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RESUMO

Em doengas inflamatdrias crénicas, como a artrite reumatoide, o processo inflamatério
induzido por um estimulo nocivo ndo consegue ser fisiologicamente reparado. Nestes
casos, 0 tratamento sintomatico € feito com a utilizacdo de anti-inflamatérios néo
esteroidais (AINES) e glicocorticoides; e o tratamento que objetiva a remissao da
doenca é feito com farmacos antirreumaticos modificadores da doenca (FARMDS),
como a cloroquina — um derivado 4-aminoquinolinico. Para a obtencdo da melhor
efetividade do tratamento, a cloroquina e os AINEs, geralmente, sdo utilizados de
forma associada. Uma das estratégias no desenvolvimento de novos farmacos aborda
a sintese de moléculas hibridas, as quais podem exibir sinergismo em sua acao
devido & presenca de diferentes grupos farmacoféricos que podem atuar em
diferentes sitios da doenca. O objetivo deste estudo foi sintetizar moléculas hibridas
entre um derivado 4-aminoquinolinico e o ibuprofeno ou naproxeno (AINES) visando
novas moléculas com atividade anti-inflamatéria e baixa toxicidade. Os compostos
foram sintetizados a partir de metodologia de sintese one-pot, em que 1 mmol do
ibuprofeno (ou naproxeno) foi adicionado a 1 mmol do derivado 4-aminoquinolinico,
CEQ (C11H12CINs; 221,69 g/mol) ou DAPQ (C12H14CINs3; 235,72 g/mol) e 3 mmol de
trietilamina em diclorometano, seguido da adicdo de 1 mmol de cloreto de tionila,
produzindo os compostos IBUCEQ (C24H28CIN3O; 409,96 g/mol), IBUDAPQ
(C25H30CIN3O; 423,99 g/mol), NAPCEQ (C25H24CIN3O2; 433,94 g/mol) e NAPDAPQ
(C26H26CIN3O2; 447,96 g/mol). ApGs a obtencdo e purificacdo, os produtos foram
caracterizados por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 1H e 13C, além da
analise de técnicas bidimensionais de RMN (COSY e HSQC), bem como por
Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier (IVFT) e
Espectrometria de Massas (EM). Os resultados de caracterizacdo dos compostos
confirmaram as estruturas moleculares planejadas. Por RMN é possivel detectar os
sinais dos dois fragmentos moleculares. Os espectros de IVFT confirmaram a
hibridizacdo dos compostos, sendo comprovados os desaparecimentos (NH2 e OH),
deslocamento (C=0) e formacéo (N-CO) de bandas caracteristicas, evidenciando a
formacgao da funcdo amida obtida pelo acoplamento dos dois fragmentos. Junto a isto,
as analises de EM também mostraram resultados com os valores de massa exata de
ambos 0s compostos, além de seus provaveis fragmentos. Testes preliminares de
citotoxicidade com os compostos IBUCEQ e NAPCEQ mostraram que estes hibridos
possuem um potencial citotoxico nas concentracfes testadas, caracteristica nao
observada nas moléculas precursoras. Assim, 0s novos compostos hibridos
planejados foram obtidos com satisfatério sucesso, sendo moléculas inéditas e que
podem possuir alto potencial anti-inflamatério.

Palavras-chave: 4-aminoquinolina, agentes anti-inflamatérios nao esteroidais,
inflamacéo, artrite reumatoide.



