplatina.
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A sintese de novos derivados de pirazolina com propriedades
antibacterianas foi publicada por Rani et al (Rani, Yusuf et al. 2015).
Os compostos foram avaliados contra duas bacterias Gran-positivas e
duas Gran-negativas, Aeromonas hydrophila, Yersinia enterocolitica,
Listeria monocytogenes, e Staphylococcus aureus. Os resultados
mostraram que 0s compostos 77 e 78 (Figura 30) apresentam atividade
antibacteriana mais pronunciada que os farmacos Gentamicina
eTetraciclina, utilizados como controle nos testes.

Figura 30: Estrutura dos compostos 77 e 78.

Uma nova série de analogos de pirazolina 79a-h (Figura 31,
pagina 53) foi sintetizada por Lu et al (Lu, Gu et al.) e avaliada in vitro
guanto a sua atividade anticancer contra a linhagem de células A549. Ao
final, os compostos apresentaram um bom potencial, em particular, 0s
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derivados que apresentam um grupo funcional tiometil e metoxi na
estrutura. O estudo revelou a eficicia das presentes moléculas pra
estudos futuros no desenvolvimento de potenciais agentes anticancer.

Figura 31: Estrutura das pirazolinas estudadas por Lu et al (Lu, Gu et
al)
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2.2.3. Sintese de Pirazolinas

A breve revisdo da literatura sobre a sintese e atividade bioldgica
de compostos contendo nucleos pirazolina, sugere que a obtengdo de
novos derivados pirazolinicos, pode ser uma ferramenta importante para
0 desenvolvimento de novas moléculas com potencial atividade
bioldgica, para obtengdo de novos candidatos a farmacos. De forma
geral, os métodos apresentam uma caracteristica em comum: a
ciclizagdo da carbonila a,B-insaturada presente nas chalconas utilizando
derivados de hidrazina na presenga de &cido ou base. Cabe salientar
alguns estudos recentes que mostram a versatilidade desta metodologia.

Em 2016, Miguel et al (Miguel, Dantas et al. 2016) apresentaram
um estudo que descreve a sintese de uma nova série de derivados de
pirazolinas. A metodologia utilizada na preparacdo dos derivados
(Esquema 1, pagina 54), parte da preparacdo de chalconas (estrutura
[C], Esquema 1), através da condensacdo alddlica entre diferentes
acetofenonas e benzaldeidos (estruturas [A] e [B], Esquema 1)
utilizando o método classico de Claisen-Schimitd. Os derivados de
chalconas reagem com derivados de hidrazina (estrutura [D], Esquema
1) na presenga de NaOH, gerando os respectivos derivados de pirazolina
(estrutura [E], Esquema 1).
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Esquema 1: Metodologia utilizada por Miguel et al (Miguel, Dantas et
al. 2016) para a sintese de pirazolinas

0 o}
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X=0ou$S

Joshi et al (Joshi, Dixit et al. 2016) reportaram em seus estudos
um método para a sintese de pirazolinas bastante semelhante ao descrito
no paragrafo anterior, porém com a alteracdo do meio basico para meio
acido. Com isso diferentes chalconas (estrutura [A], Esquema 2)
reagiram com derivados de hidrazina na presenca de &dico acetico,
gerando os respectivos derivados de pirazolinas (estrutura [B],
Esquema 2).

Esquema 2: Método para sintese de pirazolinas utilizado por Joshi et al
(Joshi, Dixit et al. 2016)
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Em 2012, Alam et al (Alam, Nami et al. 2012) utilizaram a
energia fornecida pela radiacdo de microondas para sintetizar uma série
de derivados de pirazolina esteroidal. Para tal, uma mistura da cetona
esteroidal o,B-insaturada (estrutura [A], Esquema 3, pagina 55),
tiosemicarbazida (estrutura [B], Esquema 3) e alumina bésica foram
homogeneizados em um gral. Posteriormente, a mistura é transferida
para um baldo de reacdo e aquecida em um forno microondas por de 30
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segundos a dois minutos, gerando os derivado se pirazolina (estrutura
[C], Esquema 3) com rendimentos que variaram entre 65-90%.

Esquema 3: Metodologia de sintese de pirazolinas utilizada pr Alam et
al (Ahmad, Husain et al. 2016).
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Dadiboyena et al (Dadiboyena, Valente et al. 2014) relataram a
sintese de derivados de pirazolina através de uma reacéo de cicloadicdo
1,3-dipolar, como mostrado no Esquema 4. Nesta sintese o 1,3,3-
trimetil-2-metilenolindolina (estrutura [A], Esquema 4) foi utilizado
como dipolardfilo e o cloreto de fenilbenzohidrazonoil (estrutura [B],
Esquema 4) como dipolar.

Esquema 4: Sintese de pirazolina via cicloadicdo 1,3 dipolar
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2.3.4  Atividades bioldgicas relacionadas ao ntcleo Tiazol

O nucleo 1,3-tiazol 80 (Figura 32, pagina 56) é uma das mais
importantes estruturas na quimica dos heterociclos, sendo também
utilizado no desenvolvimento de novos farmacos. E um esqueleto
encontrado em muitas substancias farmacolégicamente ativas e, em
alguns compostos de origem natural. O tiazol é um versatil bloco de
construcdo que, permite facil acesso a diversos derivados. Assim, nos
Gltimos anos, o interesse na sintese de novos derivados de tiazol, com a
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finalidade de invetigagdo em atividades bioldgicas, tem crescido
consideravelmente (de Moraes Gomes, de Oliveira Barbosa et al. 2016).

Figura 32: Estrutura do tiazol.
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Recentemente de Moraes Gomes et al (de Moraes Gomes, de
Oliveira Barbosa et al. 2016) reportaram a sintese de uma série de
derivados de tiazol, e os compostos foram avaliados quanto a atividade
antiparasitaria. Dentre eles, os compostso 81 e 82 (Figura 33)
apresentaram melhor atividade que o farmaco controle utilizado nos
testes, benznidazol. Os compostos mostraram também atividade contra
cruzain protease, demosntrando serem capazes de matar os parasitas.

Figura 33: Estruturas dos compostos 81 e 82.
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A sintese de 12 novos derivados de tiazol trisubstituidos
(estrutura 83a-1, Figura 34, pagina 57) e o estudo de suas atividades
antimicrobianas foi reportada por Reddy et al (Reddy, Garcia et al.
2016). Todos os compostos foram avaliados quanto a atividade
antibacteriana, e os resultados revelaram um potente atividade tanto para
bacterias Gran-negativas quanto bactérias Gran-positivas. Além disso,
0s compostos também inibiram a germinagdo de esporos contra 0s
fungos Aspergillus niger e Aspergillus flavus. De fato, todos os
compostos testados mostraram atividade ligeiramente superior ao
farmaco controle utilizado, cetoconazol.
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Figura 34: Estrutura dos compostos estudados por Reddy et al (Reddy,
Garcia et al. 2016).
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Xu et al (Xu, Guo et al. 2016) relataram em seus estudos a sintese
de 21 novos derivados de 2,4,5-trisubstituido tiazol (estrutura 84a-u,
Figura 35), como inibidor da trasncriptase reversa ndo nucleosidea do
HIV-1. Dentre todos, os compostos 84n, 84p, 84q e 84s (Figura 35)
mostraram as mais potentes atividades inibitérias contra o HIV-1 com
IC50= 0.010 uM. Além disso, 0s compostos 84d, 84i-k, 84m e 84p
(Figura 35) foram testados em 9 cepas de HIV-1 resistentes, e todos
eles exibiram um efeito inibitério frente aos testes realizados.
Mostrando assim, o potencial do ndcleo para servir como modelo para o
desenvolvimento de novos agentes anti HIV-1.

Figura 35: Estrutura dos 21 compostos estudados por Xu et al (Xu, Guo
et al. 2016).

X a-R1=H, R2=H

R b- R1= H. R2= 2-OMe m- R1= 2-Cl, R2= 2,6-Cl,

c- R1=H, R2= 3-OMe

S. H d- R1= H, R2= 4-OMe
| )N O e-R1=H,R2=4-F
N f-R1=H, R2= 4-CI

84 g- R1=H, R2= 2,6-Cl,
h-R1= H, R2= 3,5-F,
i- R1= 2,4-F5, R2= 2-OMe
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Nos estudos de Khan et al (Khan, Qurban et al. 2016) foi relatada
a sintese de novos derivados de tiazol (estrutura 85A-C, Figura 36,
pagina 58) e a avalia¢do in vitro da atividade inibidora da enzima a-
glicosidase. Os compostos sintetizados mostraram atividades que
variaram entre 1Cso =9.06 £ 0.10-82.50 £ 1.70 uM,  alguns deles
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apresentando resultados melhores que o padrdo utilizado nos testes,
acarbose 1Cso = 38.25 + 0.12 uM.

Figura 36: Estrutura base dos compostos estudados por Khan et al
(Khan, Qurban et al. 2016).
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Recentemente Zhao et al (Zhao, Cui et al.) reportaram a sintese
de novos derivados de tiazol e avaliou a atividade inibitdria do PIN1
humano. PIN1 é um peptideo prolil cis-trans isomerase o qual catalisa a
conversdo conformacional da ligacdo amida do pSer/ Thr-Pro em
substratos de proteinas, motivos pelo qual é um novo e promissor alvo
anticancer. Todos 0s compostos testados que apresentam um grupo
oxalico na estrutura (estrutura 86, Figura 37) demostraram potente
atividade inibitéria de PIN1 com valores de ICs, na faixa do
micromolar.

Figura 37: Estrutura dos compostos estudados por Zhao et al (Zhao,
Cuietal.).
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Como parte de seus estudos de quimica medicinal na busca por
novos agentes antimaldria, Bueno et al (Bueno, Carda et al. 2016)
prepararam uma série de analogos de tiazol (estrutura 87, Figura 38,
pagina 59) e analisou a atividade in vitro contra cepas de Plasmodium
falciparumm  sensivel a cloroquina. Os resultados indicam que,
modifica¢Bes do grupo N-aril amida ligado ao anel tiazol (Figura 38)
sdo mais significanes em termos de atividade antimalarial in vitro,
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deixando os compostos com alta atividade e baixa toxicidade contra a
linhagem de células HepG2.

Figura 38: Estrutura base dos derivados de tiazol estudados por Bueno
et al (Bueno, Carda et al. 2016).
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Uma série de novas moléculas, contendo o anel tiazol na estrutura
foi sintetizado por Pawar et al (Pawar, Sarkate et al. 2016). Os
compostos sintetizados (estrutura 88 e 89, Figura 39) foram avaliados
guanto a sua atividade antimicrobiana contra uma série de cepas de
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus e Escherichia coli  para
atividade antibacteriana e contra cepas de Candida albicons, Aspergillus
flavus e Aspergillus niger para os testes antifungicos. Os resultados
revelaram que a maioria dos compostos testados apresentam de
moderada a boa atividade antimicrobiana.

Figura 39: estrutura base dos compostos 88 e 89.
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Nos estudos de dos Santos et al (dos Santos, da Silva et al. 2016),
foi relatada a sintese de novos derivados de tiazol (estrutura 90a-d,
Figura 40, péagina 60) os quais tiveram o potencial antitumoral e
imunomodulador avaliados. Os compostos ndo apenas exibiram
citotoxicidade nas células de céancer, mas foram também capazes de
causar danos irreversiveis nas células cancerosas através da inducgéo de
necrose e apoptose celular. Os resultados mostraram que 0S novos
derivados aprsentam potente e seletiva atividade anticancer.
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Figura 40: Estrutura dos compostos estudados por dos Santos et al(dos
Santos, da Silva et al. 2016).
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Uma série de novos derivados de tiazol 2,4,5-trisubstituidos 91
(Figura 41) foi sintetizada e teve sua atividade antitumoral avaliada in
vitro contra 5 linhagens de células de cancer. Os compostos 91a, 91b e
91c exibiram as melhores atividade citotoxicas com valores de ICsy de
2,21 pg/mL, 1,67 pg/mL e 1,11 pg/mL, contra as linhagens MCF-7
(cancer de mama), BCG-823 (cancer de estbmago), e HepG2 (cancer de
figado) respectivamente. Além disso, as analises indicaram que 0S
compostos 91a e 91c podem induzir apoptose nas células de cancer de
figado. Os resultados mostram o alto potencial do nucleo tiazol para ser
aplicado no desenvolvimento de novos agentes anticancer (He, Wang et
al. 2016).

Cl

Figura 41: Estrutura dos compostos mais ativos nos estudos de He et al
(He, Wang et al. 2016).
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2.3. Importancia do estudo das propriedades fisico-quimicas
relacionadas aos processos ADME (Absorcéo, DistribuiCéo,
Metabolismo e Excrecdo) no desenvolvimento de potenciais
candidatos a farmacos.

Obter informacdes a respeito das propriedades fisico-quimicas de
farmacos nas primeiras etapas de seu desenvolvimento é de primordial
importancia. Uma vez que, a baixa solubilidade e permeabilidade por
entre as membranas biolégicas estdo entre as principais causas de
descarte de moléculas ativas durante o desenvolvimento de novos
candidatos a farmacos (Dreassi, Zizzari et al. 2009).

e Lipofilicidade

Dentre todos os parametros fisico-quimicos, a lipofilicidade pode
ser considerado um dos mais importantes, por estar diretamente
envolvida em processos farmacocinéticos como absorcéo, distribuicéo,
metabolismo, excrecdo, toxicidade (ADMET) e interag¢des com o ligante
alvo. Portanto, o calculo do coeficiente de particdo (Equacao 1), Log P,
é uma ferramenta indispensavel para se fazer uma previsao a respeito do
transporte e atividade do farmaco (Dreassi, Zizzari et al. 2009).

Equacéo 1: P= [fase organica]/ [fase aquosa]

e Permeabilidade

Outro parametro muito importante a ser investigado durante fase
de descoberta de farmacos é a permeabilidade. Este parametro é
conhecido por ser importante na absorcdo gastrointestinal do farmaco,
porém apresenta também uma importante fungdo em atividades
baseadas em células e penetracdo de tecidos, como a barreira
hematoencefalica (Kerns, Di et al. 2004).

Kansas e colaboradores desenvolveram um ensaio “in vitro” que
mimetiza a permeabilidade de moléculas nas mais diversas membranas
do organismo, 0 chamado “ensaio de Permeabilidade Aparente em
Membrana Paralela Artificial” (PAMPA). Esta é uma técnica que nio
envolve cultura de células, e utiliza dois pocos de solugfes tampdes
aquosas separadas por uma membrana artificial. Esta membrana ¢
constituida por um lipideo em diluente organico suportada por uma
placa matriz porosa (Kerns, Di et al. 2004).

O experimento se da através da diluicdo dos compostos na
solucdo tampado, seguida da adicdo em um pogo doador. O composto se
move por difusdo passiva pela membrana e vai para 0 pogo aceptor. O



64

ensaio PAMPA ¢ realizado em uma placa de 96 pogos e pode ser
rapidamente quantificado por uma placa leitora de UV. Vale lembrar
gue neste teste apenas o transporte passivo é quantificado e que ndo
existe nenhum metabolismo.
e Regra de Lipinski

No cenéario da descoberta de um novo farmaco, a regra de
Lipinski (Lipinski, Lombardo et al. 2001) ou “regra dos 5”, prevé que
para um composto apresentar absor¢do ou permeabilidade satisfatéria,
pardmetros que sdo determinantes para 0 sucesso, 0 mesmo deve
apresentar as seguintes caracteristicas:

No méximo 5 doadores de ligacdo de hidrogénio (NH, OH)
Um méximo de 10 aceptores de ligagdo de hidrogénio (O, N)
LogP<5

Massa molecular inferior a 500 g.mol'l,

AN NN

Candidatos a farmacos que infrinjam duas ou mais destas
caracteristicas, apresentam em geral baixa solubilidade ou
permeabilidade.
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Objetivos

O presente trabalho tem como objetivo central a sintese de novos

derivados de quinolina empregando metodologia que utiliza da radiacdo
ultrassbnica, bem como avaliar 0s compostos quanto a suas
propriedades ADME e possiveis atividades farmacologicas.

3.1. Objetivos especificos

Realizar a sintese de 4 novas séries de derivados de quinolinas;
realizar o estudo de obtengdo dos derivados sintéticos de 6-(4,5-
di-hidropirazolil)-quinolina;

obter os derivados de 6-(4,5-di-hidropirazolil-1-tiocarbamoil)-
quinolina através da metodologia que emprega a utilizacdo de
energia na faixa do ultrassom;

a partir dos compostos citados no item acima obter a série de
derivados de 5-fenil-2-(3-fenil-6-(quinolinil)-4,5-di-hidro-1H-
pirazolil)tiazol, e 5-(4-metoxifenil)-2-(3-fenil-6-(quinolinil)-4,5-
di-hidro-1H-pyrazolil)tiazol fazendo-se também o uso da energia
ultrassonica;

caracterizar os compostos sintetizados através da analise dos
espectros de 1V, EM, RMN *H e °C;

investigar a possivel atividade bioldgica in vitro dos compostos;
sintetizados por meio de diferentes bioensaios:

investigar a atividade antifingica in vitro, e acdo inibitdria da
enzima acetil colinesterase, dos compostos sintetizados

obter os derivados de 6-quinolinil-N-6xido-chalconas, afim de
submeter os compostos mais promissores ao ensaio antiflingico in
vivo.

realizar um estudo a respeito das propriedades relacionadas ao
processo de administracdo, distribuicdo metabolismo e excregéo
(ADME)

determinar o coeficiente de particdo (log de P),

realizar o ensaio de Permeabilidade Aparente em Membrana
Paralela Artificial (PAMPA).
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4. Materiais e Métodos
4.1. Métodos para purificacdo dos compostos

Os compostos foram purificados utilizando-se métodos de
recristalizacdo e fracionamento cromatografico em coluna.

Para o fracionamento cromatografico em coluna foi utilizada
silica gel de granulagcdo 70-230 mesh (0,063-0,2 mm) da Merck e
solventes de qualidade PA. As fracOes eluidas passaram por processo de
concentracdo em evaporador rotatério e o solvente destilado foi
reutilizado no processo cromatografico, sem qualquer purificacdo ou
secagem. Isso acarreta na diminuicdo dos custos para purificacdo dos
produtos e minimiza a contaminagdo do meio ambiente pela diminuigéo
da quantidade de emissao de residuos quimicos.

No caso de purificagdo de misturas mais simples foi realizada
coluna comatogréfica em silica de granulagdo 230-400 mesh (0,04-
0,063 mm) da Macherey-Nagel, com eluicdo no modo isocratico e o0s
respectivos eluentes preparados na propor¢do adequada de diferentes
solventes de qualidade PA. As fracBes obtidas foram analisadas através
de CCD (cromatografia em camada delgada), e as que apresentaram o
mesmo Rf, reunidas e concentradas em evaporador rotatorio, afim de se
obter o produto com pureza analitica.

4.2. ldentificacio dos compostos

A identificacdo dos compostos foi realizada principalmente
através da anélise dos espectros de IV, RMN 'H, RMN *C, EM, ponto
de fusdo e cromatografia em camada delgada (CCD).

Os espectros de absorgdo na regido do IV foram obtidos em
espectrofotdbmetro Perkin Elmer FTIR 16 PC. As amostras foram
analisadas na forma de pastilnas comprimidas de brometo de potassio
anidro.

As analises de ESI-Q-TOFMS foram realizadas em
espectrdmetro de massas micrOTOF-QII (Bruker Daltonics), disponivel
no Laboratdrio Central de Biologia Molecular Estrutural (CEBIME).

Os espectros de RMN foram obtidos em espectrdmetro Varian
Mercury Plus a 400 MHz e espectrdmetro Bruker AC200 para
hidrogénio (RMN de H). Os espectros de carbono 13 (RMN de **C)
foram obtidos através do espectrometro Bruker AC200 a 50 MHz. As
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amostras analisadas foram dissolvidas no solvente deuterado apropriado
e 0s respectivos espectros foram locados em relacéo ao sinal residual do
solvente ndo deuterado ou do tetrametilsilano (TMS).

Para as analises CCD foram utilizadas placas cromatogréaficas
Alugram Sil G/UV254 com 0,20 mm de espessura da Macherey-Nagel.
Os compostos foram visualizados sob lampada de ultravioleta a 254 nm
e por imersdo das placas em anisaldeido sulfirico e/ou solucdo de
sulfato de cério 2 mol/L em &cido sulfirico seguido de aquecimento da
placa.