ABSTRACT

In chronic inflammatory diseases, such as rheumatoid arthritis, the inflammatory
process induced by a noxious stimulus cannot be repaired. The symptomatic treatment
consists in non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and glucocorticoids, and
treatment that aims the remission of the disease consists in disease-modifying
antirheumatic drugs (DMARDS), such as chloroquine — a 4-aminoquinoline derivative.
In order to achieve a better treatment efficacy, chloroquine and NSAIDs are usually
associated. The development of new drugs is often related to the synthesis of hybrid
molecules, which may show an action synergism due to the presence of
pharmacophoric groups that act in different disease sites. Thus, the aim of this study
Is to synthetize hybrid molecules of 4-aminoquinoline derivatives with ibuprofen and
naproxen (NSAIDs) that may possess an anti-inflammatory potential and low toxicity.
The 4-aminoquinoline derivatives were synthetized through a one-pot methodology, in
which 1 mmol of ibuprofen (or naproxen) were added to 1 mmol of a 4-aminoquinoline
derivative, CEQ (C11H12CIN3; 221,69 g/mol) or DAPQ (C12H14CIN3; 235,72 g/mol), and
3 mmol of triethylamine in dichloromethane, followed by the addition of 1 mmol of
thionyl chloride; forming the hybrids IBUCEQ (C24H28CIN3O; 409,96 g/mol), IBUDAPQ
(C25H30CIN30; 423,99 g/mol), NAPCEQ (C25H24CIN302; 433,94 g/mol), and NAPDAPQ
(C26H26CIN3O2; 447,96 g/mol). After reaction, the products were characterized by 1H
and 13C Nuclear Magnetic Resonance (NMR), as well as analysis of 2D NMR
techniques (COSY and HSQC), followed by Fourier Transform Infrared Spectroscopy
(FTIR), and Mass Spectrometry (MS). Characterization results confirmed the planned
molecule structures of the compounds. In the NMR spectra were identified the signals
of each molecular fragment. Also, FTIR analysis indicates the formation of an amide
(N- CO) since the results show shifts in C=0 band and disappearing of NH2 and OH
bands. In addition, results from MS analysis show that the exact mass of the new
compounds was reported, as well as likely fragments. Preliminary results from the cell
viability assay using IBUCEQ and NAPCEQ show that the hybrids have a cytotoxic
potential in all tested concentrations, differently from what was observed with the
precursor molecules. Thus, the hybrid compounds were successfully obtained, well
characterized and their structures were never reported before. Since they have two
fragments, the hybrids may possess a high anti-inflammatory potential.

Keywords: 4-aminoquinoline derivatives, non-steroidal anti-inflammatory drugs,
inflammation, rheumatoid arthritis.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, o ser humano tenta entender quais sao as razdes pelas
guais ocorre a sensacao de dor e como esta poderia ser interrompida ou ao menos
minimizada (FRADELOS; FRADELOU; KASIDI, 2014). A dor é subjetiva e atua como
um mecanismo de defesa em praticamente todo ser humano. Pode ser desencadeada
a partir de estimulos mecanicos, quimicos ou biolégicos e esté intimamente ligada a
inflamacédo, sendo uma experiéncia sensorial associada a fatores emocionais que
tende a ser desagradavel e levar a danos teciduais (YAM et al., 2018).

A dor € um dos principais sinais do processo inflamatorio, sendo denominada
de dor inflamatéria. Em processos inflamatorios crbnicos, que levam as doencas
inflamatorias cronicas (DICs), como a artrite reumatoide, o IUpus eritematoso
sistémico e a esclerose multipla, a dor também se encontra em sua forma cronica
(STRAUB; SCHRADIN, 2016).

Sabe-se que existem diferentes mecanismos biol6gicos envolvidos no
processo patologico das doencas inflamatdrias crénicas demandam abordagens
terapéuticas diferentes. Para cada abordagem, existem diferentes opcfes de agentes
farmacoterapéuticos (DINARELLO, 2010; LAVETI et al., 2013).

Ainda assim, em detrimento da variedade de opcdes terapéuticas para o
tratamento da inflamacéo crénica, parte dela ndo leva a uma completa remissao do
guadro clinico ou a terapia detém alto custo para populacdo em geral (LAU et al.,
2015). Desta forma, se faz necessaria a busca por novos agentes que possam sanar
essas limitacdes.