4.3. Sintese do precursor 6-carbaldeidoquinolina

Esquema 5: Sintese do precursor 6-carbaldeidoquinolina.

| \ _Se0p
0
N7 156 - 160 °C 2

Em um baldo de 100 mL de fundo redondo equipado com uma
barra de agitacdo magnética, foram adicionados 6-metilquinolina (1,74g,
12,18 mmol) e diéxido de selénio (1,42g, 12,78 mmol). A mistura
reacional foi aquecida a 150-160 °C e mantida sob agitacdo durante 24 h
(Esquema 5). Ap0s esse periodo a reacdo foi resfriada a 55 °C, seguida
da adicdo de AcOEt (25 mL). O sistema foi entdo agitado por 5-10 min,
a suspensdo decantou e a solucdo coletada, esse procedimento foi
repetido por 5 vezes. Apés as extracdes, a fase organica foi lavada com
solucdo de NaHCO; (3 x 15 mL) e solucdo de NaCl 15% (1 x 25 mL).
A fase organica foi seca sob MgSO, anidro e evaporada a pressao
reduzida. O produto puro foi obtido na forma de um sélido branco apds
recristalizacdo com éter di-isopropilico/AcOEt (2:1) e um rendimento de
47%; p.f.= 74,0-75,6 °C.

RMN 'H (200 MHz, CDCl;, ppm): & ppm 10,2 (s, 1H, H-9), 9,1 (dd,
J=4,2, 1,7 Hz, 1 H, H-2), 8,4 (s, 1 H, H-5), 8,3 (dd, J=8,3
Hz, 1,7, 1H, H-4), 8,2 (m, 2 H, H-7, H-8), 7,5 (dd, J=8,3, 4,2
Hz, 1 H, H-3).

RMN °C (50 MHz, CDCI3, ppm): &ppm 191,45; 153,10; 150,90;
137,45; 134,33; 133,58; 130,82; 127,7; 126,75; 122,20.
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4.4. Método geral para sintese das 6-quinolinil chalconas la-g (de
Carvalho Tavares, Johann et al. 2011).

Esquema 6: Sintese das 6-quinolinil chalconas.

A H NaOH 10% N A
. * EtOH, ta. | / O
N R N R

a b [+3 d e f 9
R H | CH,| OCHy NO,[ F Br| ¢l

Em um bal&o de fundo redondo de 100 mL equipado com uma
barra de agitacdo magnética foram adicionados EtOH (30 mL), 6-
carbaldeido quinolina (0,31 g, 2,0 mmol) e as respectivas acetofenonas
(2,0 mmol). O sistema foi resfriado a 0 °C e 4 mL de uma solucgéo de
hidréxido de sédio 10 % foi adicionado. A mistura reacional foi
aquecida a temperatura ambiente e agitada por 15 h (Esquema 6). O
solido obtido foi filtrado a vacuo em funil de buchner, lavado com agua
gelada até atingir pH neutro, seguido de EtOH gelado. Os produtos
brutos foram recristalizados a partir de uma mistura de CH,Cl/éter di-
isopropilico gerando os produtos 1a-g analiticamente puros.

4.4.1. (2E)-1-Fenil-3-(6-quinolinil)-2-propen-1-ona (1a).

o
2
X
Rend.= 73%; sélido amarelo; p.f.= 145-146 °C; IV (KBr, cm™) 1660
(C=0), 1575 (C=C).

RMN H (200 MHz, CDCly): 6 ppm 8,9 (dd, J=4,4, 1,7 Hz, 1 H, Ar-
Qn), 8,2 (dd, J=8,1, 1,5 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,1 (d, J=8,8 Hz,
1H, Ar-Qn), 80 (m, 5 H, ( 2 Ar-Qn, 2 Ar, 1 HpB)), 7,7
(d,J=15,7 Hz, 1 H, Hao), 7,6 (m, 1 H, Ar), 7,5 (m, 2 H, Ar),
7,4(dd, J=8,3, 4,2 Hz, 1 H, Ar-Qn).
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RMN C (50 MHz, CDCly): & ppm 190,09, 151,37, 149,13, 143,65,
138,00,136,41, 133,06, 132,90, 130,26, 129,92, 128,64 (2 C,
Ar), 128,48 (2 C, Ar), 128,26, 127,28, 123,09, 121,83.

4.4.2. (2E)-1-(4-Metil-fenil)-3-(6-quinolinil)-2-propen-1-ona (1b).

0o
N7 1b CH,

Rend.= 62%; solido amarelo; p.f.= 161-162 °C; IV (KBr, cm™) 1660
(C=0), 1571 (C=C).

RMN 'H (200 MHz, CDCly): § ppm 8,9 (dd, J=4,3, 1,6 Hz, 1 H, Ar-
Qn), 8,1 (d, J=8,3 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,1 (d, J=8,8 Hz, 1 H, Ar-
Qn), 8,0 (m, 1 H, Ar-Qn), 8,0 (d, J=8,3 Hz, 2 H, Ar), 7,9 (m, 2
H, (1 Ar-Qn, 1 HB)), 7,6 (d, J=15,7 Hz, 1 H, Hw)), 7,4 (dd,
J=8,3, 4,2 Hz, 1 H, Ar-Qn), 7,3 (d, J=8,1 Hz, 2 H, Ar), 2,4 (s,
3 H, CHy).

RMN C (50 MHz, CDCly): & ppm 189,41, 151,17, 148,95, 143,72,
143,10, 136,34, 135,33, 133,08, 130,06, 129,75, 129,26 (2 C,
Ar), 128,55 (2 C, Ar), 128,17, 127,23, 122,97, 121,72, 21,54.

4.4.3. (2E)-1-(4-Metoxi-fenil)-3-(6-quinolinil)-2-propen-1-ona (1c)
(o]

DO C
N? 1c OCH,

Rend.= 58%:; sélido amarelo; p.f.= 134-136°C; IV (KBr, cm™) 1654
(C=0), 1570 (C=C).

RMN 'H (200 MHz, CDCl5): & ppm 8,9 (dd, J=4,2, 1,5 Hz, 1 H, Ar-
Qn), 8,2 (m,5H, (3 Ar-Qn, 2 Ar)), 8,0 (m, 2 H, (1 Ar-Qn, 1
HB)), 7,7 (d, J=15,7 Hz, 1 H, Hw)), 7,4 (dd, J=8,2, 4,3 Hz, 1
H, Ar-Qn), 7,0 (d, J=8,8 Hz, 2 H, Ar), 3,9 (s, 3 H, OCH3).

RMN C (50 MHz, CDCly): 5 ppm 188,12, 163,42, 151,17, 148,91,
142,70, 136,34, 133,12, 130,74 (3 C, Ar), 130,04, 129,72,
128,16, 127,21, 122,72, 121,72, 113,7 (2 C, Ar), 55,37.
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4.4.4. (2E)-1-(4-Nitro-fenil)-3-(6-quinolinil)-2-propen-1-ona (1d)
o

N? 1d NO,

Rend.= 66%; solido amarelo; p.f.= 257-258 °C; IV (KBr, cm™) 1660
(C=0), 1573 (C=C).

RMN 'H (200 MHz, CDCl5): & ppm 9,0 (dd, J=4,2, 1,5 Hz, 1 H, Ar-
Qn), 8,4 (d, J=9,05, 2 H, Ar), 8,2 (m, 7 H, (2 Ar, 4 Ar-Qn,
1HB)), 7,6 (d, J=15,9 Hz, 1 H, Hw)), 7,5 (dd, J=8,3, 4,2 Hz,
1H, Ar-Qn).

RMN *C (50 MHz, CDCl; + CD;0D): & ppm 189,01, 151,21, 150,24,
148,78, 14543, 142,76, 137,13, 132,84, 130,39, 129,77,
129,37 (2 C, Ar), 128,48, 127,60, 123,77 (2 C, Ar), 122,74,
122,08.

4.4.5. (2E)-1-(4-Cloro-fenil)-3-(6-quinolinil)-2-propen-1-ona (1e)
o

N? 1e cl

Rend.= 51%; sélido amarelo; p.f.= 196-198 °C; IV (KBr, cm™) 1658
(C=0), 1570 (C=C).

RMN 'H (400 MHz, CDCl5): & ppm 9,0 (dd, J=4,3, 1,6 Hz, 1 H, Ar-
Qn), 8,2 (d, J=7,3 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,1 (d, J=8,8 Hz, 1 H,
Ar-Qn), 8,0 (m, 5 H, (2 Ar-Qn, 2 Ar, 1 HB)), 7,6 (d, J=15,7
Hz, 1H, Ha)), 7,51 (d, J=8,6 Hz, 2H, Ar), 7,5 (dd, J=8,3, 4,2
Hz,1H, Ar-Qn).

RMN *3C (100 MHz, CDCLy): & ppm 188,73, 151,48, 149,19, 144,16,
139,37, 136,45, 136,28, 132,86, 130,32, 130,14, 129,87 (2
C, Ar), 128,97 (2 C, Ar), 128,26, 127,21, 122,46, 121,90.

4.4.6. (2E)-1-(4-Bromo-fenil)-3-(6-quinolinil)-2-propen-1-ona (1f)
o

N/ 1f Br

Rend.= 61%; sélido amarelo; p.f.= 199-200 °C; IV (KBr, cm™) 1657
(C=0), 1573 (C=C).



72

RMN 'H (400 MHz, CDCl5): & ppm 8,9 (dd, J=4,2, 1,5 Hz, 1 H, Ar-
Qn), 8,2 (d, J=7,8 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,1 (d, J=8,8 Hz, 1 H,
Ar-Qn), 8,0 (m, 3 H, (2 Ar-Qn, 1 HB)), 7,9 (d, J=8,6 Hz, 2
H, Ar), 7,7 (d, J=8,3 Hz, 2 H, Ar), 7,6 (d, J=15,7 Hz, 1 H,
Ha), 7,5 (dd, J=8,3, 4,4 Hz, 1 H, Ar-Qn).

RMN *3C (100 MHz, CDCly): & ppm 189,01, 151,52, 149,24, 144,28,
136,76, 136,49, 132,91, 131,99 (2 C, Ar), 130,38, 130,19,
130,02 (2 C, Ar), 128,31, 128,11, 127,25, 122,51, 121,95.

4.4.7. (2E)-1-(4-Flaor-fenil)-3-(6-quinolinil)-2-propen-1-ona (1g)
(o]

NZ 19 F

Rend.= 57%; sélido amarelo; p.f.= 172-174°C; IV (KBr, cm-1) 1660
(C=0), 1573 (C=C).

RMN H (400 MHz, CDCl): § ppm 9,0 (dd, J=4,2, 1,7 Hz, 1 H, Ar-
Qn), 8,2 (d, J=8,3, 1 H, Ar-Qn), 8,1 (m, 5H, (3 Ar-Qn, 2Ar)),
8,0 (d, J=15,7 Hz, 1 H, HB ), 7,70 (d, J=15,7 Hz, 1 H, Ha),
7,5 (dd, J=8,3,4,2 Hz, 1 H, Ar-Qn), 7,2 (m, 2 H, Ar).

RMN *°C (100 MHz, CDCly): & ppm 188,45, 166,94, 164,41, 151,46,
149,17, 143,91, 136,48, 134,37, 134,34, 132,96, 131,16,
131,06, 130,31, 130,08, 128,30, 127,25, 122,62, 121,91,
115,92, 115,70.
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4.5. Sintese Geral dos derivados de 6-quinolina N-6xido chalconas
2a-g.

Esquema 7: Método de preparacdo das 6-quinolina N-6xido chalconas

0
e 0
®
CHZCIzta ’\‘g R
0

a b c d e f g
R H | CH,[OCHj NO,| F Br| cl

Em um baldo de fundo redondo 25 mL equipado com uma barra
de agitacdo magnética foram adicionados as respectivas 6-quinolinil
chalconas 1a-f (2,0 mmol) e 8,0 mL de CH,ClI, (Esquema?). O sistema
foi resfriado a 0-5 °C seguida da adicdo de uma solucdo de m-CPBA
(0,85g, 3,69 mmol, em 4,0 mL de CH,Cl,) durante 10 minutos. A
mistura reacional foi elevada a temperatura ambiente e mantida sob
agitacdo por 13 horas. Apds esse periodo, foi adicionado 1,0 mL de
solucdo 10 % de bisulfito de sodio e agitada po 1-2 minutos. O produto
reacional foi filtrado e o residuo sélido lavado com pequenas porcoes de
CH,CI,. A fase organica combinada foi lavada com solucdo de Na,CO;
10 % (3x15 mL), seca sob MgSO, e o solvente evaporado sob pressdo
reduzida. Todos os compostos foram purificados através de coluna
cromatogréafica rendendo os compostos 2a-g analiticamente puros.

45.1. (2E)—3—(N—Oxido-6—quinoIiniI)—1—feniI—2—propen—1—ona (2a).

W, O

Slstema de eluente = 30% AcOEt em hexano, rend.= 65%; sélido
amarelo; p.f.= 148 -150 °C; IV (KBr, cm-1) 1674 (C=0), 1571 (C=C),
1204 (N-O).

RMN 'H (400 MHz, CDCls): 8 ppm 8,9 (d, J=5,4 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,8
(d, 3=9,0 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,2 (d, J=9,3 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,1
(m,4H, (2Ar-Qn, 2 Ar)), 7,9 (d, J=15,7 Hz,1 H, HB), 7,7 (d,
J=15,7 Hz, 1 H, Ha), 7,6 (m, 1 H, Ar), 7,5 (m, 2 H, Ar), 7,4
(m, 1 H, Ar-Qn).
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RMN *3C (100 MHz, CDCI3): & ppm 189,83, 142,32, 137,80, 136,49,
135,56, 133,21, 129,63, 128,79, 128,70 (2 C, Ar), 128,59 (2
C, Ar), 128,37, 128,07, 126,37, 124,65, 121,92, 120,81.

45.2. (2E)- 1-(4-Metil-fenil)-3-(N-6xido-6-quinolinil)-2-propen-1-
ona (2b)

[o]
N 2
l @
N 2b CH;

o
Sistema de eluente = 30% de AcOEt em hexano; rend.= 78%; sélido
amarelo; p.f.= 176-177 °C; IV (KBr, cm-1) 1661 (C=0), 1567 (C=C),
1294 (N-O).

RMN H (400 MHz, CDCl5): & ppm 8,8 (d, J=9,0 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,5
(d, J=6,1 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,1 (dd, J=9,0, 1,7 Hz, 1 H, Ar-
Qn), 8,0 (s, 1 H, Ar-Qn), 8,0 (d, J=8,1 Hz, 2 H, Ar), 7,9 (d,
J=157 Hz, 1 H, HB), 7,8 (d, J=8,3 Hz, 1 H, Ar-Qn), 7,7
(d,J=15,7 Hz, 1 H, Ha), 7,3 (m, 3 H, (1 Ar-Qn, 2 Ar), 2,5
(s, 3H, CH3).

RMN *3C (100 MHz, CDCly): & ppm 189,22, 144,14, 142,00, 141,87,
136,23, 135,53, 135,16, 130,77, 129,53, 129,43 (2 C, Ar),
128,69 (2 C, Ar), 128,19, 12598, 124,51, 121,85, 120,67,
21,67.

45.3. (2E)-1-(4-Metodxi-fenil)-3-(N-6xido-6-quinolinil)-2-propen-1-
ona (2¢)

o
N X
l @
"Ib 2c OCH;

o
Sistema de eluente = 45% AcOEt em hexano; rend.= 73%; solido
amarelo; p.f.= 187-189 °C; IV (KBr, cm-1) 1655 (C=0), 1568 (C=C),
1260 (N-O).

RMN H (400 MHz, CDClg): 6 ppm 8,8 (d, J=9,0 Hz, 1 H, Ar-Qn ), 8,5
(d, J=5,9 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,0 (m, 4 H, (2 Ar-Qn, 2 Ar)), 7,9
(d, J=15,7 Hz, 1 H, Hp), 7,8 (d, J=8,3 Hz, 1 H, Ar-Qn), 7,7
(d, J=15,7 Hz, 1 H, Ho), 7,3 (dd, J=8,3, 6,1 Hz, 1 H, Ar-
Qn), 7,0 (d, J=8,8 Hz, 2 H, Ar), 3,9 (s, 3 H, OCH3).



75

RMN *3C (100 MHz, CDCly): & ppm 187,90, 163,72, 141,96, 141,45,
136,22, 135,62, 130,90 (2 C, Ar), 130,77, 130,64, 129,42,
128,19, 126,00, 124,38, 121,83, 120,65, 113,96 (2 C, Ar),
55,49.

4.5.3. (2E)-1-(4-Nitro-fenil)-3-(N-O6xido-6-quinolinil)-2-propen-1-ona
(2d)

(o]
N X
lo,
N 2d NO,

o
Sistema de eluente = 5 % de etanol em diclorometano; rend.= 70%;
solido amarelo; p.f.= 256-257 °C; IV (KBr, cm-1) 1664 (C=0), 1571
(C=0C), 1211 (N-0).

RMN *H (400 MHz, CDCl5): & ppm 8,8 (d, J=9,5 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,6
(d, J=6,1 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,4 (d, J=8,8 Hz, 2 H, Ar), 8,2 (d,
J=8,6 Hz, 2 H, Ar), 8,0 (m, 2 H, Ar-Qn), 8,0 (d, J=15,7 Hz,
1 H, HB), 7,8 (d, J=8,3 Hz, 1 H, Ar-Qn), 7,6 (d, J=15,7 Hz,
1H, Ho), 7,4 (dd, J=7,8, 6,4 Hz, 1 H, Ar-Qn).

RMN *3C (100 MHz, CDCl; + CD;0D): & ppm 188,39, 150,33, 143,10,
142,09, 139,50, 136,01, 135,03, 131,08, 130,72, 129,97
(2 C), 129,55 (2 C, Ar), 12483, 12392 (2 C, Ar),
122,20, 119,71.

4.5.5. (2E)-1-(4-Flaor-fenil)-3-(N-6xido-6-quinolinil)-2-propen-1-ona
(2e)

(o]
S
GO O,

o
Sistema de eluente = 30% AcOEt em hexano; rend.= 73%; solido
amarelo; p.f.= 216-218 °C; IV (KBr, cm-1) 1668 (C=0), 1566 (C=C),
1222 (N-O).

RMN H (400 MHz, CDCl3): 6 ppm 8,8 (d, J=8,8 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,6
(d, J=2,9 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,1 (m, 4 H, (2 Ar-Qn, 2 Ar)), 8,0
(d, J=15,7 Hz, 1 H, Hp), 7,8 (d, J=8,8 Hz, 1 H, Ar-Qn), 7,7
(d, J=15,7 Hz, 1 H, Ha), 7,4 (m, 1 H, Ar-Qn ), 7,2 (m, 2 H,
Ar).
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RMN *3C (100 MHz, CDCly): & ppm 188,10, 167,17, 164,62, 142,44,
141,93, 136,87, 135,54, 134,14, 134,11, 131,29, 131,19,
130,81, 129,70, 128,58, 127,16, 124,29, 121,93, 120,78,
116,08, 115,87.

45.6. (2E)-1-(4-Bromo-fenil)-3-(N-6xido-6-quinolinil)-2-propen-1-
ona (2f)

(o]
X

| S
nenacH

o
Sistema de eluente = 30% AcOEt em hexano; rend.= 77%; sélido
amarelo; p.f.= 186-188 °C; IV (KBr, cm-1) 1663 (C=0), 1567 (C=C),
1208 (N-O).

RMN H (400 MHz, CDCls, ppm): & ppm 8,8 (d, J=9,0 Hz, 1 H, Ar-
Qn), 8,6 (d, J=6,1 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,1 (m, 1 H, Ar-Qn), 8,0
(m, 3 H, (1 HB, 2 Ar)), 7,8 (d, J=8,6 Hz, 1 H, Ar-Qn), 7,7
(m, 3H, (1 Ha, 2 Ar)), 7,4 (dd, J=8,3, 6,1 Hz, 1 H, Ar-Qn).

RMN *¥C (100 MHz, CDCl;, ppm): & ppm 188,68, 142,91, 14219,
136,46, 136,39, 135,24, 132,09 (2 C, Ar), 130,80, 130,06
(2 C, Ar), 129,85, 128,41, 128,11, 125,91, 123,89, 122,00,
120,87.

4.5.7. (2E)-1-(4-Cloro-fenil)-3-(N-6xido-6-quinolinil)-2-propen-1-ona
(29)

o
Y

A

|
nenaey

o
Sistema de eluente = 30% AcOEt em hexano; rend.= 77%; solido
amarelo; p.f.= 180-182 °C; IV (KBr, cm-1) 1668 (C=0), 1566 (C=C),

1222 (N-O).

RMN H (400 MHz, CDCl3, ppm): & ppm 8,8 (d, J=8,8 Hz, 1 H, Ar-
Qn); 8,6 (d, J=5,9 Hz, 1 H, Ar-Qn), 8,0 (m, 4 H (2 Ar-Qn, 2
Ar)), 7,9 (d, J=15,7 Hz, 1 H, Hp), 7,8 (d, J=8,6 Hz, 1 H, Ar-
Qn), 7,7 (d, J=15,7 Hz, 1 H, Ha), 7,5 (d, J=8,55, 2 H, Ar),
7,4 (dd, J=8,6, 6,1 Hz, 1 H, Ar-Qn);
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RMN C (100 MHz, CDCls, ppm): & ppm 188,36, 142,75, 142,09,
139,62, 136,30, 135,97, 135,16, 130,72, 129,90 (2 C, Ar),
129,77, 129,02 (2 C, Ar), 128,04, 125,84, 123,84, 121,93,
120,75.

4.6. Método geral para preparacao dos derivados de 6-(4,5-di-hidro-
1H-pirazol-5-il)quinolina.

Esquema 8: Preparacdo dos derivados de 6-(4,5-di-hidro-1H-pirazol-5-

il)quinolina.
0 Q
GO0, O™ a1
P EtOH, Refluxo X
g T SORAS
R

bz

N 4a-f

a b c d e f
R | Ch | cHy|OCHY NO,| F Br

Em um baldo de 50 mL de duas bocas e fundo redondo equipado
com um condensador de refluxo, e uma barra de agitacdo magnética
foram adicionados as respectivas 6-quinolinil chalconas la-f (2,0
mmol), 20 mL de EtOH e fenilidrazina (4 mmol, 0,432 g) (Esquema 8).
A mistura reacional foi mantida sob agitacéo e refluxo (80 °C) até que
todo substrato fosse consumido (17 horas). Apds esse periodo, o
solvente foi evaporado sob pressdo reduzida, e o residuo sélido
redissolvido em CH,CI, e lavado com &gua. A fase organica foi seca sob
MgSQ;, anidro e evaporado novamente sob pressao reduzida. Todos os
compostos foram purificados em coluna cromatografica de silica flash
eluida com uma mistura de CH,CI,/AcOEt (4:1), rendendo as 6-(4,5-di-
hidro-1H-pirazol-5-il)quinolina 4a-f analiticamente puras.
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46.1. 6-(3-(3,4-diclorofenil)-1-fenil-4,5-di-hidro-pirazol-1H-
il)quinolina (4a).

1
CI
N? 4a cl

Rendimento 81 %; p.f. 155,8-158,8; sélido amarelo; IV (KBr, cm™)
1595 (C=N).

RMN *H (200 MHz, CHCI3)  ppm 8,91 (dd, J=4,2, 1,6 Hz, 1 H) 8,07 —
8,14 (m, 1 H) 7,81 (d, J=1,9 Hz, 1 H) 7,74 (s, 1 H) 7,68 (dd,
J=8,7, 2,0 Hz, 1 H) 7,54 (d, J=1,8 Hz, 1 H) 7,48 (s, 1 H)
7,41 (dd, J=8,0, 3,8 Hz, 1 H) 7,05 — 7,25 (m, 4 H) 6,77 —
6,89 (m, 1 H) 5,53 (dd, J=12,5, 7,2 Hz, 1 H) 3,90 (dd,
J=17,1,12,5 Hz, 1 H) 3,17 (dd, J=17,1, 7,2 Hz, 1 H)

RMN C (50 MHz, CHCls) & ppm 158,30, 150,59, 147,91, 144,32,
144,17, 140,15, 135,97, 132,89, 132,66, 130,98, 130,50,
129,02 (2 C), 128,38, 127,32 (2 C), 124,70, 124,40, 121,53,
119,90, 113,56 (2 C), 64,60, 43,10.

HRMS (m/z) calculado para CyHi;CLN; (M+H)":  418,0872,
encontrado, 418,0870.

4.6.2. 6-(3-(4-metilfenil)-1-fenil-4,5-di-hidro-pirazol-1H-il)quinolina
(4b).

—
N? 4b CH,

Rendimento 78 %; p.f. 161,7-162,2 °C; s6lido amarelo; IV (KBr, cm™)
1597 (C=N).

RMN *H (200 MHz, CHCI) & ppm 8,90 (dd, J= 4,2, 1,6 Hz, 1 H), 8,15
~ 8,05 (m, 2 H), 7,72 — 7,81 (m, 1 H), 7,69 (d, J=2.1 Hz, 1
H), 7,65 (d, J=8,2 Hz, 2 H), 2,38 (dd, J= 4,2, 8,3 Hz, 1 H),
7,06 — 7,15 (m, 4 H), 6,92 (dd, J= 2,7, 8,9 Hz, 2H), 6,70 —
6,87 (m, 1 H), 544 (dd, J=12,3, 7,3 Hz, 1 H), 3,93 (dd,
J=17,1, 12,3 Hz, 1 H), 3,84 (s, 3H), 3,20 (dd, J=17.1, 7,3
Hz, 1 H).
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RMN 3C (50 MHz, CHCI;) & ppm 160,32, 150,37, 147,83, 146,87,
14521, 136,13, 130,74, 128,95 (2 C), 128,47, 127,73,
127,31 (2 C), 125,36, 124,47, 121,44, 119,14, 114,10 (2 C),
113,37 (2 C), 64,49, 55,37, 43,80.

HRMS (m/z) calculado para C,sH»: N3 (M+H)": 368,1808, encontrado,
364,1813.

4.6.3. 6-(3-(4-metoxifenil)-1-fenil-4,5-di-hidro-pirazol-1H-
il)quinolina (4c).

.
N? 4c OCH,

Rendimento 78 %; p.f. 158,4-160,9 °C; sélido amarelo; IV (KBr, cm™)
1597 (C=N).

RMN *H (200 MHz, CHCI) & ppm 8,90 (dd, J=4,3, 1,6 Hz, 1 H), 8,07 —
8,17 (m, 2 H), 7,81 (m, 4 H), 7,64 — 7,40 (dd, J=8,3, 4,3 Hz,
1 H), 7,05 — 7,23 (m, 4 H), 6,93 (d, J=8,8 Hz, 2 H), 6,72 —
6,83 (M, 1 H), 5,43 (dd, J=12,2, 7,3 Hz, 1 H), 3,91 (dd, J=
17,1, 12,2 Hz, 1 H) 3,85 (s, 3 H) 3,19 (dd, J=17,1, 7,3 Hz, 1
H).

RMN C (50 MHz, CHCl) & ppm 160,29, 150,32, 147,78, 146,82,
145,16, 140,94, 136,08, 130,68, 128,90 (2 C), 128,41,
127,68, 127,25 (2 C), 12530, 124,42, 121,40, 119,09,
114,04 (2 C), 113,31 (2 C), 64,44, 55,31, 43,75.

HRMS (m/z) calculado para CysHnN;O (M+H)': 380,1757,
encontrado, 380,1754.

4.6.3. 6-(3-(4-nitrofenil)-1-fenil-4,5-di-hidro-pirazol-1H-il)quinolina
(4d).

g
N? 4d NO,

Rendimento 77 %. p.f. 169,2-172,4 °C; sélido roxo; IV (KBr, cm™)
1592 (C=N).
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RMN *H (200 MHz, CHCIls) & ppm 8,91 (dd, J=4,3, 1,7 Hz, 1 H), 8,24
(d, J=8,9 Hz, 2 H), 8,06 — 8,18 (m, 2 H), 7,84 (d, J=8,9 Hz,
2 H), 7,74 (s, 1 H), 7,67 (dd, J=8,7, 1,9 Hz, 1 H), 7,41 (dd,
J=8,3, 4,3 Hz, 1 H), 7,09 — 7,26 (m, 4 H), 6,80 — 6,93 (m, 1
H), 5,62 (dd, J=12,7, 7,0 Hz, 1 H), 3,97 (dd, J=17,2, 12,7
Hz, 1 H), 3,24 (dd, J=17,2, 7,0 Hz, 1 H).

RMN C (50 MHz, CHCIls) § ppm 150,72, 147,94, 147,17, 144,04,
143,56, 139,82, 138,76, 13597, 131,14, 129,11 (2 C),
128,38, 127,18, 125,88 (2 C), 124,45 (2 C), 123,99, 121,61,
120,50, 113,86 (2 C), 64,78, 42,81.

HRMS (m/z) calculado para CyHigNsO, (M+H)" 395,1503,
encontrado, 395,1504.

4.6.5. 6-(3-(4-fluorfenil)-1-fenil-4,5-di-hidro-pirazol-1H-il)quinolina
(4e).

Q.
seopact

Rendimento 71 %, 125,6-127,5 °C; sélido amarelo; IV (KBr, cm™) 1597
(C=N).

RMN *H (200 MHz, CHCI3) & ppm 8,91 (dd, J=4,3, 1,6 Hz, 1 H), 8,16
(s, 1 H), 7,98 — 8,15 (m, 1 H), 7,66 — 7,85 (m, 4 H), 7,40
(dd, J=8,3, 4,3 Hz, 1 H), 7,05 — 7,28 (m, 6 H), 6,74 — 6,93
(m, 1 H), 5,47 (dd, J=12,4, 7,3 Hz, 1 H), 3,93 (dd, J=17,2,
12,4 Hz, 1 H) 3,20 (dd, J=17,2, 7,3 Hz, 1 H)

RMN ®C (50 MHz, CHCl;) & ppm 163,65, 150,43, 147,81, 145,87,
144,80, 140,66, 136,09, 130,80, 128,97 (2 C), 127,62,
127,57, 127,45 (2 C), 124,43 (2 C), 121,48, 119,47, 115,85,
115,43, 113,43 (2 C), 64,57, 43,60.

HRMS (m/z) calculado para C,4H:sFN3 (M+H)": 368,1558, encontrado,
368,1551.
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4.6.6. 6-(3-(4-bromofenil)-1-fenil-4,5-di-hidro-pirazol-1H-
il)quinolina (4f)

"
N7 af Br

Rendimento 68 %, 181,2-182,8 °C; sélido amarelo; IV (KBr, cm™) 1957
(C=N).

RMN *H (200 MHz, CHCI3) § ppm 8,90 (dd, J=4,3, 1,7 Hz, 1 H), 8,06 —
8,18 (m, 2 H), 7,75 (s, 1 H), 7,69 (dd, J=8,7, 1,9 Hz, 1 H),
7,47 — 7,65 (m, 4 H), 7,40 (dd, J= 8,3, 4,2 Hz, 1 H), 7,06 —
7,25 (m, 4 H), 6,76 — 6,87 (m, 1 H), 5,48 (dd, J=12.4, 7.3
Hz, 1 H), 3,90 (dd, J=17,1, 12,4 Hz, 1 H), 3,18 (dd, J=17,1,
7.3 Hz, 1 H).

RMN C (50 MHz, CHCls) & ppm 150,43, 147,81, 145,87, 144,80,
140,66, 136,09, 131,53, 130,80, 128,97 (2 C), 127,62,
127,57, 127,45 (2 C), 124,43 (2 C), 121,48, 119,47, 115,85,
115,43, 113,43 (2 C), 64,57, 43,60.

HRMS (m/z) calculado para CasHigBrN; (M+H)™: 428,0757,
encontrado, 428,0740.

4.7. Método geral para a sintese dos derivados de 6-(4,5-di-
hidropirazolil-1-tiocarbamoil)-quinolina (5a-f)

Esquema 9: método de preparacgdo dos derivados de 6-(4,5-di-
hidropirazolil-1-tiocarbamoil)-quinolina.

£
o S HaN N—‘N
N N + Py EtOH SN
| / O H,N” “NHNH, . HCI ~ KOH, ))) | / O
N R N
5a-f

a b cl d e f
R | H CH.| ocHY cI F Br
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Em um baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados as
respectivas 6-quinolinilchalconas (2,0 mmol), cloridrato de
tiosemicarbazida (6,0 mmol, 510 mg) e 10 mL de EtOH. A mistrura
reacional foi sonificada com ultrassom de probe seguida da adi¢do lenta
de KOH (6,6 mmol, 370 mg) durante 30 minutos (Esquema 9, pagina
79). A Reacdo foi mantida sob irridiacdo de energia ultrassénica por
mais 1,5 horas. Apds esse periodo, o sistema foi levado ao refrigerador
por 0,5 horas e o precipitado coletado através de filtracdo em funil de
Buchner. O sdlido obtido foi lavado com é&gua e etanol gelados. Todos
os compostos foram purificados através de coluna cromatografica em
silica flash eluida com mistura de CHCIs/AcOEt (70:30) gerando o0s
derivados de 6-(4,5-di-hidropirazolil-1-tiocarbamoil)-quinolina 5a-f
analiticamente puros.

4.7.1. 6-(4,5-di-hidropirazolil-3-fenil-1-tiocarbamoil)-quinolina (5a).
S

e

Rendimento 71 %, p.f. 249-251 °C; sélido branco; IV (KBr, cm™) 1623
(C=S) 1595 (C=N) 3128 e 3298 (NH,).

RMN *H (200 MHz, Pyr) & ppm 9,53 (sr, 1H), 8,97 (dd, 1H, J= 4,1, 1,6,
Ar-Qn), 8,80 (sr, 1H), 8,30 (d, 1H, J=8,7 Hz, Ar-Qn), 8,03
(d, 1H, J=8,3), 7,96 (d, 1H, J= 1,6 Hz), 7,80 ( m, 3H), 7,42
(m, 3H), 7,29 (dd, 1H, J= 8,3, 4,1 Hz, Ar-Qn), 6,59 (dd, 1H,
J=13,9, 11,6 Hz ), 3,89 (dd, 1H, J= 11,6, 17,9 Hz), 3,32 (dd,
1H, J=3,9, 17,9 Hz).

RMN *3C (50 MHz, Pyr) & ppm 178,93, 155,67, 142,21, 148,75, 132,04,
131,24, 131,05, 139,44, 129,07 (2C), 128,26, 127,74 (2
C), 125,25 122,09, 64,35, 43,40.

HRMS (m/z) calculado para C1oH16N4S (M+H)™: 333,1168, encontrado,
333,1166.
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4.7.2. 6-(4,5-di-hidropirazolil-1-tiocarbamoil-3-(4-toluil))-quinolina
(5b).

S
HN’/(

2 N_IN
N? 5b CH,

Rendimento 83 %, p.f. 251-253 °C; sdlido amarelo palido; IV (KBr, cm’
1) 1627 (C=S) 1592 (C=N) 3145 e 3234 (NH),).

RMN 'H (200 MHz, Pyr) § ppm 9,50 (sr, 1H), 8,98 (dd, 1H, J=4,1, 1,6,
Ar-Qn), 8,83 (sr, 1H), 8,31 (d, 1H, J= 8,7 Hz, Ar-Qn), 8,03
(m, 1H), 7,96 (d, 1H, J= 1,7 Hz), 7,75 (dd, 1H, J= 8,7, 2,0
Hz), 7,73 (m, 3H), 7,3 (dd, 2H, J= 4,3, 8,3 Hz, Ar-Qn), 6,58
(dd, 1H, J= 3,3, 11,7 Hz ), 3,88 (dd, 1H, J= 11,7, 17,6 Hz),
3,30 (dd, 1H, J= 3,3, 17,9 Hz), 2,25 (s, 3H).

RMN *3C (50 MHz, Pyr) 5 ppm 178,81, 155,86, 151,01, 148,79, 142,30,
141,61, 131,08, 130,19 (2 C), 129,33, 129,10, 128,30,
127,82 (2 C), 125,27, 123,90, 122,12, 64,30, 43,50, 21,72.

HRMS (m/z) calculado para C,0H1gN4S (M+H)™: 347,1325, encontrado,
347,1322.

4.7.3. 6-(4,5-di-hidropirazolil-3-(4-metoxifenil)1-tiocarbamoil)-
quinolina (5¢)
S

HZN’I(N_N

|
N7 sc OCH,

Rendimento 51 %, p.f. 233-235 °C; s6lido amarelo; IV (KBr, cm™) 1621
(C=S) 1594 (C=N) 3143 e 3298 (NH,).

RMN 'H (200 MHz, Pyr) 6 ppm 9,45 (sr, 1H), 8,98 (dd, 1H, J=4,1, 1,6,
Ar-Qn), 8,83 (sr, 1H), 8,31 (d, 1H, J=8,3 Hz, Ar-Qn), 8,02
(m, 1H), 7,96 (d, 1H, J=1,7 Hz), 7,75 (dd, 1H, J= 8,7, 2,0
Hz), 7,73 (m, 3H), 7,3 (dd, 2H, J=4,3, 8,3 Hz, Ar-Qn), 6,58
(dd, 1H, J= 3,3, 11,7 Hz), 3,88 (dd, 1H, J= 11,7, 17,6 Hz),
3,73 (s, 1H), 3,30 (dd, 1H, J= 3,3, 17,9 Hz), 2,25 (s, 3H).
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RMN *3C (50 MHz, Pyr) & ppm 179,10, 163,01, 156,17, 151,48, 149,27,
142,81, 131,55, 130,01 (2 C), 129,58, 128,82, 125,76,
122,57, 115,56 (2 C), 64,73, 56,31, 44,03.

HRMS (m/z) calculado para CioHigN,OS (M+H)™: 363,1274,
encontrado, 363,1271.

4.7.4. 6-(3-(4-clorofenil)-4,5-di-hidropirazolil-1-tiocarbamoil)-
quinolina (5d).
S

HN’[(

2! N_lN
' 5d cl

Rendimento 74 %, p.f. 241-242 °C; so6lido amarelo palido; IV (KBr,
cm™) 1629 (C=S) 1594 (C=N) 3102 e 3143 (NH,).

RMN H (200 MHz, Pyr) 6 ppm 9,60 (sr, 1H), 8,98 (dd, 1H, J=4,1, 1,7,
Ar-Qn), 8,83 (sr, 1H), 8,31 (d, 1H, J= 8,5 Hz, Ar-Qn), 8,05
(m, 1H), 7,96 (d, 1H, J=1,7 Hz), 7,79 (dd, 1H, J=8,7, 2,0
Hz), 7,73 (m, 3H), 7,3 (dd, 2H, J= 4,3, 8,3 Hz, Ar-Qn), 6,60
(dd, 1H,J=4,1,11,6), 3,88 (dd, 1H, J= 11,7, 17,9 Hz), 3,30
(dd, 1H, J=4,1, 17,9 Hz).

RMN *3C (50 MHz, Pyr) 5 ppm 178,65, 154,15, 150,66, 148,38, 141,75,
136,39, 136,08, 130,69, 130,40, 129,26 (2 C), 128,82 (2 C),
128,71, 127,87, 124,90, 121,76, 64,16, 42,93,

HRMS (m/z) calculado para CyoHisCIN,S (M+H)":  367,0779,
encontrado, 367,0776.

4.7.5. 6-(4,5-di-hidropirazolil-3-(4-fluorfenil)-1-tiocarbamoil)-
quinolina (5e).
S

HZN’QN_N

|
s C
N7 5e F

Rendimento 73 %, p.f. 244-246 °C; s6lido amarelo pélido; 1V (KBr, cm’
1) 1641 (C=S) 1592 (C=N) 3145 e 3234 (NH)).
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RMN *H (200 MHz, Pyr) & ppm 9,55 (sr, 1H), 8,97 (dd, 1H, J= 4,1, 1,7,
Ar-Qn), 8,83 (sr, 1H), 8,31 (d, 1H, J=8,8 Hz, Ar-Qn), 8,05
(m, 1H), 7,95 (d, 1H, J= 1,7 Hz), 7,78 (m, 3H, J= 8,5, 3,6,
2,5 Hz), 7,28 (dd, 2H, J= 4,3, 8,3 Hz, Ar-Qn), 7,17 (m, 1H),
6,60 (dd, 1H, J=4,0, 11,8 ), 3,89 (dd, 1H, J= 11,8, 17,9 Hz),
3,31 (dd, 1H, J= 3,9, 17,9 Hz).

RMN **C (50 MHz, Pyr) & ppm 178,83, 155,36, 152,11, 149,12, 143,18,
133,58, 132,93, 132,02, 129,98 (2 C), 129,19, 127,23 (2 C),
127,12, 124,16, 63,12, 43,17.

HRMS (m/z) calculado para CioHisFN,S (M+H)™:  351,1074,
encontrado, 351,1077.

4.7.6. 6-(3-(4-bromofenil)-4,5-di-hidropirazolil-1-tiocarbamoil)-
quinolina (5f)
S

HNJ(

2 N_|N
N/ 5f Br

Rendimento 62 %, p.f. 236-239 °C; sélido amerelo palido; IV (KBr, cm’
1) 1627 (C=S) 1592 (C=N) 3132 e 3287 (NH)).