Na quimica medicinal, uma das estratégias para 0 planejamento e
desenvolvimento de novos farmacos é a hibridizacdo molecular. Para isto, é feita a
juncéo de duas moléculas com potencial farmacologico que possam resultar em uma
nova molécula com potencial acentuado, cujas diferentes por¢cdes podem atuar em
mecanismos diferentes ou levar a novos mecanismos de acao (DECKER, 2017).

Diante deste problema, o presente trabalho visa utilizar a estratégia da
producéo de novas moléculas a partir da hibridizagcdo de dois compostos que possuem
potencial anti-inflamatério a fim de gerar protoétipos para o tratamento de doencas

inflamatorias crénicas, em especial, a artrite reumatoide.
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1.1 Inflamacgéo

A inflamacdo é um mecanismo de defesa do organismo que age através do
sistema imunolégico como resposta a um estimulo nocivo mecanico, quimico ou
bioldgico. A inflamacéo ocorre de forma a cessar ou neutralizar o estimulo nocivo e
restaurar o local, reestabelecendo a sua funcéo fisiologica. Para que a inflamacéo
ocorra é necessario um conjunto de cascatas bioquimicas e recrutamentos celulares,
no organismo, a fim de que ocorra uma resposta aguda e, consequentemente, a
neutralizagdo do estimulo nocivo aconte¢ca o mais rapido possivel (RICCIOTTI;
FITZGERALD, 2011).

Figura 1 — Os cinco sinais cardinais da inflamacéo.
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Fonte: Adaptado de JR Bee, 2019.

A inflamacéo possui cinco sinais cardinais amplamente descritos na literatura,
sendo eles: dor, rubor, calor, tumor e perda de funcdo (Figura 1). A dor ocorre em
virtude da liberacdo de mediadores quimicos no local lesionado, o que leva a uma
hiperestimulacdo dos receptores da dor. O rubor (vermelhidédo) e calor (aumento da
temperatura) estdo relacionados ao grande fluxo sanguineo no local onde esta
ocorrendo o processo inflamatério. Este fluxo ocorre justamente pelo recrutamento
das células do sistema imunoldgico liberadoras de granulos presentes no sangue. O
tumor, também chamado de edema, ocorre também devido ao aumento do fluxo

sanguineo que esta intimamente ligado ao aumento da permeabilidade vascular. E
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por ultimo, a perda de funcédo que ocorre em conjunto dos outros sinais, impedindo
gue o individuo realize atividades normais na regido lesionada (KUMAR; ABBAS,;
ASTER, 2015).

Apesar de ser um tema bastante difundido e estudado ao longo das décadas,
pesquisas relacionadas a inflamacdo ainda sdo de grande interesse devido aos
inimeros efeitos deletérios que o processo inflamatorio leva ao organismo humano,
gerando diferentes impactos no dia-a-dia. Contudo, o processo inflamatorio esta
diretamente envolvido na patogénese de diferentes doencas, como a artrite
reumatoide, diabetes, cancer, obesidade e doengas cardiovasculares, etc — e este
envolvimento estd geralmente associado a diferentes fatores, o que leva a uma
continua pesquisa cientifica sobre eles com o objetivo de elucidar as causas e

encontrar as melhores possibilidades de tratamento (JAGADISH et al., 2016).

1.1.1 O processo da dor — nocicepcao

Segundo a Associacao Internacional para o Estudo da Dor (IASP), a dor é
definida como “uma experiéncia sensorial e emocional desagradavel associada a um
real ou potencial dano tecidual, ou descrita em termos de tal dano” (MERSKEY;
BOGDUK, 1994). A sensacao da dor esta presente em praticamente todos os seres
humanos, como mecanismo de defesa do organismo para protecéo contra estimulos
nocivos mecanicos, quimicos e térmicos (SWIEBODA et al., 2013).

Contudo, a sensacdo de dor é uma experiéncia subjetiva, influenciada por
diversos fatores, como: fisico-quimicos, patolégicos, genéticos, cognitivos,
emocionais, culturais, e, o mais importante deles, o fisiolégico, denominado de
nocicepcao, que esta relacionado a percepc¢édo dolorosa pelo sistema nervoso central
(ROY etal., 2009; TRACEY, 2010). Por se tratar de uma experiéncia subjetiva, ndo é
possivel medir uma sensacdo dolorosa a partir de instrumentos fisicos, sendo
necessario a utilizacdo de métodos de avaliacdo a partir de escalas dos diferentes
contextos que podem estar envolvidos na sensacdo dolorosa para, por fim, ser
designado o melhor tratamento (SOUSA, 2002).

Existem diferentes formas de se classificar a dor, sendo a principal delas a
classificacdo de acordo com a origem da sensacdo dolorosa, dividindo-se em: dor
nociceptiva, dor inflamatoria e dor neuropatica (WOOLF, 2004). A dor nociceptiva

(Figura 2), também chamada de dor aguda, ocorre quando um estimulo mecénico,
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7

qguimico ou térmico é suficientemente capaz de superar o limiar de disparo dos
receptores sensoriais da dor — chamados de nociceptores. A partir da ativacéo destes
receptores, ha a geracdo de um sinal que percorre do sistema nervoso periférico
(SNP) até o sistema nervoso central (SNC), onde ocorre a percepcao dolorosa e
ocorre a ativacdo do mecanismo de retirada, no qual o individuo reage afim de
interromper a atuacao do estimulo nocivo (SCHOLZ; WOOLF, 2002). Este tipo de dor
geralmente pode ser tratada com analgésicos ndo opioides, anti-inflamatorios ndo
esteroidais (AINES) e analgésicos opioides (DISTRUTTI et al., 2010).

Figura 2 — Esquema representativo da dor nociceptiva.
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A dor inflamatéria (Figura 3) ocorre quando um estimulo nocivo (mecanico,
guimico ou térmico) é capaz de causar leséo tecidual local. Esta lesdo provoca um
processo que envolve o recrutamento de células inflamatérias, liberando, no local da
lesdo, mediadores quimicos que diminuem o limiar de disparo dos nociceptores, ou
seja, facilita sua ativacdo e desencadea a resposta dolorosa (CUNHA, 2009). Esta
sensibilizacdo dos nociceptores através de mediadores inflamatorios, como a
histamina e a bradicinina, é chamado de hiperalgesia inflamatéria (RONCHETTI;
MIGLIORATI; DELFINO, 2017). Dependendo do tipo da resposta inflamatéria, a
sensacdo dolorosa gerada pode ser tratada com a utilizagcdo de analgésicos nao

opioides, AINEs, anti-inflamatérios esteroidais (AIEs — também conhecidos como
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corticoides), inibidores seletivos da enzima cicloxigenase-2 e analgésicos opioides
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Figura 3 — Esquema representativo da dor inflamatéria.
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J& a dor neuropética é decorrente de alguma lesdo no sistema nervoso
periférico ou central que esteja associado diretamente na transmissao da dor. Pode
ter origens diferentes, mas geralmente est4d associada a fatores genéticos,
metabdlicos, isquémicos, ou € gerada por consequéncia de infeccbes, traumas ou
toxicidade de substancias exdégenas (COLLOCA et al., 2017). Quando a lesé@o ocorre
em neurdnios no sistema nervoso periférico, a dor neuropatica também pode ser
chamada de dor neurogénica. O tratamento deste tipo de dor requer analgésicos mais
potentes, como opioides ou antidepressivos triciclicos, pois tratamentos comuns,
como AINEs, ndo mostram boa eficacia (WETERING et al., 2010).