RMN *H (200 MHz, Pyr) § 9,60 ppm (sr, 1H), 8.98 (dd, 1H, J= 4,1, 1,7,
Ar-Qn), 8,83 (sr, 1H), 8,30 (d, 1H, J=8,5 Hz, Ar-Qn), 8,05
(m, 1H), 7,96 (d, 1H, J= 1,7 Hz), 7,79 (dd, 1H, J=8,7, 1,9
Hz), 7,61 (m, 3H), 7,28 (dd, 2H, J= 4,3, 8,3 Hz, Ar-Qn),
6,60 (dd, 1H, J= 4,0, 11,7), 3,89 (dd, 1H, J= 11,7, 17,8 Hz),
3,31 (dd, 1H, J= 4,1, 17,9 Hz).

RMN *C (50 MHz, Pyr) & ppm 178,97, 154,57, 151,04, 148,75, 142,14,
136,44, 132,59 (2 C), 131,15, 131,08, 129,34 (2 C), 129,08,
128,26, 125,35, 125,24, 122,13, 64,49, 43,19.

HRMS (m/z) calculado para CioHisBrN,S (M+H)": 411,0274
encontrado, 411,0776.
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4.8. Método geral para preparacédo dos derivados de 5-fenil-2-(-3-
fenil-5-(quinolin-6-il)tiazol (6a-e, 7a-¢e).

Esquema 10: Método geral para sintese dos derivados de tiazol.

s
HZNJ(N_N 0

1,

| + Br R \Q\(/\S

N EtOH, ) =
| R N—N
|

N R
X
N R

a b cl d e 6a-eR'=H
eR'=
R [ Br | culocuf a | & 7a-eR'=OCHy

Em um baldo de fundo redondo de 25 mL foram adicionados as
respectivas pirazolinas (5) (2,0 mmol), brometo de fenacila (2 mmol) e
10 mL de EtOH. A mistrura reacional foi sonificada com ultrassom de
probe durante 2 horas (Esquema 10). Apds esse periodo, o sistema foi
levado ao refrigerador por 0,5 horas e o precipitado coletado através de
filtracdo em funil Buchner. O sélido obtido foi lavado com agua e etanol
gelados. Todos os compostos foram purificados através de coluna
cromatografica em silica flash eluida com mistura de CHCI3/AcOEt
(85:15) gerando os derivados de 5-fenil-2-(-3-fenil-5-(quinolin-6-
iltiazol (6,7a-e) analiticamente puros.

4.8.1. 5-fenil-2-(3-(4-bromofenil)-5-(quinolin-6-il)tiazol (6a).
Ph

5
)/
s,

|
(T O
N? 6a Br

Rendimento 69 %, p.f. 166 - 168 °C; solido amerelo pélido; IV (KBr,
cm™) 1711 (C=N) 1590 (C=N) 1539 (C=C conjugada com o fenil).

RMN H (200 MHz, CDCls) & ppm 8,91 (dd, 1H, J= 4,2, 1,6 Hz), 8,15
(m, 2H), 7,98 (d, 1H, J= 1,5 Hz), 7,77 (dd, 1H, J= 8,8, 1,8
Hz), 7,72 (m, 6H), 7,41 (dd, 1H, J= 8,5, 4,4 Hz), 7,23 (m,
3H), 6,84 (s, 1H), 8,88 (dd, 1H, J= 12,2, 7,2), 3,98 (dd, 1H,
J=17,6, 12,2 Hz), 3,31 (dd, 1H, J= 17,5 7,1 Hz).
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RMN C (50 MHz, CDCls) & ppm 151,62, 150,47, 150,44, 147,87,
139,70, 136,12, 134,76, 131,96 (2 C), 130,30, 130,24,
128,36 (2 C), 128,20, 128,09, 127,80 (2 C), 127,50, 125,79,
125,53 (2 C), 124,11, 121,45, 120,90, 103,74, 64,76, 43,20.

HRMS (m/z) calculado para Cy;HioBrN,S (M+H):  511,0587,
encontrado, 511,0584.

4.8.2. 5-fenil-2-(3-(4-toluil)-5-(quinolin-6-il)tiazol (6b).
Ph

oy

sA

—
N? 6b CH,

Rendimento 71 % %, p.f. 197 - 199 °C; so6lido amerelo palido; 1V (KBr,
cm™) 1715 (C=N) 1599 (C=N) 1541 (C=C conjugada com o fenil).

RMN *H (200 MHz, CDCl3) & ppm 8,90 (dd, J= 4,2, 1,6 Hz, 1 H), 8,07
—8,21 (m, 2 H), 7,90 (d, J= 1,7 Hz, 1 H), 7,79 (dd, J= 8,7,
2,0 Hz, 1 H), 7,70 (d, J=8,1 Hz, 2 H), 7,62 (dd, J= 8,0, 1,5
Hz, 2 H), 7,39 (dd, J= 8,3, 4,2 Hz, 1 H), 7,17 - 7,33 (m, 5
H), 6,82 (s, 1 H), 5,85 (dd, J=11,9, 6.9 Hz, 1 H), 3,98 (dd,
J=17,5, 12,0 Hz, 1 H), 3,40 (dd, J=17,5, 7,0 Hz, 1 H), 2,41
(s, 3 H).

RMN C (50 MHz, CDCl;) & ppm 165,06, 151,73, 151,52, 150,40,
147,91, 140,20, 140,01, 136,05, 134,89, 130,16, 129,44 (2
C), 128,56, 128,33 (2 C), 128,19, 127,39, 126,38 (2 C),
125,79 (2 C), 125,50, 121,35, 103,45, 64,50, 43,51, 21,48.

HRMS (m/z) calculado para C,gH»N,S (M+H)™: 447,1638, encontrado,
447,1641.

4.8.3. 5-fenil-2-(3-(4-metoxifenil)-5-(quinolin-6-il)tiazol (6c)
Ph

|
T o U
N? 6c OCH,
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Rendimento 71%, p.f. 221 - 222 °C; s6lido amerelo palido; 1V (KBr,
cm™) 1719 (C=N) 1597 (C=N) 1539 (C=C conjugada com o fenil).

RMN H (200 MHz, CDCls) 5 ppm 8,91 (dd, J= 4,2, 1,6 Hz, 1 H) 8,06 —
8,26 (m, 2 H), 7,9 (d, J=1.7, Hz, 1 H), 7,82 (dd, J=8,7, 2,0 Hz,
1H), 7,75 (d, J= 8,5 Hz, 2 H), 7,62 (d, J= 8,5, 2 H), 7,39 (dd,
J=83, 4.3 Hz, 1 H), 7.17 - 7.33 (m, 5 H), 6.82 (s, 1 H), 5.84
(dd, J=11.9, 7.0 Hz, 1 H), 3.98 (dd, J=17.5, 12.0 Hz, 1 H),
3.87 (s, 3H), 3.39 (dd, J=17.5, 7.0 Hz, 1 H).

RMN C (50 MHz, CDCls) & ppm 165,20, 161,11, 157,72, 151,52,
150,40, 147,92, 140,23, 140,07, 136,08, 134,93, 130,16,
128,33 (2 C), 128,22, 128,01 (2 C), 127,39, 125,80 (2 C),
125,50, 124,05, 121,36, 114,21 (2 C), 103,36, 64,51, 55,40,
43,62.

HRMS (m/z) calculado para CyH»pN,0S (M+H)™:  463,1587,
encontrado, 463,1585.

4.8.4. 5-fenil-2-(3-(4-clorofenil)-5-(quinolin-6-il)tiazol (6d).
Ph

pu

sA

-
N? 6d cl

Rendimento 84 %, p.f. 178 - 180 °C; sélido amerelo; IV (KBr, cm™)
1719 (C=N) 1597 (C=N) 1539 (C=C conjugada com o fenil).

RMN *H (200 MHz, CDCls) & ppm 8,82 (dd, J= 4,1, 1,4 Hz, 1 H), 7.96 -
8.18 (m, 2 H), 7,82 (d, J= 1,4 Hz, 1 H), 7,72 (d, J= 1,9 Hz, 1
H), 7,58 — 7,70 (m, 2 H), 7,52 (dd, J= 7.9, 1,4 Hz, 2 H), 7,26
— 7,44 (m, 2 H), 7,09 — 7,26 (m, 4 H), 6,76 (s, 1 H), 5,81
(dd, J= 12,0, 7,1 Hz, 1 H), 3,91 (dd, J= 17,6, 12,1 Hz, 1 H),
3.31 (dd, J= 17,5, 7,0 Hz, 1 H).

RMN *C (50 MHz, CDCl;) & ppm 164,75, 151,62, 150,51, 150,39
147,93, 139,72, 136,09, 135,82, 134,78, 130,28, 129,88,
129,02 (2 C), 128,37 (2 C), 128,20, 128,08, 127,59 (2 C),
127,50, 125,80 (2 C), 125,53, 121,44, 103,71, 64,77, 43,29.

HRMS (m/z) calculado para C,;HioCIN,S (M+H)":  467,1092,
encontrado, 467,1096.
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4.8.5. 5-fenil-2-(3-(4-fluorfenil)-5-(quinolin-6-il)tiazol (6e).
Ph

5
)/
s

|
T« O
N 6e F

Rendimento 89 %, p.f. 207 - 208 °C; sélido amerelo; IV (KB,r, cm™)
1717 (C=N) 1599 (C=N) 1541 (C=C conjugada com o fenil).

RMN 'H (200 MHz, CDCls) § ppm 8,91 (d, J= 4,0 Hz, 1 H), 8,12 (s, 1
H), 8,18 (s, 1 H), 7,90 (s, 1 H), 7,71 — 7,87 (m, 3 H), 7,61 (d,
J=7,Hz, 2 H), 7,41 (dd, J= 8,3, 4,0 Hz, 1 H), 7,06 — 7,34
(m, 5 H), 6,84 (s, 1 H), 5,88 (dd, J= 11,9, 7,1 Hz, 1 H), 3,99
(dd, J= 17,5, 11,9 Hz, 1 H), 3,40 (dd, J= 17,5, 7,1 Hz, 1 H).

RMN C (50 MHz, CDCls) & ppm 164,91, 151,58, 150,56, 150,48,
147,92, 139,79, 136,07, 134,80, 130,26, 128,40, 128,36 (2
C), 128,24, 128,19, 128,08, 127,69, 127,61, 127,46, 125,78
(2 C), 125,51, 121,41, 116,13, 115,68, 103,60, 64,72, 43,50.

HRMS (m/z) calculado para CyHigFN,S (M+H)": 4511387,
encontrado, 451,1385.

4.8.6. 2-(3-(4-bromofenil)-5-(quinolin-6-il)-4,5-di-hidro-1H-pirazol-
1-il)-5-(4-metoxipenil)tiazol (7a).
H,CO

7 "N

sA

)
N7 7a Br

Rendimento 56 %, p.f. 222 - 224 °C; so6lido amerelo; 1V (KBr, cm'l)
1711 (C=N) 1590 (C=N) 1539 (C=C conjugada com o fenil).

RMN H (200 MHz, CDCls) & ppm 8,89 (d, J= 3,3 Hz, 1 H), 8,04 —
8,21 (M, 2 H), 7,86 (s, 1 H), 7,76 (dd, J=8,8, 1,9 Hz, 1 H),
7,46 - 7,70 (m, 6 H), 7,39 (dd, J= 8,3, 4,1 Hz, 1 H), 6,79 (d,
J= 8,8 Hz, 2 H), 6,68 (s, 1 H), 5,86 (dd, J= 12,0, 7,1 Hz, 1
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H), 3,96 (dd, J=17,3, 12,3 Hz, 1 H), 3,77 (s, 3 H), 3,36 (dd,
J=17,5,6,8 Hz, 1 H).

RMN C (50 MHz, CDCls) & ppm 164,64, 159,10, 151,33, 150,47,
150,31, 149,04, 147,87, 139,74, 136,08, 131,92 (2 C),
130,27, 130,20, 128,20, 128,11, 127,76 (2 C), 127,04 (2 C),
125,41, 124,04, 121,41, 113,73 (2 C), 101,86, 64,72, 55,22,
43,20.

HRMS (m/z) calculado para CagH»BrN,OS (M+H)":  541,0692,
encontrado, 541,0674.

4.8.7. 2-(3-(4-toluil)-5-(qunolin-6-il)-4,5-di-hidro-1H-pirazol-1-il)-5-
(4-metoxipenil)tiazol (7b).
H,CO

7 "N

sA

.
N? 7b CH,

Rendimento 78 %, p.f. 244 - 245 °C; s¢lido amerelo; IV (KBr, cm™)
1721 (C=N) 1607 (C=N) 1548 (C=C conjugada com o fenil).

RMN 'H (200 MHz, CDCls) & ppm 8,90 (dd, J= 4,1, 1,5 Hz, 1 H), 8,05
~8,23(m, 2 H), 7,89 (s, 1 H), 7,74 — 7,86 (m, 1 H), 7,69 (d,
J=8,1 Hz, 2 H), 7,54 (d, J= 8,7 Hz, 2 H), 7,40 (dd, J= 8,2,
4,2 Hz, 1 H), 7,25 (d, 2H), 6,8 (d, J= 6,7 Hz, 2H), 6,68 (s,
1H), 5,85 (dd, J= 11,9, 7,0 Hz, 1 H), 3,99 (dd, J= 17,4, 12,0
Hz, 1 H), 3,78 (s, 3 H), 3,40 (dd, J= 17,4, 7,0 Hz, 1 H), 2,41
(s, 3 H).

RMN *C (50 MHz, CDCls) & ppm 165,02, 159,14, 151,73, 151,21,
147,49, 141,85, 140,37, 139,55, 139,49, 130,40, 129,46 (2
C), 128,52, 128,33, 127,72, 127,38, 126,99 (2 C), 126,38 (2
C), 125,38, 121,28, 113,78 (2 C), 101,80, 64,37, 55,23,
43,50, 21,45.

HRMS (m/z) calculado para CyHx.N,OS (M+H)™: 477,1744,
encontrado, 477,1746.



91

4.8.8. 2-(3-(4-metoxifenil)-5-(qunolin-6-il)-4,5-di-hidro-1H-pirazol-
1-il)-5-(4-metoxipenil)tiazol (7c).
H,CO

7 N

s

9
N? 7c OCH,

Rendimento 72 %, p.f. 216 - 218 °C; sélido amerelo; IV (KBr, cm™)
1607 (C=N) 1548 (C=N) 1511 (C=C conjugada com o fenil).

RMN H (200 MHz, CDCl5) & ppm 8,89 (d, J= 4,1, 1 H), 8,13 (d, J=8,5
Hz, 2 H), 7,84 — 7,94 (m, 1 H), 7,66 — 7,84 (m, 3 H), 7,54 (d,
J= 8,8 Hz, 2 H), 7,38 (dd, J= 8,3, 4,2 Hz, 1 H), 6.95 (d, J=
8,8 Hz, 2 H), 6,79 (d, J= 8,8 Hz, 2 H), 6,67 (s, 1 H), 5,80
(dd, J= 11,8, 6,9 Hz, 1 H), 3,96 (dd, J= 17,4, 11,9 Hz, 1H),
3,86 (s, 3H), 3,77 (s, 3H), 3,34 (dd, J= 17,4, 6,9 Hz, 1 H).

RMN C (50 MHz, CDCl) & ppm 165,14, 161,04, 159,05, 151,43,
151,26, 150,34, 147,80, 140,18, 136,16, 130,03, 128,33,
128,21, 127.99 (2 C), 127,06 (2 C), 125,42, 124,01, 121,36,
114,17 (2 C), 113,73 (2 C), 101,51, 77,04, 64,48, 55,39,
55,23, 43,61.

HRMS (m/z) calculado para CaHxuN,0,S (M+H)": 4931693,
encontrado, 493,1692.

4.8.9. 2-(3-(4-clorofenil)-5-(qunolin-6-il)-4,5-di-hidro-1H-pirazol-1-

il)-5-(4-metoxifenil)tiazol (7d).
H;CO

7 N

sA

1
N 7d cl

Rendimento 67 %, p.f. 231 - 232 °C; solido amerelo; IV (KBr, cm'l)
1719 (C=N) 1597 (C=N) 1544 (C=C conjugada com o fenil).
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RMN *H (200 MHz, CDCl5) & ppm 8,90 (dd, J= 4,0, 1,5 Hz, 1 H), 8,14
(d, J=8,7 Hz, 2 H), 7,83 — 7,92 (m, 1 H), 7,65 — 7,83 (m, 4
H), 7,52 (d, J= 8,8 Hz, 2 H), 7,40 (d, J= 8,5 Hz, 2 H), 6,79
(d, J= 8,7 Hz, 2 H), 6,68 (s, 1 H), 5,86 (dd, J= 12,2, 7,1 Hz,
1 H), 3,96 (dd, J= 17,5, 12,2 1 H), 3,77 (s, 3 H), 3,36 (dd, J=
17,5, 7,1 Hz, 1 H).

RMN C (50 MHz, CDCIls) & ppm 164,70, 159,15, 151,35, 150,29,
150,06, 145,34, 140,06, 136,58, 135,81, 129,85, 129,01 (2
C), 128,45, 128,26, 127,84, 127,58 (2 C), 127,06 (2 C),
125,44, 121,40, 120,82, 113,79 (2 C), 101,91, 64,77, 55,25,
43,29.

HRMS (m/z) calculado para C,gHxnCIN,OS (M+H)":  497,1197,
encontrado, 497,1196.

4.8.10. 2-(3-(4-fluorfenil)-5-(qunolin-6-il)-4,5-di-hidro-1H-pirazol-1-

il)-5-(4-metoxipenil)tiazol (7e).
H,CO

A

S
N—N

|
O
N 7e F

Rendimento 77 %, p.f. 235 - 237 °C; sélido amerelo; IV (KBr, cm™)
1603 (C=N) 1552 (C=N) 1511 (C=C conjugada com o fenil).

RMN *H (200 MHz, CDCls) & ppm 8,90 (dd, J= 4,2, 1,3 Hz, 1 H), 8,14
(d, J=8,6 Hz, 2 H), 7,72 — 7,96 (m, 4 H), 7,53 (d, J= 8,6 Hz,
2 H), 7,40 (dd, J= 8,4, 4,2 Hz, 1 H), 7,04 — 7,23 (m, 2 H),
6,79 (d, J= 8,8 Hz, 2 H), 6,69 (s, 1 H), 5,85 (dd, J= 12,0, 7,1
Hz, 1 H), 3,96 (dd, J= 17,5, 12,1 Hz, 1 H), 3,77 (s, 3 H),
3,37 (dd, J= 17,5, 7,0 Hz, 1 H).

RMN %C (50 MHz, CDCl;) & ppm 166,21, 164,89, 161,23, 159,14,
151,35, 150,46, 150,37, 147,78, 139,93, 136,18, 130,10,
128,39, 128,22 (2 C), 127,88, 127,69, 127,64, 127,06 (2 C),
125,44, 121,40, 116,10, 115,66, 113,77, 101,76, 64,73,
55,23, 43,47.
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HRMS (m/z) calculado para CyHxnFN,OS (M+H)™:  481,1493,
encontrado, 481,1489.

4.9. Ensaio de Permeabilidade Aparente em Membrana Paralela
Artificial (PAMPA)

Os ensaios de permeabilidade dos compostos foram realizados
conforme Wohnsland e Faller com modifica¢des (Wohnsland and Faller
2001) (Wohnsland and Faller 2001, Wohnsland and Faller 2001).
Foram utilizadas placas de 96 pogos com filtros, os quais foram
revestidos com 10 pL de solucéo de 1% (m/v) de fosfatidilcolina (para
mimetizar a barreira gastrointestinal) em dodecano. As solugdes
doadoras dos compostos foram preparadas pela diluicdo das solugdes
estogue (1000 ppm em DMSO) em 50% de tampédo fosfato (pH 7,4) e
mantidas sob agitacdo durante a noite. Adicionou-se 150 pL das
solucdes doadoras aos pocos da placa com filtro e 300 pL de solugédo
aceptora (50% DMSO em tampéo fosfato) foram adicionados aos pogos
da placa aceptora. A placa com filtro foi acoplada a placa aceptora e
incubada no escuro durante 5 horas sob temperatura ambiente, com
agitacdo a cada 20 minutos. Em seguida 150 pL de cada solucéo
doadora foram adicionadas a 300 pL de solugdo aceptora rendendo as
respectivas solugdes de equilibrio. Os experimentos foram realizados em
quadruplicata. Apds a incubacdo, a placa com filtro e a placa aceptora
foram separadas e as solugdes doadora, aceptora e de equilibrio foram
analisadas por HPLC. A permeabilidade aparente (Papp) foi calculada
através da seguinte equacéo:

VpVa
Fapp = 7 v yac T =)
onde Vp é o volume do pogo doador (cm3), V4 é o volume do pogo
aceptor (cm?), A é a area da membrana (cm?), t é o tempo de incubacédo
(s) e r é a razdo entre as concentracdes do composto no poco aceptor e
na solugdo de equilibrio. As concentragdes dos compostos foram obtidas
pela integracdo dos picos no HPLC.