Como ja mencionado, o componente fisiolégico da dor é denominado de
nocicepcdo. Este estad diretamente relacionado a percepcao dolorosa pelo cortex
cerebral a partir da sensibilizagdo dos nociceptores periféricos. Para isso, este
componente estd associado aos seguintes processos: transdugdo, transmissao,
modulacdo e percepcao do estimulo nociceptivo (Figura 4) (CHAN; HAYEK; VEIZI,
2018).
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Figura 4 — Os processos de transducdao, transmisséo, percepc¢do e modulacdo da dor.
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A transducdo envolve um neurdnio modificado de primeira ordem, com sua
terminacéo livre que se projeta em dire¢cdo a medula espinhal - o nociceptor. Este é
sensibilizado a partir de um estimulo nocivo suficientemente capaz de ativa-lo e gerar
a despolarizacdo da sua membrana plasmatica. Essa despolarizacdo gera um impulso
elétrico que percorre a fibra neuronal até a medula espinhal (MCENTIRE et al., 2016).

Os diferentes estimulos (térmicos, quimicos ou mecanicos) capazes de excitar
0S nociceptores sao detectados a partir da ativacdo de receptores de potencial
transitorio (TRP) ou da ativacdo de canais idnicos sensiveis a acido (ASICs) que estao
presentes na membrana plasmatica destes receptores especializados
(PATAPOUTIAN; TATE; WOOLF, 2009; PETROFF et al., 2008). Quando o estimulo
provoca um dano tecidual local que leva ao processo inflamatério e,
consequentemente, a liberacdo de mediadores pré-inflamatorios na regido, estes por
sua vez induzem o aumento da expressdo de ASICs. Assim, 0s nociceptores sao

sensibilizados, tornando mais facil a despolarizagcdo da membrana plasmatica e a
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geracdo do impulso nervoso que sera propagado até o sistema nervoso central
(MAMET et al., 2002).

Na medula espinhal, um neurénio de segunda ordem propaga o impulso elétrico
gerado no sistema nervoso periférico ao sistema nervoso central, sendo este processo
denominado de transmisséo (JARVIS, 2011). Ao chegar ao sistema nervoso central,
um neurdnio de terceira ordem é responsavel pelo processo de percepcao da dor, que
consiste na transmissao do impulso elétrico para o cortex cerebral e para a regido do
sistema limbico no talamo. O sistema limbico informara que ha& um estimulo
nociceptivo e 0 associara a fatores emocionais, enquanto o cortex sera responsavel
pela caracterizacéo do tipo de sensacao dolorosa (ELLISON, 2017).

Além destes, um quarto neurbnio é capaz de propagar o impulso nervoso na
direcdo descendente, ou seja, em direcdo a medula espinhal, onde ocorrera a
liberacdo de neurotransmissores capazes de modular o impulso ascendente dos
neurdnicos responsaveis pela transmissao e percepcdo. Esta modulacdo pode ser
positiva, ou seja, aumentar a sensibilizacdo destes neurbnios, ou negativa, quando o
impulso ascendente € parcialmente impedido e ocorre uma diminuicdo da sensacao
de dor (JARVIS, 2011; LOCKHART; YONG, 2017).

1.1.2 O processo inflamatério

Um processo inflamatorio inicia-se pela chamada fase de inducao. Esta é fase
mais rapida e esté intimamente vinculada a uma forte ativacdo do sistema imune. Ela
comeca no momento em que € percebido estimulos nocivos exdgenos ou enddégenos
de origem mecanica, quimica ou biolégica e leva ao recrutamento de células
liberadoras de mediadores lipidicos e proteicos (NETEA et al., 2017).

Assim, com o inicio do processo inflamatério, ocorre no local lesionado o
recrutamento de macrofagos e leucécitos polimorfonucleares que, ap6s um conjunto
de reacdes bioquimicas, levam a liberacdo de mediadores quimicos que irdo
desempenhar uma série de funcbes, desde a quimiotaxia (recrutamento de mais
células inflamatorias) até o aumento da permeabilidade vascular, vasodilatacao e
diminuicdo do limiar de excitacdo dos receptores sensoriais para dor (BELLO et al.,
2015).

Este processo acontece quando vias de sinalizacao inflamatéria sdo ativados,

0 que leva a expressao de padrbes moleculares (fator nuclear-kB, proteina-1 ativada
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e fatores reguladores de interferon) por células inflamatérias. Receptores celulares
reconhecem estes padrdes e iniciam a producéo de citocinas pro-inflamatoérias a partir
de uma cascata bioquimica bem definida (PARK et al., 2017).

A cascata bioquimica intracelular inicia-se quando fosfolipideos de membrana
ndo capturados e utilizados por fosfolipases para a produgédo do acido araquiddnico.
Este por sua vez é utilizado como substrato para as ciclo-oxigenases (COXs) — a qual
possui duas isoformas, a COX-1 constitutiva e fisioldgica, e a COX-2, induzida em
processos inflamatorios e patélogica. A utilizacdo do acido araquidénico pelas COXs
leva a formacao de prostaglandinas (PGs) e tromboxano Az. As prostaglandinas sédo
essenciais no processo inflamatorio, pois quando seus niveis sdo aumentados devido
a expressdo de COX-2, estas levam ao recrutamento de células do sistema imune,
além de atuar na permeabilidade vascular para facilitar a transicdo e atuacdo das
células recrutadas no local lesionado. Na Figura 5 encontra-se um resumo da cascata
bioquimica, assim como as principais PGs produzidas e onde estas atuam
(RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011)

Figura 5 — Cascata bioquimica para formacao das prostaglandinas a partir do acido
araquidonico.
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No processo inflamatério, as principais prostanglandinas presentes sao a
PGE2, PGIl2 (prostaciclina), PGD2, PGF2. e o0 TXA2 (tromboxano A2). As
prostaglandinas PGE2, PGD:2 e PGF2. atuam aumentando a permeabilidade vascular,
diretamente vinculada ao edema observado durante o processo inflamatério. A
prostaciclina também atua aumentando a permeabilidade vascular, mas
adicionalmente potencializa a quimiotaxia (PECCHI et al., 2009).

Outros mediadores quimicos também estdo envolvidos no processo
inflamatorio, como a histamina. Esta € liberada dos granulos presentes em mastocitos
e basofilos e atuam também no aumento da permeabilidade vascular e vasodilatacéo.
Por estarem em grande quantidade na epiderme, a liberacéo de histamina neste local
costuma levar a um quadro de eritema (THURMOND; GELFAND; DUNFORD, 2008).

Além das PGs e da histamina, outras citocinas que também tém grande
influéncia no processo inflamatorio sdo os seguintes polipeptideos: interleucinas (IL),
fator de necrose tumoral e interferon. As citocinas IL-1, IL-6, IL-8, fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a) e interferon gama (IFN-y) sdo pro-inflamatorios, ou seja, atuam
de forma a perpetuar a resposta inflamatoria. As citocinas IL-4, IL10 e IL-13 sdo
consideradas anti-inflamatoérias pois atuam diminuindo os estimulos gerados pelas

citocinas mencionadas anteriormente (SILVA et al., 2017).

1.2 Doencgas Inflamatérias Crbnicas

Como mencionado anteriormente, o processo inflamatério € caracterizado por
uma sequéncia de eventos que vao desde a fase de inducao a partir de um estimulo
nocivo até o momento de sua total eliminacdo, retornando ao estado de homeostase
do sistema, momento chamado de fase de resolucéo. Isso ocorre no que é chamado
de inflamacéo aguda, quando o processo inflamatorio decorre a partir de um estimulo
gue o organismo é capaz de eliminar (BUCKLEY et al., 2013).

Quando um individuo é incapaz de eliminar o processo inflamatério este evolui
para um quadro crénico de longa extensdo temporal (Figura 6), o qual pode durar

semanas, meses ou anos, levando a geracdo de doencas inflamatorias crénicas que
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estdo diretamente associadas a lesdes teciduais irreversiveis, como asma, artrite,
doenca de Crohn, lupus, entre outras (NASEF; MEHTA; FERGUSON, 2017).