A retencdo de membrana foi calculada através da seguinte

equagéo:
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(Ap — (A4 + Ap)) 1
Ag

Onde Ag é a area do pico do composto na solucdo de equilibrio,
A € a area do pico na solucdo aceptora e Ap é a area do pico na solugéao
doadora.

A acetonitrila grau HPLC foi obtida comercialmente (Panreac) e
a agua ultra pura foi obtida a partir de um sistema de purificacdo Milli-Q
Plus (Millipore).

As anélises por HPLC foram realizadas no laboratério de
Quimica Analitica (102) do Departamento de Quimica da UFSC, sob
supervisao dos professores Gustavo Amadeu Micke e Luiz Augusto dos
Santos Madureira, com a colaboracdo da doutora Dalila Venzke e dos
doutorandos Ana Paula Ruani e Tiago Tizziani. Utilizou-se o
cromatégrafo da Agilent 1260 equipado com detector UV-Vis com
arranjo de diodos (DAD), sendo que as analises foram monitoradas a
235 nm, 260 nm e 320 nm. Em todas as analises foi utilizada uma
coluna C18 Phenomenex (150 mm x 4,6 mm x 5 um) a temperatura de
30 °C e utilizando um volume de injecdo de 20 pL. A vazdo de eluigédo
foi de 1,0 mL min™, utilizando um sistema de eluicdo isocratico
constituido por acetonitrila e &gua nas seguintes proporcdes (tabela 3).

RM% = 00

Tabela 3: sistema de elui¢do utilizada para analise de HPLC das séries
la-g, 2a-g, 4a-f, 5a-f, 6a-e, 7a-e.

Série Eluente (ACN: H,0) viv Comprimento de onda
(nm)

la-g 75:25 320

2a-g 60:40 260

4a-f 80:20 260

5a-f 60:40 235

6,7 a-e 65:35 320
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4.10. Ensaio de Inibicdo da Enzima Acetilcolinesterase

O ensaio de inibicdo da enzima Acetilcolinesterase foi realizado
em pareceria com o professor doutor Aldo Sena de Oliveira, da
Universidade Federal de Santa Catarina, campus Blumenau,

Para o teste de inibicdo da enzima acetilcolinesterase foram
utilizados o iodeto de acetiltiocolina, acido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzoico
(reagente de Ellman), a enzima acetilcolinesterase (na forma de pé
liofilizado do peixe elétrico tipo VI-S), um tampédo tris-HCI
(tris[hidroximetilaminometano]), soro albumina bovina, cloreto de
magnésio hexahidratado e cloreto de sodio (P.A), adquiridos da Sigma.

O ensaio de inibicdo da enzima acetilcolinesterase foi realizado
conforme Canto et al. (Canto, Barbosa et al. 2014) com modificacdes.
Em uma cubeta foram colocados o tampéo Tris-HCI 50 mM pH=8, o
composto na concentragdo 0,1 mg.mL™, e a enzima acetilcolinesterase
(0,25 U mL™). Apés 15 min a temperatura ambiente foi adicionada nesta
cubeta o iodeto de acetiltiocolina (0,023 mg mL™ em 4gua) e o reagente
de Ellman (3 mmol L™ em Tris-HCI, pH 8.0 tampéo, 0,1 mol L™ NaCl,
0,02 mol L'lMgCIg). Apo6s trinta minutos foi feita a leitura em
espectrofotdbmetro UV-VIS a 405 nm. Como controle positivo foi
utilizado o farmaco Remynil ® (0,1 mg. mL™) que contém 50% de
galantamina. Como controle negativo o mesmo solvente em que foi
dissolvida a amostra, para o qual a atividade enzimatica foi considerada
100%. Na referéncia (ou branco) foram utilizados todos os reagentes
exceto a enzima.

O resultado foi expresso em termos de % de inibicdo enzimatica
(1%):

1 %= 100 — ( Absorbanciaamestra / Absorbanciagance) X 100

A concentracdo necessaria para inibir a atividade enzimatica em
50 %, ICs, foi determinada a partir do grafico plotado em funcéo da
concentracao versus a absorbancia.
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5. Resultados e Discussao
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No desenvolvimento deste trabalho foi realizada a sintese de
novos derivados quinolinicos contendo os nucleos 4,5-di-hidropirazol e
tiazol. Para tal, utilizou-se a metodologia sob aquecimento
convencional, em sistema de refluxo, e ainda, a metodologia que utiliza
da energia fornecida pelo ultrassom. Como parte deste trabalho, foram
realizados também, ensaios afim de avaliar o potencial biolégico das
novas moléculas sintetizadas, em conjunto com o grupo de pesquisa
coordenado pela professora Dr. Susana Johann, do Departamento de
Microbiologia da Universidade Federal de Minas Gerais, onde
realizaram-se os ensaios antifungicos frente a sete diferentes leveduras.
Outro ensaio realizado, determinou a habilidade dos compostos de inibir
a acdo da enzima acetilcolinesterase, este ensaio foi realizado em
parceria com o professor Dr Aldo Sena de Oliveira, do Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina, campus Blumenau.

Além dos ensaios visando avaliar o potencial antiflngico, e
inibidor da enzima acetilcolinesterase, foram realizados ensaios afim de
obter informacGes relacionadas ao processo ADME. Para tal, o log P,
que prevé a lipofilicidade da moléculas, foi calculado com o auxilio de
softwares, e o ensaio do PAMPA que prediz a capacidade dos
compostos de atravessar a barreira gastro intestinal, foi realizado.

O estudo realizado esta aqui apresentado em quatro diferentes
topicos:

e preparagdo dos precursores 6-quinolinil chalconas,

e obtencdo dos derivados de 6-(4,5-di-hidro-1H-pirazol-5-
il)quinolina,

e sintese dos derivados de 5-fenil-2-(-3-fenil-5-(quinolin-6-
iltiazol,

e avaliacdo de atividade bioldgica e ensaios de bancada.

A seguir serdo apresentados e discutidos, separadamente, cada
um dos tdpicos citados acima, os quais fundamentaram este trabalho.

5.1. Sintese dos precursores derivados de 6-quinolinil chalconas.
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Os derivados 6-quinolinil chalconas foram obtidos através da
metodologia de condensagdo de Claisen-Schimitd, entre o 6-carbaldeido
quinolina e diferentes acetofenonas p-substituidas. O precursor
6-carbaldeido quinolina utilizado neste trabalho foi preparado conforme
metodologia descrita por Carvalho Tavares et al (de Carvalho Tavares,
Johann et al. 2011) onde a 6-metilquinolina é submetida a reacdo de
oxidacdo com dioxido de selénio (SeO,) durante 24 horas seguido de
recristalizacdo em AcOEt/éter di-iso propilico (1:2), rendimento de 47
% (Esquema 11).

Esquema 11: Obtencéo do precurssor 6-carbaldeido-quinolina.

| \ _Se0, (D)J\
N7 150-155 °C

24 h 47%

O diéxido de selénio é um agente oxidante muito util para
oxidacdes alilicas e o produto pode ser tanto um composto carbonilico
ou um alcool alilico, dependendo das condigdes reacionais utilizadas. O
produto de oxidagao inicialmente formado s&o os alcoois, mas estes sdo
novamente oxidados sob condi¢fes reacionais normais, portanto o
composto carbonilico é normalmente o produto isolado nestas reacdes.
Caso 0 produto desejado seja o alcool, a reagcdo deve ser realizada
utilizando-se &cido acético como solvente.

O mecanismo desta reacdo de oxidacdo pode ser explanado em
trés etapas conforme mostrado no Esquema 12 (pagina 97).
Primeiramente o didxido de selénio ir4 reagir com a por¢do alilica da
molécula em uma espécie de cicloadicdo [4+2] gerando o acido selénico
alilico. Na sequéncia, um rearranjo [2,3] sigma trépico reestabelece a
posi¢do original da dupla ligagéo, levando & formagdo de um composto
instavel que rapidamente se decompde a um composto carbonilico.
Particularmente, para o caso mais comum, oxidagdo de grupos metilas,
leva a um aldeido.



Esquema 12: Mecanismo de oxidacdo da 6-metilquinolina.
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A estrutura do composto 6-carbaldeido quinolina foi confirmada
através da analise dos espectros de RMN de *H e *C em cloroférmio
deuterado (CDCl;). No espectro de RMN 'H (Figura 42) pode-se
observar a presen¢a de sinais com integracdo para 7 atomos de
hidrogénio, sendo estes, um simpleto em 10.22 ppm, atribuido ao atomo
de H ligado ao carbono carbonilico do grupamento aldeido (hidrogénio
ao C-11, Figura 42). Pode-se observar também a presenca de outros
guatro sinais, na regido de ressonancia de nucleo aromatico com
integracdo para seis atomos hidrogénios. No espectro de RMN *C
(Figura 42) foram observados a presencga de 10 sinais com ressonancia
na regido de carbono sp’, com destaque para o sinal do carbono

carbonilico em 191,4 ppm.
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Figura 42: espectro de RMN 1H e RMN 13C do compostos 6-
carbaldeido quinolina
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Uma vez obtido o composto 6-carbaldeidoquinolina foi possivel
a obtencdo dos derivados quinolinicos com um grupo carbonilico
o, finsaturados, ou seja, as 6-quinolinil chalconas la-g (esquema 13,
pagina 99). Os produtos foram obtidos com rendimentos entre 51 — 73
%, a partir da metodologia empregada, ap6s a recristalizagdo em
CH,Cly/éter di-isopropilico.
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Esquema 13: sintese dos derivados de 6-quinolinil chalconas la-g.

o o]
—= - T
] NaOH 10% N7 1a-g R

15h

O mecanismo proposto para a formagdo das 6-quinolinil
chalconas (Esquema 20) se da através da formacdo de um enolato in
situ, pela abstracdo de um préton o carbonilico. A espécie gerada
procede com um ataque nucleofilico no carbono elétrofilico da carbonila
presente no composto 6-carbaldeido quinolina, originando uma g-
hidroxi cetona. Em meio basico a - hidroxi cetona sofre desidratacao,

gerando os derivados chalconas de interesse (1a-f).

Esquema 14: Mecanismo de obtencdo dos derivados de 6-quinolinil

chalconas la-g.
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As estruturas dos derivados quinolinicos a,fS-insaturados (6-
quinolinil chalconas) foram caracterizadas através da andlise dos
espectros infravermelho e RMN 'H e **C em CDClL.

Analisando os espectros de RMN 'H (Figura 43), é possivel
observar claramente a formacdo dos requiridos compostos.
Primeiramente observa-se uma blindagem (deslocamento do sinal para
campo alto, ou menor ppm) do sinal referente ao &tomo de hidrogénio 9
de 102 ppm no composto 6-carbaldeido quinolina, para
aproximadamente 8.1 - 7.9 ppm nas 6-quinolinil chalconas. Além disso
é possivel observar a presenca de dois dupletos em 7,68 e 8,10 ppm,
com integracdo para 1 atomo hidrogénio cada, e constante de
acoplamento de 15,5 Hz, o que é caracteristico de dupla ligagdo com
estereoquimica E, estes sinais foram atribuidos aos atomos de
hidrogénio ligados aos dtomos de carbono «, em relacdo a carbonila
(H 11 e H 12). E evidente também, a presenca de sinais na regido de
aromaticos referentes aos atomos de hidrogénio 13 e 14.

Figura 43: Espectro de RMN *H do derivado de 6-quinolinil chalcona
lc.
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No espectro de RMN *C (Figura 44) pode-se observar a
presenca de 16 sinais de atomos de carbono para os derivados com
substituinte halogénio, e 17 sinais de atomos de carbono para aqueles
Cujo substituinte é um grupo metil ou metéxi. Analisando
detalhadamente os espectros, percebe-se que houve uma protecdo no
deslocamento quimico do atomo de carbono 11 de 191,4 ppm no
precursor para a regido entre 142-144 ppm nos requeridos produtos.
Evidenciando assim, que o carbono carbonilico C-11 do composto 6-
carbaldeido quinolina foi quem sofreu o ataque nulceofilico do enolato
durante a reacdo. Outro sinal de destaque no espectro é referente ao
atomo de carbono 13 do derivado quinolinico (carbono carbonilico) o
qual aparece na regido entre 187-190 ppm.

Figura 44: Espectro de RMN **C do derivado de 6-quinolinil chalcona
lc.
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5.2. Sintese dos derivados de 6-quinolinil N-6xido chalconas (2a-f).

Em muitos casos, ensaios farmacolégicos que apresentam bons
resultados no modelo in vitro, ndo sdo reprodutiveis em organismos
vivos. Isto deve-se a complexidade dos sistemas biolégicos, uma vez
gue, o farmaco precisa ser injerido, solubilizado, transportado até o sitio
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ativo, realizar a funcdo desejada, e posteriormente excretado. Nesse
caminho, pode-se encontrar uma série de empecilhos, como por
exemplo, entre outras coisas, a substancia pode apresentar uma baixa
permeabilidade em membrana, ndo atingindo assim o alvo bioldgico de
interesse. Ou ainda, o candidato a farmaco pode apresentar o efeito
esperado contra o alvo hioldgico, porém, pode ser tdxico também para
organismo infectado, causando uma série de outros problemas. Devido a
isso, realizar ensaios in vivo de substancias que mostraram resultados
promissores em ensaios preliminares in vitro, é de grande importancia,
durante o desenvolvimento de um novo farmaco. Tendo em vista os
bons resultados obtidos nos ensaios antifungicos dos derivados de 6-
quinolinil N-6xido chalconas, publicados por Tavares et al (de Carvalho
Tavares, Johann et al. 2011), a sintese dos derivados (2a-g) foi repetida
com a finalidade de se realizar estudos in vivo com 0s compostos mais
ativos. Sendo assim, possivel obter algumas informagdes adicionais a
respeito dos parametros farmaconcinéticos, como a permeabilidade em
membrana e toxicidade. Com estes resultados € possivel aprofundar o
conhecimento sobre a molécula e suas propriedades farmacolégicas,
afim do desenvolvimento de novos agentes terapéuticos.

O interesse nos derivados de 6-quinolinil N-6xido chalconas
surgiu do fato de o derivado 2e ((2E)-1-(4-Flaor-fenil)-3-(1-6xide-6-
quinolinil)-2-propen-1-ona) ter apresentado o melhor resultado nos
ensaios frente ao fungo Paracoccidioides brasiliensis, conforme
apresentado na Tabela 4 (pagina 103), o composto 2e apresentou uma
CIM (concentracdo inibitéria minima) de 1,9 pg/mL, cerca de 8 vezes
mais ativo que o0 segundo composto (2¢) com menor CIM (15,6 pg/mL).
Sendo assim, estes compostos foram selecionados para dar continuidade
aos estudos relacionados a atividade antifungica contra o
Paracoccidioides brasiliensis.
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Tabela 4: CIM dos derivados 6-quinolinil N-0xido chalconas contra o
fungo Paracoccidioides brasiliensis

estrutura Composto MIC (ug/mL) contra
Paracoccidioides brasiliensis
) 28 62,50
N X 2b 125,00
é-R_ bR C 2d 500,00
¢-R= OCHs; d-R= NO; 28 1,90
e-R=F; f-R=Br; 2f 62,50
g-R=Cl 29 15,50

Os compostos foram entdo sintetizados conforme descrito por
Tavares et al (de Carvalho Tavares, Johann et al. 2011), ou seja,
utilizando-se m-CPBA como agentes oxidante. No mecanismo proposto
para esta transformacgdo, (Esquema 15) o par de elétrons do 4tomo de
nitrogénio do anel quinolinico faz uma ataque nucleofilico no atomo de
oxigénio eletrofilico do m-CPBA seguido da elimina¢do do acido m-
clorobenzdico.

Esquema 15: Mecanismo de oxidacdo da 6-quinolinil chalcona a 6-
quinolinil N-dxido chalcona 2a-g.

o]
i
1a-
-9 onon _ M . C|\©AOH
H “NO m- CPBA N
\-/‘)K©/

Os rendimentos obtidos paras estas sinteses foram bastante
satisfatérios 65-78 %. E a estrutura dos compostos puderam ser
confimadas através da analise dos espectros de RMN *H e *C em
cloroférmio ou dimetil sulféxido deuterados.

Nos espectros de RMN tanto de *H (Figura 45) quanto de *3
(Figura 46) foi possivel observar uma blindagem nos sinais relativos ao
anel quinolinico, especialmente para as posicdes 2, 4, 5 ¢ 7. Devido a
presenca do dtomo de oxigénio ligado a estrutura da quinolina, ocorre
uma deslocalizagdo dos elétrons do oxigénio no sentido do anel
quinolinico, o que fornece um carater de ligacdo dupla a ligacdo N-O, e
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aumenta a densidade eletrénica no anel aromatico, especialmente nas
posicBGes anteriormente mencionadas. A partir desta constatacdo foi
possivel inferir formacéo dos requeridos derivados 2a-g.

Figura 45: Espectro de RMN *H do composto (2E)-1-(4-Metdxi-fenil)-
3-(1-6xido-6-quinolinil)-2-propen-1-ona 2c.
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Figura 46: Espectro de RMN 13C do composto (2E)-1-(4-Metoxi-
fenil)-3-(1-6xido-6-quinolinil)-2-propen-1-ona (2c).
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5.3. Sintese dos derivados de quinolina contendo o nucleo 4,5-di-
hidropirazol (4 e 5).

Um dos principais alvos do nosso estudo, foi a obtencdo de
derivados quinolinicos contendo o anel pirazolinico na estrutura. Este
interesse deve-se ao fato de que, a preparacdo de novos compostos
baseados em nucleos de origem natural, tem sido de grande importancia
na busca e desenvolvimento de novos potenciais agentes
farmacoldgicos. Com isso, levou-se em consideragdo que tanto a
quinolina quanto o di-hidropirazol sdo nucleos que apresentam uma
vasta gama de atividades farmacoldgicas relacionadas, tais como:
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e Para quinolina: antimalérica, antibacteriana, anti-helmintica,
antifingica, cardiotdnica, anticonvulsivante, anti-inflamatéria,
analgésica e antituberculose. (Marella, Tanwar et al. 2013)

e Para o di-hidropirazol: anticancer, antimicrobiana, antimaldrica,
antinocicepitiva, antiviral, antituberculose e anti-inflamatoria.
(Liu, Li et al. 2012)

Devido a grande quantidade de antividades farmacoldgicas
relacionadas a esses dois heterociclos de origem natural, consideramos
relevante a sintese de compostos que une na mesma estrutura esses dois
nucleos, fazendo assim, a chamada hibridizacdo molecular Analisando a
estrutura dos derivados 6-quinolinil chalconas observamos que a
insercdo de derivados de hidrazina, na por¢do carbonilica D10-
insaturada levaria a formacdo do ndcleo 4,5-di-hidropirazol, gerando os
derivados de quinolina contendo o anel pirazolinico de interesse.

5.3.1. Sintese dos derivados de 6-(4,5-di-hidropirazolil)quinolina.

Para a sintese dos derivados pirazolinicos, as respectivas 6-
quinolil chalconas reagiram com fenil hidrazina sob aquecimento
durante 17 horas, gerando os compostos de interesse em rendimento
satisfatéorio (68-81%) (Esquema 16).

Esquema 16: sintese dos derivados de 6-(4,5-di-hidropirazolil)quinolina

0 Q

sonacRicuE"0l v
pZ Refluxo X
N 1a-g R O 4a-g

pZ

N

68 - 81%

A fenil hidrazina € um bom nucle6filo, que apresenta dois
atomos de nitrogénio nucleofilico. As 6-quinolinil chalconas por sua vez
tratam-se de compostos carbonilicos «,f-insaturados, portanto,
apresentam dois centros eletrofilicos, o carbono carbonilico e o carbono
. Sendo assim, qual o produto formado na reacdo da fenil hidrazina
com os derivados de 6-quinolil chalconas? Qual atomo de nitrogénio
reage com o carbono 3, e qual reage com o carbono carbonilico? Para
responder esta questdo partimos do principio de Pearson de acidos e
bases duros e macios. Nucledfilos macios tendem a reagir com
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eletrofilos macios, e eletréfilos duros tendem a reagir com nucleéfilos
duros.

Em um composto carbonilico ¢, -insaturados (Figura 47), como
mencionado anteriormente, existe dois sitios eletrofilicos, um é duro e o
outro mais macio. O grupo carbonil tem uma alta carga parcial positiva
no carbono carbonilico e, portanto, tende a reagir com nucleéfilos mais
duros. Ja o carbono S do sistema carbonilico «,f-insaturado néo
apresenta uma carga parcial positiva, mas € o sitio que apresenta o maior
coeficiente orbitalar de LUMO. Isso faz do carbono S, um eletréfilo
mais macio tendendo a reagir com nucleofilos macios.

Figura 47: representacdo dos carbonos a,f-insaturados dos derivados
de 6-quinolinil chalconas

No caso do composto fenil hidrazina (Figura 48), como ja
mencionado, temos dois sitios nucleofilicos, e para saber quem reage
com o carbono £ e quem reage com o carbono carbonilico do sistema
a,f-insaturado, precisamos saber qual nitrogénio é mais duro ou mais
macio. Nucledfilos duros apresentam alta densidade de carga, enquanto
nucleofilos macios podem ndo ser carregados ou apresentam a carga
mais difusa. Analisando a estrutura da fenil hidrazina observa-se que o
par de elétrons livre do nitrogénio 1, apresenta uma conjugacdo mais
efetiva com o anel aromatico do que os pares de elétrons do nitrogénio
2. Portanto o nitrogénio 1 apresenta um carater mais macio que o
nitrogénio 2. Logo o nitrogénio 1 deve reagir com o eletréfilo mais
macio (carbono f) e o nitrogénio 2 reage com o eletr6filo mais duro
(carbono carbonilico) conforme mostrado no Esquema 17 (pagina 108).

Figura 48: estrutura da fenil hidrazina
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Esquema 17: Mecanismo de formacéo dos derivados de 6-(4,5-di-
hidropirazolil)quinolina.
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Porém, surge uma segunda divida, qual centro eletrofilico sofre
primeiro o ataque do nucleofilo? O sitio mais macio, ou seja, o carbono
B do sistema ¢, f-insaturado, ou 0 ataque ocorre primeiro no sitio mais
duro, formado pelo carbono carbonilico. Segundo Clayden et al
(Clayden, J. et al. 2012), as reacdes de espécies duras sdo dominadas
pelas cargas e efeitos eletrostaticos. Enquanto que, as reages de
espécies macias sdo dominadas pelo efeito do orbital, e polarizabilidade.
Devido a essa divida porpde-se um segundo mecanismo (Esquema 18),
onde o ataque ocorre primeiro na carbonila, fazendo-se valer a interacdo
elétrostatica frente aos efeitos de polarizabilidade e de orbital.

Esquema 18: Mecanismo de formag&o dos derivados de 6-(4,5-di-
hidropirazolil)quinolina, com o primeiro ataque nucleofilico ocorrendo
na carbonila.
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Para se ter uma maior certeza, de qual via a reacdo realmente
ocorre, precisariamos realizar um estudo mecanistico, afim de vizualizar
um dos intermediarios chaves da reacéo, que indiqguem onde o primeiro
ataque nucleofilico ocorre.

Os derivados de 6-(4,5-di-hidropirazolil)quinolina sintetizados
foram caracterizados através da anélise dos espectros de RMN *H e *C
em CDCl; (anexos).

Analisando o espectro de RMN *H (Figura 49) dos derivados de
6-(4,5-di-hidropirazolil)quinolina pode-se observar a presenca de sinais
com integracdo para 21 (no caso dos derivados com substituinte metil ou
metdxi) ou 18 atomos de hidrogénio (para os demais). Mas o que
evidencia a formacdo do anel 4,5-di-hidropirazol, é a presenca de trés
duplos dupletos acoplando entre si na regido dos hidrogénio alifaticos
gue sdo referentes aos atomos de hidrogénios ligados aos atomos de
carbonos C-11 e C-12 do anel pirazolinico: 5.42 (dd, J=12.24, 7.34 Hz,
1 H); 3,91 (dd, J=12.29, 17.06 Hz, 1H); 3.19 (dd, J=17.08, 7.34 Hz, 1
H).

Figura 49: Espectro de RMN *H do composto 6-(3-(4-metoxifenil)-1-
fenil-4,5-di-hidro-pirazol-1H-il)quinolina (4c).
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No espectro de RMN *3C da Figura 50, observa-se a presenca de
21 sinais o0 que é condizente com a estrutura dos produtos. Vale
destacar, a presenca de trés sinais na regido dos atomos de carbono com
hibridizagdo sp® que séo referentes aos 4&tomos de carbono C-11 e C12
em 64,4 e 43,7 ppm respectivamente e o &tomo de carbono da metoxila
em 55,33 ppm. Além destes, merece destaque o sinal mais desblindado,
em 160,33 ppm, referente ao 4&tomo de carbono da dupla ligagdo com o
nitrogénio (C-13). Com o auxilio do espectro de DEPT 135 (Figura 51,
pagina 111) foi possivel se ter uma maior certeza da estrutura formada,
através do qual identificou-se, 7 carbonos ndo hidrogenados, 12
carbonos metinicos e 1 carbono metilénico.

Figura 50: Espectro de RMN **C do composto 6-(3-(4-metoxifenil)-1-
fenil-4,5-di-hidro-pirazol-1H-il)quinolina (4c).
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Figura 51: DEPT 135 do composto 6-(3-(4-metoxifenil)-1-fenil-4,5-di-
hidro-pirazol-1H-il)quinolina (4c).
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5.3.2. Sintese dos derivados de 6-(4,5-di-hidropirazolil-1-
tiocarbamoil)-quinolina (5a-f)

Visando a sintese de uma nova série de derivados contendo o
nucleo 4,5-di-hidropirazol, foi feita a sintese dos derivados de 6-(4,5-di-
hidropirazolil-1-tiocarbamoil)-quinolina 5a-f. O propdsito  destas
sinteses, foi aumentar a hidrofilicidade dos compostos, através da
insercdo de um grupo que apresente mais sitios doadores e aceptores de
ligacdo de hidrogénio. Para tal, um grupamento tioamida ligado ao anel
pirazolinico ao invés do grupo fenil presente nos derivado 4a-f, realiza
bem esta funcéo. Isso porque o NH; é um doador/aceptor de ligagdo de
hidrogénio e o grupo C=S é um aceptor de ligacdo de hidrogénio. Sendo
assim, escolheu-se a tiosemicarbazida para realizar a condensa¢do com
as respectivas 6-quinolinil chalconas a fim de se obter uma série de
derivados com o perfil de substituicdo citado neste paragrafo.

O mecanismo proposto para esta reacdo, é bastante semelhante ao
mostrado no Esquema 18 (pégina 108), com a diferenca de que foi
utilizado NaOH como base com um excesso de 0,3 equivalentes em
relacdo ao cloridrato de tiosemicarbazida. Além disso, vale destacar que
toda a discussdo realizada no tépico anterior, a respeito de qual
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nitrogénio ataca qual centro eletrofilico continua valendo para este
mecanismo, conforme mostrado no Esquema 19.

Esquema 19: Mecanismo de formac&o dos 6-(4,5-di-hidropirazolil-1-
tiocarbamoil)-quinolina.

HQNJ\NHNHZ_HCI + NaOH ——> HgN)kNHNHQ + NaCl + H0
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Para estas sinteses optou-se por utilizar a energia na faixa do
ultrassom preferencialmente em relagdo ao aquecimento convencional.
Isto devido ao fato de se conseguir realizar as reagbes em menor tempo
reacional e rendimento levemente superior quando foi utilizada a
energia ultrassdnica, conforme mostrado na Tabela 5 (pagina 113).
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Tabela 5: Compara¢do do rendimento e tempo recional da sintese dos
derivados 5a-f utilizando o método convencional e ultrassom.

Composto Ultrassom Aqguecimento
Tempo - rendimento Tempo - rendimento

5a 1,5h-71% n.a.

5b 1,5h-83% 10 h —76%
5c 1,5h-51% 11 h—39%
5d 1,5h-74% 11 h—-70%
5e 1,5h-73% 11 h —68%
5f 1,5h-62% 10h-57%

*n.a. — ndo analisado

Os derivados de 6-(4,5-di-hidropirazolil-1-tiocarbamoil)-
quinolina 5a-f sintetizados foram caracterizados através da analise dos
espectros de RMN *H e **C em CDCI; (anexos), e infravermelho.

No espectro de RMN *H (Figura 52), observa-se a presenca de
sinais com integracdo para 15 4tomos de hidrogénio, o que esta de
acordo com a estrutura do derivado 5d. Além disso, na regido entre 3,0 e
7,0 ppm encontram-se trés duplos dupletos com integracdo para 1 &tomo
de hidrogénio cada, 6,60 (dd, J=11,7, 4,1 Hz, 1 H), 3,88 (dd, J=18,0,
11,7 Hz, 1 H), 3,30 (dd, J=18,0, 4,1 Hz, 1 H), sinais estes caracteristicos
dos atomos de hidrogénio do heterociclo pirazolina. Na regido
compreendida entre 7,0 — 10,0 ppm, observa-se a presenca de sinais com
integracdo para 12 &tomos de hidrogénio, sendo estes, 4 referentes ao
substituinte fenilico (7,73 (d, J = 8,6 Hz, 2H), 7,44 (d, J = 8,55 Hz, 2
H), 6 referentes aos atomos de hidrogénio da quinolina (8,97 (dd, J =
4,2,1.7Hz,1H),830(d,J=28,7Hz, 1H), 8,04 (dd, J=8,7, 1,8 Hz, 1
H), 7,96 (d, J=1,8 Hz, 1 H), 7,79 (dd, J = 8,8, 1,8 Hz, 1H), 7,29 (dd, J
= 8,3, 4,2 Hz, 1 H)), além dos dois atomos de hidrogénio referentes ao
grupamento tio amida 9.55 (sr, 1 H) e 8.80 (sr, 1 H), comprovando
assim a estrutura dos compostos sintetizados.
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Figura 52: Espectro de RMN *H em piridina deuterada do composto 6-
(3-(4-clorofenil)-4,5-di-hidropirazolil-1-tiocarbamoil)-quinolina (5d).
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No espectro de RMN *3C (figura 53, pagina 115) é possivel
observar a presenca de 17 sinais, 0 que condiz com a estrutura do
derivado 5d. Na regido dos alifaticos temos a presenca de dois sinais em
64,1 e 42,9 ppm, referentes ao CH e CH, do anel pirazolina
respectivamente. Vale destacar também, os sinais em 178,6 e 154,1 ppm
que foram atribuidos ao atomo de carbono do grupo tioamida e da dupla
ligacéo endociclica do anel pirazolina, respectivamente.
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Figura 53: Espectro de RMN **C obtido dem piridina deuterada do
composto 6-(3-(4-clorofenil)-4,5-di-hidropirazolil-1-tiocarbamoil)-
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5.4. Sintese dos derivados de quinolina contendo o nucleo tiazol (6 e
7 a-9)

O interesse na sintese de novos compostos que contém o ndcleo
tiazol tem crescido consideravelmente nos Gltimos anos. Isto deve-se ao
fato da grande versatilidade por este apresentada, tanto como bloco de
construcdo para novas moléculas, quanto para aplicacdes bioldgicas na
busca por novos principios ativos para o tratamento das mais diversas
patologias.

Nos ultimos anos, os estudos envolvendo o nucleo tiazol, tem
apontado uma vasta gama de atividades bioldgicas a este relacionadas,
tais como:
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e Antimalarica (Bueno, Carda et al. 2016)
Anticancer (Zhao, Guo et al. 2016)

e Acdo inibidora da enzima a-glicosidase (Khan, Qurban et al.
2016)

e Anti HIV (Xu, Guo et al. 2016)

e Antimicrobiana (Reddy, Garcia et al. 2016)

e Antiparasitaria (de Moraes Gomes, de Oliveira Barbosa et al.
2016)

Devido ao exposto nos paragrafos acima, junto da alta
versatilidade apresentada por compostos hibridos de diferentes nucleos
de origem natural, decidimos unir a quinolina, a pirazolina e o tiazol
em uma Unica molécula, realizando assim, a hibridizagdo molecular. O
intuido desta sintese, é investigar as propriedades farmacocinéticas (log
P e permeabilidade) e farmacodinamicas (atividade antifingica e acdo
inibidora da enzima acetilcolinestersase) apresentadas por estas novas
estruturas.

Visando a sintese dos novos compostos quinolinicos contendo o
grupo tiazol, os respectivos 6-(4,5-di-hidropirazolil-1-tiocarbamoil)-
quinolina 5a-f, reagiram com o respectivo brometo de fenacila, dando
origem aos derivados de 5-fenil-2-(-3-fenil-5-(quinolin-6-il)tiazol 6a-e e
7a-e (Figura 54). Para tal, foram testadas duas metodologias, na qual,
uma utiliza a energia emitida pelo ultrassom, e outra que faz uso do
refluxo através do aquecimento convencional. O tempo reacional e
rendimento obtido com cada um dos métodos seguem descritos na
Tabela 6 (pagina 117). Como pode ser observado, em todos 0s casos
onde ouve a comparagdo, apos 2 horas reagindo, todo o substrato havia
sido consumido quando utilizou-se energia provida pelo ultrassom, e 0s
rendimentos foram superiores aos da metodologia com refluxo, que
necessitou em torno de 7 horas de reacéo.

Figura 54: preparagdo dos derivados de 5-fenil-2-(-3-fenil-5-(quinolin-
6-il)tiazol 6a-e e 7a-e.
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A purificagdo dos composto se deu através de cromatografia em
coluna de silica gel (230-400 mesh, 0,04-0,063 mm) eluida com
CH,CI,/AcOEt (85:15) obtendo-se rendimentos que ficaram entre 69 —
89% (método com ultrassom) e 51 — 63% (método com aquecimento

convencional).

Tabela 6: Comparacdo do método entre o tempo reacional rendimento
obtidos com o método que utiliza ultrassom e o método com

aquecimento.

Estrutura Composto Ultrassom Aqguecimento
Tempo - Tempo -
rendimento rendimento

?\ 6a 2 h—69% 7h-51%

L 6b 2h-T71% 7h-54%

' 6c 2h—-71% -
oS 6d 2 h—84% n.s.
N R
a-R= Br; b-R= CHg; c-R= 6e 2 h—89% 7h—-63%
OCHjs; d-R=Cl; e-R=F
7a 2 h—56% n.s.

2 7b 2h—-78% n.s.
()ﬁv‘ 7c 2h—72% 7h-60%
[ 7d 2h-67% 7 h—54%
" . O : 7e 2h—77% n.s.

a-R=Br; b-R= CHz; ¢c-R=
OCHj3; d-R=Cl; e-R=f

*n.s. ndo sintetizado

No mecanismo de condensacdo de a-halocetonas com tioamidas
proposto para esta reagdo (Esquema 21, pagina 118), primeiramente
ocorre a substituicdo do atomo de halogénio pelo &tomo de enxofre, com
liberacdo de HBr. Na sequéncia o par de elétrons do atomo de nitrogénio
ataca o carbono carbonilico, que com a subsequente liberagdo de agua,

forma o ndcleo tiazol de interesse.
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Esquema 20: mecanismo proposto para a reacdo de formacdo do tiazol.
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Os derivados de 5-fenil-2-(3-fenil-5-(quinolin-6-il)tiazol (6 e 7(a-
e)) sintetizados foram caracterizados através da analise do espectro de
RMN *H e *C em CDClI; e infravermelho (anexos).

No espectro de RMN *H do derivado 6e (Figura 55), observa-se
a presenca de sinais com integracéo para 19 atomos de hidrogénio, o que
estd de acordo com a estrutura do composto esperado. Vale destacar a
presenca de um simpleto em 6,84 ppm, com integracdo para 1, que foi
atribuido ao atomo de hidrogénio ligado ao atomo de carbono C-23 do
heterociclo Tiazol. Além deste, observa-se a presenca de trés duplos
dupletos referentes aos atomos de hidrogénio ligados aos atomos de
carbono C-11 e C-12 do anel pirazolina: 5,88 (dd, J=11,9, 7,1 Hz, 1 H),
3,99 (dd, J=17,5, 11,9 Hz, 1 H), 3,40 (dd, J=17,5, 7,1 Hz, 1 H).

Na regido dos atomos de hidrogénio aromaticos (7,0 — 9,0 ppm)
do espectro da Figura 55, temos sinais com integracdo para 15 atomos
de hidrogénio (a integracdo dos sinais é atrapalhada pela sobreposicéo
dos dinais da amostra com o sinal do cloroférmio em 7,27 ppm), dos
quais 6 sdo referentes aos hidrogénios da quinolina. Os outros 9 4&tomos
de hidrogénio sdo atribuidos aos substituintes fenilicos presentes na
estrutura da molécula (no espectro da Figura 55, um dos grupos
fenilicos é substituido na posicdo 4 por um atomo de fldor).
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Figura 55: Espectro de RMN *H em CDCIl; do composto 5-fenil-2-(3-
(4-fluorfenil)-5-(quinolin-6-il)tiazol (6€)
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Para a analise do espectro de RMN *C selecionamos o espectro
do composto 5-fenil-2-(3-(4-fluorfenil)-5-(quinolin-6-il)tiazol ~ (6e)
(Figura 56, pagina 120) devido ao fato de esta molécula apresentar um
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grupo fenil substituido na posicdo 4 por um atomo de fldor, isto nos da
uma maior seguranga na atribuicdo dos sinais, uma vez que o fluor
acopla com o carbono gerando sinais bastante caracteristicos. Com isso,
foi possivel identificar cada um dos &tomos de carbono referentes ao
anel aromatico substituido, em 151,58 — 147,92 ppm (d, J= 184,0 Hz,
C-19), 128,40 — 128,23 ppm (d, J= 8,4 Hz, C- 17), e 116,16 — 115,68
ppm (d, J= 22.2 Hz, C-18). Além disso, em 164,91 ppm temos 0 &tomo
carbono mais desblindado do espectro, este foi atribuido ao C-20 que
esta diretamente ligado a dois atomos de nitrogénio e um atomo de
enxofre. Logo na sequéncia em 150,48 ppm temos o sinal referente ao
C-2 do anel quinolinico. O C-13 referente a dupla ligagdo
carbono/nitrogénio do anel pirazolina, foi atribuido como sendo o sinal
em 147,92 ppm. E por fim temos a presenca de dois sinais na regido de
alifaticos, em 64,72 e 43,50 ppm, que sao referentes aos carbonos C-11
e C-12 do anel pirazolina, respectivamente.

Figura 56: espectro de RMN 13C em CDCI3 do composto composto 5-
fenil-2-(3-(4-fluorfenil)-5-(quinolin-6-il)tiazol (6e).
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Visando uma maior confiabilidade na atribuicdo dos sinais
referentes ao espectro de carbono (Figura 56), foi obtido também o
espectro de DEPT 135 do composto 5-fenil-2-(3-(4-fluorfenil)-5-
(quinolin-6-il)tiazol (6e) (Figura 57), através do qual identificou-se a
presenca de 1 atomo de carbono metilénico, 13 atomos de carbono
metinicos e 9 &tomos de carbono ndo hidrogenados.

Figura 57: Espectro de DEPT 135 do composto 5-fenil-2-(3-(4-
fluorfenil)-5-(quinolin-6-il)tiazol (6e).
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5.5. Estudo das propriedades fisico-quimicas relacionadas ao
ADME

Um bom perfil farmacocinético aumenta a probabilidade de um
promissor candidato a farmaco vir a oferecer uma terapia de sucesso.
Com isso, conhecer informac0es a respeito de propriedades associadas a
absorcdo, metabolismo, distribuicdo, e excrecdo de um farmaco €
essencial.

Afim de enfatizar a importancia dos estudos relacionados aos
processos ADME, vejamos o seguinte dado publicado por Prentis et al
(Prentis, Lis et al. 1988); entre 0 periodo de 1964 e 1985, sete industrias
farmacéuticas estabelecidas no Reino Unido introduziram 49 novos
farmacos no mercado, por outro lado, 198 compostos foram descartados
durante a fase de desenvolvimento. A principal razdo para este
abandono foram parametros farmacocinéticos inapropriados.

Sendo assim, o estudo de parametros de ADME e tornou-se uma
ferramenta importante no desenvolvimento de um novo candidato a
farmaco, para predizer a adequacédo de uma molécula para avaliacdo in
vivo de modo a selecionar os melhores candidatos durante a fase clinica.
Uma vez que as propriedades fisico-quimicas podem ser controladas
através da modificacdo estrutural, os parametros ADME podem ser
ajustados, se necessario, paralelamente numa fase inicial a otimizacéo
da eficécia (Perspicace, Giorgio et al. 2013).

Visando o conhecimento dos parametros fisico-quimicos
relacionados ao processo ADME de um candidato a farmaco, Lipinski et
al (Lipinski, Lombardo et al. 2001) propos a “regra dos 5”, que abrange
as chances de um composto candidato a farmaco vir a obter sucesso
guando este apresenta 4 caracteristicas:

No méximo 5 doadores de ligacdo de hidrogénio (NH, OH)
Um maximo de 10 aceptores de ligacdo de hidrogénio (O, N)
LogP <5

Massa molecular inferior a 500 g.mol™

Segundo a “regra dos 5” um composto que infrija duas ou mais
destas regras tende a apresentar baixa permeabiliade ou solublidade.

Visando a obtencdo de parametros que permitam ter um maior
entendimento sobre o comportamento dos compostos sintetizados num
possivel processo de absorcdo, distribuicdo metabolismo e excrecdo em
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um ensaio in vivo, o log P foi calculado utilizando-se softwares, além de
ter sido performado o ensaio PAMPA com a finalidade de se obter
informacg0es a respeito da lipofilicidade e permeabilidade da barreira
gastro intestinal, visando identificar os melhores candidatos a farmacos
dentre os compostos obtidos.

5.5.1. Determinacéo do Log P

O coeficiente de particdo n-octanol/agua é definido como a razéo
da concentracdo de um soluto na fase octanol pela concentracdo do
mesmo na fase aquosa e é expressa na forma de logaritmo deste
coeficiente (log P). Logo, o log P nos da a medida do quanto um
composto é hidrofilico ou lipofilico. Sendo assim, os valores de log P
nos dido uma estimativa do qudo bioacumulavel ou rapidamente
excretado um composto pode ser (Reddy and Locke 1994). Estas
informacOes, contribuem na determinacdo da posologia de um
medicamento (dose e frequéncia de administracdo) que permite niveis
plasmaticos satisfatérios durante o tratamento.

Além disso, informacfes a respeito da solubilidade ou
lipofilicidade tem sido relacionadas com o transporte através de
biomembranas. De modo geral, o transporte de substancias via o sistema
gastrointestinal € um complicado processo transcelular ou paracelular
passivo ou ativo. Contudo, o conhecimento do transporte passivo de
moléculas e farmacos pequenos através das biomembranas ¢é
indipensavel, especialmente para o processo transcelular, que envolve a
passagem dos farmacos através da célula, sendo este a rota mais comum
de acesso (Luo, Zheng et al. 2007).

Um equilibrio entre solubilidade em agua e lipofilicidade ¢ um
fator fundamental para a absorcéo passiva de farmacos. Farmacos muito
polares ou hidrofilicos, tendem a apresentam baixa biodisponibilidade,
em virtude da baixa permeabilidade pelas membranas celulares. O
problema de baixa absorcdo também acontece com moléculas que
apresentam alta lipofilicidade, devido a baixa solubilidade em agua que
dificulta a dissolucdo no meio bioldgico (Pereira 2007).

Sendo assim, a afinidade de pequenas moléculas candidatas a
farmacos com o ambiente lipofilico € um instrumento importante no
processo farmacolégico e terapéutico. Tanto a mobilidade das moléculas
difusas no lipidio, quanto a solubilidade na membrana fazem-se
importantes nesse processo (Luo, Zheng et al. 2007).
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Tendo em vista a importancia de se obter informacdes a respeito
da lipofilicidade e hidrofilicidade de novos compostos candidatos a
farmacos, o log P de todos os derivados sintetizados foi obtido através
do softwares chemdraw e osisris (disponivel para download no site
http://www.organic-chemistry.org/prog/) e online no site
http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties, 0s resultados estdo
apresentados na Tabela 7 (pagina 125).

Através dos dados apresentados na Tabela 7, podemos observar
que a série 5a-f apresenta os melhores valores de log P (3.23 — 4.22),
segundo a “regra dos 5” de Lipinski (Lipinski, Lombardo et al. 2001),
gue afirma que para um composto ter uma solubilidade e
permeabilidade satisfatéria, deve ter log P inferior ou igual a 5. Este
melhor resultado pode ser atribuido ao fato de a série apresentar a menor
massa molecular e maior de doadores de ligacdo de hidrogénio (Tabela
8 (pagina 126) o que confere um carater mais hidrofilico a estas
moléculas.

Em contrapartida, a série 6a-e foi a que apresentou valores mais
elevados de log P (6,44 — 7,28), e portanto é a que estd mais em
desacordo com a regra dos 5”(Lipinski, Lombardo et al. 2001). Mesmo
apresentando uma massa molar menor que a da série 7a-e (Tabela 8), os
derivados 6a-e apresentam um valor de log P superior devido a presenca
de um aceptor de ligagdo de hidrogénio a menos (Tabela 8), uma vez
gue na estrutura daqueles compostos esta presente uma metoxila
(aceptor de ligagdo de hidrogénio) na posi¢do 4 do substituinte fenila
ligado ao anel tiazol, fornecendo assim um carater levemente mais
hidrofilico.
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Tabela 7: Valores de log P obtidos através de softwares chemdraw (a),
osiris (b) e online (c).

Estrutura composto logP (a) logP (b) logP(c) Meédia

@ 4.a 5,44 6,65 6,52 6,20
N 4.b 5,37 5,78 5,69 5,61
~ R 4.c 4,75 5,36 5,30 5,13
o e 5,04 5,53 540 535
H: c-R= OCH,, R'= H; d- 4.f 571 6,16 6,05 5,97
R= NO; R’= H; e-R= F,
R’=H; -R=Br, R’=H
HzNj 5.a 3,16 3,32 3,36 3,28
10 5.b 3,65 3,66 3,81 3,70
R 5.c 3,03 3,24 342 3723
ZR=H; bR=ChHs, o R~ 5.d 3,72 3,92 4,04 3,89
fR=Br ' 5.e 3,72 3,42 3,52 3,55
5.f 3,99 4,04 4,17 4,06
'}N 6.a 7,53 7,53 6,78 7,28
s 6.b 7,19 7,16 6,42 6,92

P! 6.C 6,57 6.74 6.02 6.44
R 6.d 7.26 7.42 6.64 7.10

a-R=Br; b-R=CHj; c-R=

OCHj; d-R=Cl; e-R=F 6.e 6,86 6,91 6,13 6,63
7a 7.40 747 6,83 7.23
ﬁ}\ 7b 7.06 7.0 6,47 6,87
oy 7.c 6,45 6,67 6,08 6,40
e 7.d 7.13 7.35 6,70 7,06
SORASE 7e 6,73 7.47 6,19 6,79

a-R=Br; b-R=CHg; c-R=
OCHjs; d-R=Cl; e-R=f

a- Dados obtidos a partir do software chemdraw
b-  Dados obtidos a partir do software osiris
c-  Dados obtidos a partir do site http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties

Analisando um resultados descritos nas tabelas 7 e 8, observa-se
claramente uma tendéncia para compostos da mesma série. Fica
evidente a diminuicdo dos valores de log P, e por conseguinte, da
hidrofobicidade com o aumento no nimero de aceptores de ligacdo do
hidrogénio. Porém temos um aumento nos valores com o aumento da
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massa molar. Com isso, para a série 4a-f, por exemplo, o derivado 4d é
o mais hidrofilico (log P = 4,63), este que apresenta seis aceptores de
ligagdo de hidrogénio, enquanto o composto 4c, que apresenta quatro
aceptores de ligacdo de hidrogénio é o segundo mais hidrofilico (log P =
5,13). Para o restante da série, (composto 4a, b, e, f) todos apresentam
apenas trés aceptores de ligagdo de hidrogénio e sdo 0s que apresentam
o0s maiores valores de log P (5,13 — 6,20).

Tabela 8: Massa molar, e nimero de doadores e aceptores de ligacao de
hidrogénio dos compostos sintetizados

a-R=Br; b-R= CHj; c-R=
CH3; d-R=Cl; e-R=F.

Massa D.de A.de LogP
Estrutura composto molar ligacdo ligacdo Médio
g.mol™* deH deH
Q 4a 418,326 0 3 6,20
W 4b 363,463 0 3 5,61
DO 4c 379,462 0 4 5,13
ATl 4d 304,433 0 6 4,63
aRe R= CI: b-R= Gy Rm 4e 367,426 0 3 5,35
NOw om s BB Rl 4f 428,332 0 3 5,97
f-R=Br, R’=H
X 5a 332,430 1 5 3,28
. . 5b 346,457 1 5 3,70
N 5¢ 362,456 1 6 3,23
| “/H- - C_R: 5d 366,875 1 5 3,89
OCHs; d-R= Cl; e-R= F: F-R= 5e 350,420 1 5 3,55
Br 5f 411,326 1 5 4,06
Ph 6a 511,446 0 5 7,28
oy 6b 446,577 0 5 6,92
b 6c 462,576 0 6 6,44
sepasy 6d 466,995 0 5 7,10
a-R=Br; b-R= CHy; o= 6e 450,540 0 5 6,63
CHjs; d-R=Cl;e-R=F
7a 541,472 0 6 7,23
7b 476,603 0 6 6,87
Py Tae 7c 492,602 0 7 6,40
e 7d 497,050 0 6 7,06
7e 480,566 0 6 679

*0 log P médio foi calculado através da média dos trés valores apresentados na tabela 17.
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Outro fator importante a ser comparado, sdo compostos de séries
diferentes que apresentam o mesmo numero de aceptores de ligagdo de
hidrogénio, porém, massas distintas. Tomamos como exemplo para este
caso 0s compostos 4d e 6¢, ambos apresentam seis aceptores de ligacao
de hidrogénio, mas o composto 6¢ apresentam massa molar cerca de 68
g.mol™ maior que o 4d. O resultado que temos, é que mesmo possuindo
0 mesmo numero de sitios aceptores de ligagdo de hidrogénio, o
composto de maior massa (e maior volume) apresenta uma lipofilicidade
significativamente maior (log P = 6,44) que o composto de massa
molecular menor (e menor volume) (log P = 4,63).

Com as constatacGes descritas nos paragrafos acima, foi possivel
tirar algumas conclusdes, tais como:

e O namero de sitios doadores de ligacdo é o fator mais importante
para o aumento da hidrofilicidade;

e Dentro de uma mesma série, 0 nimero de sitios aceptores de
ligacdo de hidrogénio é determinante para o aumento da
hidrofilicidade;

e Em compostos de séries diferentes, que apresentam o mesmo
nimero de sitios aceptores de ligacdo de hidrogénio o log P tende
a Ser menor para 0 COMPOSt0 que apresentam menor massa e
volume.

5.5.3. Ensaio de permeabilidade em membrana artificial paralela
aparente (PAMPA)

Conforme discutido anteriormente, propriedades
farmacocinéticas inapropriadas tem sido a principal causa de rejeicdo de
novos candidatos a farmacos. O primeiro critério que uma molécula
deve preencher para alcancar seu sitio ativo € a absorgdo, visto que, para
chegar a um tecido especifico ela geralmente deve ser carregada pela
corrente sanguinea. Fatores como baixa solubilidade, tempo de transito
intestinal, instabilidade quimica no estdbmago, e inabilidade de transpor a
parede gastrointestinal podem reduzir a extensdo com que o farmaco é
absorvido ap6s a administracdo oral (Bujard, Petit et al. 2017).

O ensaio de Permeabilidade Aparente em Membrana Paralela
Artificial (PAMPA), ajuda na predicdo da absorcdo passiva ou ativa
através da parede gastrointestinal, que é a principal rota usada para
tratamentos farmacoldgicos. A técnica PAMPA, também pode ser usada
para predizer o transporte passivo através da barreira hematoencefalica,



130

camada epitelial e outras barreiras bioldgicas. A principal diferenca
entre cada ensaio, estd na natureza da membrana artificial utilizada
durante o experimento (Bujard, Petit et al. 2017).

Os ensaios de permeabilidade foram realizados com a
colaboragdo da doutora Dalila Venzke e dos doutorandos Ana Paula
Ruani e Tiago Tizziani, sendo que os resultados obtidos estdo expressos
na Tabela 9:

Tabela 9: Resultados referentes ao ensaio de permeabilidade (PAMPA).

Estrutura Composto  Permeabilidade Retencgéo na
(cm.s™h) Membrana
(%)
la 7,86 x 10° 21,81
0 1b 7,38 x 10'2 15,67
NSNS 1d 8,01 x 10° 13,37
R le 7,23 x 10° 28,23
ot e R, 1f 6,90 x 10° 29,42
e-R=F; FR=Br; g-R=Cl 1g 5,40 x 10° 40,63
0 2a 2,32 x10°® 11,12
2% 4,16 x 10° 2714
o B8y 2e 2,87 x10° 8,48
o 2f 3,15x10° 8,29

a-R=H; b-R=CHj;
c-R= OCHjg; d-R=NO;;
e-R=F; f-R=Br; g-R=ClI

@ 4a 4,68 x 10" 73,41

N 4b 1,84 x 10° 55,92

N ' R 4c 5,99 x 10° 31,83

R 4d 5,78 x 10° 35,55

R RO= I b Re CH, R B 4e 4,02x 107 45,51

¢-R=OCH,, R'= H; d-R=NO, 4f 1,91 x 10° 64,40
R’= H; e-R=F, R’=H; f-R=Br,

R'=H
s 5a 5,37 x 107 4,78
A 5b 1,17 x 10° 16,64
| -7

N 5¢ 3,90 x 10 12,42

R 5d 1,15x 10° 6,01

a-R= H; b-R= CH; 5e 1,16 x 10° 23,29

c-R=OCHjs; d-R=ClI;

eR=F; TR=Br 5f 8,88 x 10" 18,79
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Ph 6a 1,23 x10° 60,48
{ I 6b 1,90 x 10° 3,42
= 6c n.a. n.a.

6d 8,01 x 10° 22,17

NeR=Brb-R=CHy 6e 1,59 x 10° 2,35
¢-R=OCHgs; d-R=CI;

e-R=F

7a 3,83x10° 0,00

7b 1,96 x 10” 27,21

% T 7c 4,29 x10° 60,29

A 7d 8,10 x 10’ 7,01

seaael 7e 7,21 x10° 0,00

a-R=Br; b-R=CHg3; c-R= OCHj;
d-R=Cl; e-R=f

n.a.: ndo avaliado

Analisando 0s resultados do ensaio de permeabilidade
apresentados na Tabela 9, observa-se que, dentre todas as séries
sintetizadas, a que apresentou maior permeabilidade em membrana
artificial que mimetiza a barreira gastrointestinal, foi a série la-g,
representada pelos derivados de 6-quinolinil chalconas. Os valores
ficaram entre 8,01 x 10° e 5,40 x 10° cm.s™. A maior permeabilidade
dentro desta série, é apresentada pelo composto que possui como
substituinte um grupo nitro (NO,), um forte retirador de elétrons. Em
contrapartida, os menores valores de permeabilidade ficaram por conta
dos compostos que apresentam atomos de halogénio como substituintes,
mais especificamente, Cl, Br e F, respectivamente.

Um fato que chamou bastante atengéo ao observar os resultados
expressos na Tabela 9, foi a diminuicdo nos valores de permeabilidade
apresentados pelos derivados de 6-quinolinil N-oxido chalconas 2a-g,
em relacdo aos derivados la-f. Analisando as estruturas das moléculas
referentes a estas duas séries, percebe-se que a Unica diferenca esta na
oxidacao do 4tomo de nitrogénio do anel quinolinico, o que acarreta na
formagdo de cargas. Possivelmente, estas cargas fazem com que a
lipofilicidade dos derivados 2a-g diminua, o que dificulta a interagdo
com a membrana mimetizada neste ensaio. Vale ressaltar também, que
muitas vezes substancias ibnicas precisam se complexar a proteinas afim
de facilitar o seu transporte através da membrana celular.

Dentre os compostos inéditos (séries 4, 5, 6 e 7), os derivados 7a-
e foram os mais capazes de atravessar a membrana mimética. Sendo o
derivado que contém um substituinte metil (CHs), um grupo capaz de
doar elétrons de forma indutiva, o que apresentou o melhor resultado
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(1,96 x 10®° cm.s™). Inclusive, foi 0 mais permeével dentre todos os
compostos analisados.

Para a série 4a-f, os melhores resultados ficaram por conta dos
compostos que apresentam o0s substituintes metoxi (OCHs3) e nitro
(NO,), respectivamente. Em comum, estes dois substituintes apresentam
o0 fato de atuarem principalmente de forma ressonante na configuracéo
eletrdnica da molécula, o primeiro como doador e o0 segundo como
retirador de elétrons. Isto nos mostra que, além do tamanho e
lipofilicidade, a conjugacdo do sistema eletrénico, também influencia
diretamente na permeabilidade destas moléculas.

Na sequéncia, os melhores resultados foram apresentados pelas
séries 5a-f e 6a-e, respectivamente. Para estes compostos pode-se
observar uma tendéncia, onde para as duas séries, 0s compostos que
apresentam um substituinte metil (CH3) apresentam a maior
permeabilidade. E dentre os compostos com um substituinte halogénio,
0 que apresenta um atomo de fldor, € o mais permeavel.

5.6. Ensaio Antifungico

As terapias antiflngicas disponiveis atualmente apresentam sérios
inconvenientes, principalmente no que diz respeito a toxicidade para
células humanas e efeitos colaterais. Devido aos farmacos utilizados
para tratar micoses, ndo serem sempre seletivos contra um tipo
especifico de fungo, tem acontecido um significativo aumento na
resisténcia dos mesmos aos tradicionais medicamentos antifingicos
utilizados. Esse aumento na razdo da resisténcia antimicrobiana, pode
também, ser um resultado da longa exposic¢do ao farmaco ou selecdo de
cepas com mecanismo de resisténcia intrinseca. Portanto, o
desenvolvimento de novas estratégias para minimizar os efeitos tdxicos
dos antiflingicos atualmente disponiveis e melhorar sua efetividade tem
sido fortemente encorajado (Sardi, Gullo et al. 2016).

Visto a necessidade de estudos que busquem novos agentes
antiflngicos visando terapias que oferecem maior efetividade e menores
efeitos colaterais, os compostos sintetizados foram submetidos a ensaios
in vitro com a finalidade de avaliar o potencial antimicrobiano das
moléculas testadas.

Os ensaios foram realizados em parceria com a professora Dr.
Susana Johann do laboratdrio de microbiologia da Universidade Federal
de Minas Gerais, e a graduanda Larissa Finamore.
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Os compostos foram avaliados quanto ao percentual de inibi¢do
frente a sete diferentes leveduras, a concentragdo dos compostos no teste
foi de 250 pg/mL. Os fungos avaliados foram: Cryptococcus gattii,
Cryptococcus neoformans, Candida albicans, Candida tropicalis,
Candida glabrata, Candida parapsilosis e Candida krusei.

No referido ensaio antifingico, 0os compostos que apresentam
percentual de inibicdo maior ou igual a 70% foram considerados ativos e
posteriormente avaliados para determinagdo da concentracdo inibitdria
minima. Analisando os resultados apresentados na Tabela 10 (pagina
132), pode-se observar que apenas quatro compostos mostraram-se
ativos: 5f com um percentual de inibicdo de 76,1 % frente ao
Cryptococcus gattii, 4c e 6b foram ativos frente a Cryptococcus
neoformans com um percentual de inibicdo de 77,4 e 793 %
respectivamente, e 6a apresentou uma inibicdo de 71,7 % para o
Candida krusei (os resultados considerados promissores estdo expressos
na cor vemelha na Tabela 10, pagina 132).

Ainda, segundo os dados da Tabela 10, os compostos 4c e 6¢
mostraram-se mais ativos frente ao Cryptococcus neoformans. Além
disso todos os derivados 7a-e mostraram algum percentual de inibicdo
do crescimento desta levedura. J& para os compostos 4a-f e 6a-e, além
de cada série apresentar um composto com percentual de inibicdo
superior a 70 %, apenas dois derivados (um de cada série) ndo
apresentaram nenhuma atividade frente ao ensaio realizado.


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cryptococcus_neoformans
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cryptococcus_neoformans
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cryptococcus_neoformans
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cryptococcus_neoformans
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Tabela 10: Resultado do ensaio do percentual de inibicdo de
crescimento, com as substancias testadas na concentracdo de 250
pg/mL.

Levedura/ C. C. C. C. C. C. C.

substancia gattii neo albicans  tropicalis glabrata parapsilosis  krusei
4a 0 51 0 0 0 0 0
4.b 29 0 9 0 17,1 11,6 0
4.c 57,2 77,4 0 0 0 0 0
4.d 42,7 18,2 0 0 9,8 0 0
4e 58,5 42,9 0 0 0 0 0
4.f 60,9 23,4 0 0 35,4 0 0
5a n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
5.b 0 0 0 0 0 0 0
5.c 36 0 0 0 73 0 0
5.d 0 0 0 0 0 0 10
5.e 13,9 0 0 334 75 0 0
5.f 76,1 55,6 0 0 0 0 0
6.a 0 69,7 2,3 0 0 0 71,7
6.b 30,8 79,3 2,5 0 0 0 55,2
6.c n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
6.d 0 20,5 0 0 0 0 0
6.e 0 0 0 0 0 0 47,1
7.a 0 69,5 0 0 0 0 44,5
7b 0 64 0 19,1 0 0 27,9
7.c 0 38,2 0 0 0 0 46,9
7d 0 53 0 73 0 0 0
7.e 0 77 0 0,5 0 0 25,7

n.a.- ndo avaliados

5.6.1. Atividade antiflingica de 6-quinolinil N-6xido chalconas 2a-g
contra Paracoccidioides

Os fungos pertencentes ao género Paracoccidioides sdo o0s
agentes causadores da paracoccidioidomycosis (PCM). O tratamento
desta enfermidade é geralmente prolongado (entre 1 e 2 anos), e na
auséncia de terapia a PCM é fatal. Ainda assim, mesmo apds o
tratamento com antifingicos, ndo se tem a total seguranga da auséncia
dos fungos. Isso nos leva a necessidade de novos agentes antiflingicos
seguros e eficazes (de S4, Cisalpino et al. 2015).

Um trabalho publicado anteriormente pelo nosso grupo de
pesquisa (de Carvalho Tavares, Johann et al. 2011), mostra que 0s
derivados de 6-quinolinil N-6xido chalcona (2a-g) apresentaram boa
atividade in vitro contra o fungo patogénico Paracoccidioides
brasiliensis (Tabela 4, pagina 103) sendo 0s compostos 2¢ e 2e 0S mais
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ativos, com uma concentracao inibitéria minima (CIM) de 15,60 e 1,90
ng.mL™, respectivamente. Tendo em vista estes bons resultados, os
referidos derivados foram submetidos ao ensaio in vivo contra 0 mesmo
fungo, e os resultados foram publicados no Journal of Antimicrobial
Chemoterapy (de Sa, Cisalpino et al. 2015).

Para este estudo, foram utilizados 14 cepas isoladas do fungo P.
brasiliensis e 3 do Paracoccidioides lutzii, membros de uma colecdo da
Universidade Federal de Minas Gerais. Os animais utilizados foram
ratos, machos, com quatro a seis semanas de idade, e foram obtidos do
biotério do Centro de Pesquisas René Rachou (Belo Horizonte). O
modelo de teste em animais foi conduzido em acordo com o Comité de
Etica para Experimentacdo com Animal (CETEA/UFMG), protocolo
ndmero 100/2010.

No tratamento experimental, um total de 25 ratos foram divididos
em 5 grupos de 5, onde nos grupos 1, 2, e 3, 0s animais foram infectados
e tratados com os compostos 2¢, 2e ou itraconazol, respectivamente.
Grupo 4, os ratos foram infectados, porém, ndo tratados (controle
positivo). E no grupo 5, os animais ndo foram infectados, porém,
receberam o tratamento (controle negativo). A infeccdo dos animais se
deu via intratraqueal, os ratos foram tratados através de injecéo
intraperitonial de 2c, 2e ou itraconazol por duas semanas ap0s a
infeccdo sendo que para todos os casos a dose usada foi de 5 mg/Kg de
massa corporal do animal por dia. O experimento foi feito em triplicata.

Afim de investigar um potencial efeito toxicoldgico, os ratos ndo
infectados foram tratados com 5 e 15 mg/Kg ao dia de 2c e 2e durante
15 dias. A aparencia, peso dos animais, e tecido histopatoldgico do
figado foram analisados.

Como resultado, os valores de CIMsg e CIMgg foram 7,8 e 23,4
mg/L, para o composto 2c; 7,8 e 10,4 mg/L para o composto 2e; 0,007 e
0.062 mg/L  para o itraconazol; e 11,7 e 150 mg/L para o
sulfametoxazol/trimetoprim, respectivamente. As diferencas nos valores
de CIM dos compostos testados, anfotericina B, itraconazol e
sulfametoxazol/ trimetoprim foram estatisticamente significantes (P >
0,05).

Com respeito & CFM (concentracdo fungicida minima), foi
encontrado que este valor coincide com a CIM ou 2 x CIM. Foi
verificado ainda, que os compostos 2c e 2e reduziram em 70 % o
numero de células vidveis nas primeiras 100 horas de incubag&o.

No teste realizado com o fungo Pbl18, para avaliar a interacdo
entre as substancias experimentais com a anfotericina B, itraconazol e
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sulfametoxazol/ trimetoprim, nenhuma interagdo foi observada. Através
da andlise por microscopia eletrnica de varredura foi possivel observar
como 0s compostos testados afetam as células das leveduras. O
tratamento com a substancia 2c causou descamacdo do envelope celular
e algumas células mostraram vazamento do conteldo citoplasmatico,
retracdo da membrana citoplasmatica, muitos vacuolos e desordem no
citoplasma. No tratamento com o composto 2e foi observado algumas
células murchas, e rompidas, além de dobras na membrana plasmaética
alteragdes na morfologia celular e desordem citoplasmatica (Figura 58).

a e A . W
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Figura 58: Leveduras de Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) foram
tratadas com 0s compostos 2¢ e 2e em concentragdes subinibitorias
(1.95 e 3,9 mg/L, respectivamente). (a) célula estourada, com
vazamento do contetdo celular; (b) uma célula com escamagdo do
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envelope celular. (c) e (d) Uma célula com muitos vacuolos e
desorganizacgdo citoplasmatica, e uma célula com retracdo da membrana
citoplasmatica. () e (f) células flacidas, extravazamento celular e
conteudo celular. (g) e (h) Uma célula com morfologia alterada e um
citplasma desorganizado e células com regides anormais da membrana
celular. (i) e (j) Controle. (k) e (I) O grupo controle com célular
binucleadas, com vacuolos, membrana citoplasmatica. (m) parede
celular externa com citoplasma granular.

Foi realizado também o ensaio para averiguar unidades
formadoras de col6nia (UFC), para este, foram recuperadas células dos
pulmdes. A andlise de UFC mostrou uma significante diminuicdo no
nimero de células de fungos das células recuperadas do pulmdo dos
animais tratados com itraconazol ou 0s compostos 2c e 2e quando
comparados com o controle positivo. Apesar de diferencas observadas
entre os trés tratamentos (2c, 2e e intraconazol), elas ndo foram
estatisticamente significantes. Isto aponta para similaridade na eficacia
dos trés tratamentos sob as condicfes avaliadas. Os pulmdes de animais
infectados que ndo receberam nenhum tratamento mostraram multiplos
focos de inflamagéo granulomatosa epiteloide pulmonar e inicial fibrose
pulmonar. Os pulmdes de animais tratados com 2c mostraram poucas
areas contendo infiltrados inflamat6rios e muitas areas do tecido
preservado. Os pulmdes de animais tratados com o composto 2e
mostrou excessiva infiltragdo e granulomas. Animais tratados com
itraconazol exibiram um acumulo de infiltrados inflamatérios e alguns
granulomas. Com relacdo ao figado, animais que foram tratados com
itraconazol e o composto 2¢c ndo mostraram nenhuma mudanca
morfoldgica visivel, porém no caso do grupo tratado com o composto 2e
extensivas areas de micosteatose e degeneracao hidrdpica foi observado,
similarmente ao apresentado para 0s animais que ndo receberam
tratamento. O bago também n&o mostrou mudangas patoldgicas (Figura
59).

O exame histopatolégico revelou que o processo inflamatério do
figado de animais infectados porém ndo tratados (controle positivo) foi
maior que em grupos que receberam tratamento com itraconazol e o
composto 2c. O exame para 0 composto 2¢ mostrou uma significantiva
diferenga comparada com animais ndo tratados. Apenas os pulmdes de
animais que receberam o tratamento com a 6-quinolinil N-6xido
chalcona 2c mostrou um exame patoldgico com diferencas significantes
na inflamagdo comparada com animais controle. A aparéncia, peso e
tecido hispatologico de figados de animais tratados com ambos
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compostos testados foram bastante similar ao grupo controle, sugerindo
uma falta de efeitos toxicos evidentes.

Grupo

Pulmao Figado Baco

Controle (ndo
infectado)

Controle
(Infectado)

Itraconazol

2c
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Figura 59: Histopatologia de pulmdes, figado e bago de ratos infectados
com Paracoccidioides brasiliensis (Pb18) (controle infectado) e tratado
com 2c, 2e, e itraconazol (ITRA) comparado com o controle ndo
infectado. (a) Parénquima pulmonar sem alteracbes; (b) figados sem
alteragdes; (c) Bagco normal; (d) Pulméo com infiltrados inflamatdrios na
parénquima e fibrose pulmonar inicial (setas); (e) Figado com
degeneracdo hidréopica (areas claras ao redor dos ndcleos hepatécitos-
setas); (f) Bago sem alteracOes visiveis; (g) Pulmdo com inflamagdo
local (seta); (h) figado normal; (i) bago normal; (j) Parénquima
pulmonar com areas de inflamacéao preservadas e leves (seta); (k) figado
normal; (I) Bago normal; (m) pulméo com intensa inflamacéo e excesso
de granuloma (seta); (n) figado com degeneragdo hidropica (seta); (0)
Baco normal.

Este estudo mostrou que as 6-quinolinil N-6xido chalconas 2c e
2e sdo capazes de matar fungos do género Paracoccidiodides in vivo. Em
leveduras tratadas com os referidos compostos, foi encontrada desordem
na membrana plasmatica e citoplasma bem como na morfologia
abdominal. Animais tratados com 2c e 2e mostraram significativa
reducdo no nimero de UFC recuperada de pulmdes quando comparadas
com o controle positivo que ndo recebeu tratamento. Nos animais, esta
atividade néo foi significativamente diferente em animais tratados com
itraconazol, um farmaco usado no tratamento da PCM humana. A
andlise histopatoldgica e exame de progressdo da doenca em ratos
mostrou que o composto 2¢ foi mais eficaz no controle da inflamacéo e
resolveu a infeccdo com melhores resultados que o tratamento com
itraconazol e 2e. Em resumo, os resultados mostraram grande potencial
terapéutico para o composto 2c¢, devido a sua importante atividade
antifingica, sem formacédo de granuloma e com preservacdo do tecido
dos pulmdes.
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Devido a potente atividade antifingica de 2c (CIMs, = 7,8
mg/mL e ClMgg 10,4 mg/mL), novos estudos estdo sendo conduzidos, a
fim melhor avaliar a eficiéncia e toxicidade deste potencial candidato a
farmaco.

5.7. Ensaio de Inibi¢do da Enzima Acetilcolisterase

A Doenca de Alzheimer (DA) é a desordem degenerativa mais
comum entre a populacdo de todo o planeta, sendo a sexta principal
causa de morte nos Estados Unidos da América. Aproximadamente 5
milhGes de americanos com mais de 65 anos foram diagnosticados com
DA em 2010. Com a expectativa de vida crescendo nos EUA, estima-se
gue em 2050, 13,8 milhdes de idosos apresentem este distlrbio
(Yacoubian 2017).

Atualmente, nenhum tratamento disponivel para doencas
neurodegenerativas é totalmente eficaz. Porém, em muitos casos, as
terapias disponiveis fazem uma grande diferenca na qualidade de vida
dos pacientes. No caso da Doenca de Alzheimer as opgdes de tratamento
sdo bastante limitadas, sendo que, os inibidores da enzima
acetilcolinesterase e memantina tem mostrado tratar o distlrbio
cognitivo (Yacoubian 2017), tanto que dos cinco farmacos disponiveis
no mercado para tratar a DA, quatro agem inibindo a enzima
acetilcolinesterase, aumentando assim, o nivel do neurotransmissor
acetilcolina nas sinapses nervosas (Ni, Sun et al. 2017), que apresenta
uma importante funcdo no que diz respeito ao aprendizado e meméria.

Compostos isolados de produtos naturais, derivados semi-
sintéticos e sintéticos baseados em um modelo natural que atuam como
inibidores da enzima acetilcolinesterase (AChE) tem potencial de uso no
tratamento de neuropatias degenerativas, como Doenga de Alzheimer e
Parkinson, bem como outras desordens relativas a transmissao
colinérgica como miastenia gravis, paralisias musculares causadas por
agentes quimicos, intoxicacdo por escopolamina e outras patologias
associadas a perda de meméria.

Sendo assim, a investigacdo da atividade inibidora da enzima
acetilcolinesterase, torna-se uma ferramenta importante no
descobrimento de novas moléculas capazes de tratar o Alzheimer, uma
doenca extremamente séria, que tem vitimado milhGes de pessoas ao
redor do planeta.
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Neste trabalho, foi investigada a atividade acetilcolinesterasica

dos compostos 4a-f, 5b-f, 6b, 6e e 7d, os resultados serdo apresentados
a seguir (Tabela 11).

Tabela 11: resultado do ensaio de inibigdo da enzima acetilcolinesterase

Estrutura Composto Inibicdo da AchE
[1Cso uM]
H5CO
o Galantamina 17,05 0,21
N_
=
HO
da 21,42 +0,45
Q. 4b 22,45 0,33
B ‘ O R 4c 22,50+ 0,15
R RN/ Cl b4:: CHs R'=H el 2T OiET
a-R=R=CLb-R= CH, R*=H; 4e 21,40 + 0,24
-R=0CHjs, R’=H; ! !
RN, Rt 4f 21,37 0,29
e-R=F, R’=H; f-R=Br, R’=H
s 5b 28,80 +0,90
. 5¢ 28,50 +0,08
N | 5d 27,00 £0,06
(L ) sas L Se 27,10 +0,18
a-R= H; b-R= CHj; c-R= 5f 26,75 £0,03
OCHjs; d-R= Clie-R= F; f-R=
Br
R4
7 "N
glN 6b 13,55 +0,28

N
|
R 6e 12,23 iO,ll

6b-R,=Ph, R=CH
66-R,=Ph, R=F 7c 14,67 +0,09

7¢-R;=4-OCH;, R=OCH3

Analisando os resultados expressos na Tabela 11 observa-se que
de forma geral os compostos avaliados apresentaram bons valores de
inibicdo de 50 % da atividade enzimatica (ICsp = 12,23 € 29,17 uM).

A respeito dos derivados 4a-f e 5a-f, observa-se que o0s
resultados foram bastante semelhantes, porém com leve vantagem para
série 4a-f, onde os valores de ICs, ficaram entre 21,37 — 29,17 uM. Ja
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para os derivados 5a-f os valores ficaram entre 26,75 - 28,80 uM.
Observando a estrutura dos compostos das referidas séries, percebe-se
gue a Unica diferenca entre elas, estd no grupo ligado ao atomo de
nitrogénio da pirazolina. Sendo assim, acredita-se que fatores como
volume molecular e hidrofobicidade estdo diretamente relacionados a
inibicdo desta enzima. Uma vez que, a série 4a-f que possui um anel
aromatico ligado ao atomo de nitrogénio do anel pirazolina, o que
confere maior volume e hidrofobicidade, apresentou melhores
resultados do que a série 5a-f.

Com relacdo aos derivados 6b, 6e e 7c, nota-se que estes
apresentaram os melhores resultados, inclusive com valores de ICsg
(13,55, 12,23 e 14,67 uM, respectivamente) inferiores ao apresentado
pelo padrdo utilizado nos testes, a galantamina (17,05 uM). Isto,
novamente nos leva a crér que o volume molecular e a lipofilicidade
influenciam diretamente nos resultados, uma vez que estas moléculas
sdo as que apresentam maior lipofilicidade e volume dentre todos os
compostos analisados.

Como perspectivas futuras, serdo realizados os ensaios de
cinética enzimética. Caso 0 mecanismo de inibicdo seja por competicao,
serdo feitas correlagBes quantitativas (QSAR) e os compostos serdo
submetidos a docagem molecular (docking).
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6. Considerac0es Finais

Neste trabalho foi realizada a sintese de novos derivados
quinolinicos contendo o nacleo 4,5-di-hidropirazol e tiazol. Os
compostos sintetizados foram avaliados quanto ao potencial antifingico,
e inibidor da enzima acetilcolinesterase. Além disso, foram realizados
ensaios afim de investigar as propriedades relacionadas ao processo
ADME (administracdo, distribuicdo, metabolismo e excrecdo), para tal
foi realizado o ensaio do PAMPA, e o log P de todos os compostos
sintetizados foram calculados com o auxilio de softwares.

» Quanto a sintese dos compostos:

No total foram sintetizados 29 compostos, dos quais, 22 que
apresentam os nucleos pirazol e/ou tiazol, sdo inéditos. A metodologia
selecionada para a sintese dos compostos mostrou-se bastante eficaz,
com os rendimentos variando entre 62 — 83%. Através do uso da energia
ultrassdnica foi possivel obter os compostos em menor tempo e maior
rendimento, em comparagdo com o aquecimento convencional.

As técnicas de purificacdo utilizadas foram bastante eficientes,
possibilitando obter os compostos em elevado grau de pureza. Para a
identificacdo dos compostos foram obtidos espectros de RMN de 'H ,
3C, DEPT, infravermelho e massas de alta resolucdo (ESI-Q-TOFMS),
o0 qual nos possibilitou com clareza a confirmacdo das estruturas.

» Quanto a atividade antifingica:

Os novos compostos obtidos foram avaliados contra sete
diferentes cepas de fungos, Cryptococcus gattii, Cryptococcus
neoformans, Candida albicans, Candida tropicalis, Candida glabrata,
Candida parapsilosis e Candida krusei, na concentra¢do de 250 png/mL.

Dentre os compostos analisados, apenas 4 mostraram percentual
de inibicdo superior a 70 % (percentual no qual o composto €
considerado ativo). Foram estes, 0 composto 4c e 6b com um percentual
de inibicdo de 77,4 % e 79,3 % respectivamente, frente ao fungo
Cryptococcus neoformans, o derivado 5f inibiu em 76,1 % o
crescimento das cepas do fungo Cryptococcus gattii, e 0 composto 6a
inibiu em 71,7 % o crescimento da cepa do fungo Candida krusei.

Em relacdo aos ensaios antifingicos in vivo realizados em ratos,
0s resultados mostraram-se bastante significantes. Os valores de MICsq e
MICgy foram 7,8 e 23, mg/L, para o composto 2c; 7.8 e 10,4 mg/L para
0 composto 2e. Mostrando que os referidos compostos sdo capazes de


https://pt.wikipedia.org/wiki/Cryptococcus_gattii
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cryptococcus_neoformans
https://pt.wikipedia.org/wiki/Cryptococcus_neoformans
https://pt.wikipedia.org/wiki/Candida_albicans
https://pt.wikipedia.org/wiki/Candida_tropicalis
https://pt.wikipedia.org/wiki/Candida_glabrata
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2570155/
https://en.wikipedia.org/wiki/Candida_krusei
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matar os fungos in vivo. Além disso, 0s resultados mostraram baixos
efeitos toxicolégicos, e um grande potencial, em especial, para 0 2c,
devido a sua importante atividade antifingica, sem a formagdo de
granuloma e com preservacgao dos tecidos dos pulmdes.

» Quanto a inibigdo da enzima acetilcolinesterase
O ensaio de percentual de inibi¢do da enzima acetilcolinesterase,
mostrou resultados bastante satisfatorios, com resultados de ICsy que
variam de 12 a 28 uM. o destaque fica por conta dos compostos 6.b,
6.e e 7.c, que apresentaram ICsq de 13,55; 12,23 e 14,67 uM
respectivamente, valores inferiores ao apresentado pela galantamina
(1C50 17,05 uM), padrdo utilizado nos testes.

» Quanto a determinacdo dos parémetros relacionados ao
processo ADME

Através do calculo do log P através dos softwares chemdraw,
osiris e pelo site http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties, foi
possivel obter informacdes importante a respeito da hidrofobicidade dos
compostos. A série 5a-f foi a que mostrou-se mais hidrofilica com
valores de log P na faixa de 3,28 — 4,06.

Com o ensaio do PAMPA avaliou-se a capacidade dos compostos
em atravessar a membrana gastrointestinal, mimetizada nos testes pela
fosfatidilcolina. Todos as moléculas analisadas foram capazes de
permear a membrana, sendo o derivado 7b o que mostrou a maior
permeabilidade (1,96 x 10°).


http://www.molinspiration.com/cgi-bin/properties
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Espectro de massal de alta do composto 6-(3-(4-bromofenil)-1-
fenil-4,5-di-hidro-pirazol-1H-il)quinolina (4f).
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Anexo 36: Espectro de infravarmelho do composto 6-(4,5-di-

hidropirazolil-1-tiocarbamoil-3-(4-toluil))-quinolina (5b).
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Anexo 59: Espectro de RMN *H do composto 5-fenil-2-(3-(4-

metoxifenil)-5-(quinolin-6-il)tiazol (6c).
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