Figura 6 — Representacdo da evolucédo entre as fases de inducéo, resolucéo e
cronificacdo da inflamacao.
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E reportado que os fatores que geralmente estdo envolvidos no impedimento
desta resolucdo podem ser genéticos (respostas imunes exacerbadas ou modulacéo
de microbiota intestinal), autoimunes ou mal funcionamento de barreiras que impedem

exposicdes prolongadas a agentes nocivos (SCHETT; NEURATH, 2018).

1.2.1 Artrite reumatoide

A artrite reumatoide (AR) € uma doenca inflamatéria crénica que acomete as
articulacdes. Ela é uma doenca de natureza autoimune, comumente associada a
producdo de autoanticorpos para a imunoglobulina G (IgG) e para proteinas
citrulinadas. Contudo, mesmo esta sendo uma importante caracteristica presente na
AR, que é uma das razbes para classificA-la como doenca autoimune, alguns
pacientes ndo apresentam estes autoanticorpos. Por isso, a AR é considerada uma
doenca complexa que envolve varios fatores, possuindo apresentacdes clinicas
variadas e diferentes mecanismos pelos quais a doenca pode surgir (MALMSTROM;
CATRINA; KLARESKOG, 2017).
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Existem diversos fatores que sao potenciais riscos para o desenvolvimento da
AR. Dentre estes, o fator genético € o principal, demostrando que a doenca tem uma
importante condi¢@o hereditaria (cerca de 60%). Além desse, outros fatores de riscos
nao genéticos também podem ser observados, como a predisposicdo em mulheres,
fumantes e obesos. Além disso, pacientes com AR tem uma alta prevaléncia de
doencas cardiovasculares (como hipertenséo, diabetes e hiperlipidemia), sendo esta
a principal causa de morte prematuras (SMOLEN et al., 2018).

O curso da AR pode ser dividido em algumas etapas, como mostrado na Figura
7. A primeira delas é o estagio pré-clinico da AR, que ocorre anos antes da doenca
se instalar de vez. Seu desenvolvimento ocorre a partir de fatores de riscos (genéticos
e/ou ndo genéticos) que levam ao inicio do processo inflamatorio a partir do
recrutamento de células imunes para a membrana sinovial, onde € iniciado a producao
de autoanticorpos capazes de causar danos teciduais locais (AREND; FIRESTEIN,
2012).

Figura 7 — Estagios de progressao da artrite reumatoide (AR).
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Osso | / | ‘ | ‘ [
Articulagao Possivel infiltragéo de Infiltracdo de Infiltragéo de células imune,
saudavel células imunes células imune hiperplasia da membrana e

formagao de tecido inflamado

Fonte: Adaptado de SMOLEN et al., 2018.

Quando ocorre a infiltracdo de células imunes, principalmente macréfagos e
linfocitos T CD4+ na membrana sinovial, a AR estd em seu estagio inicial. Neste ponto,
0s sintomas comuns de inflamagdo (como os 5 sinais cardeais) j& podem ser
observados, e nas articulacdes ja é possivel se encontrar sinais de enzimas capazes
de degradar matrizes extracelulares e causar danos teciduais (STEINER, 2007).

Com a evolucdo da doenca, os macrofagos se perpetuam nas membranas
sinoviais e desempenham seu papel de maneira muito mais proeminente,

caracterizando a AR em seu estagio estabelecido. Neste ponto, 0s sinais e sintomas
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sdo frequentes, e os danos teciduais causados localmente costumam ser irreversiveis
(MALMSTROM; CATRINA; KLARESKOG, 2017).

A complexidade dos processos patoldégicos em que a AR esta envolvida faz
com que a doenca apresenta grandes dificuldades no seu tratamento. No entanto, os
avancos nas ultimas décadas contribuiram para que hoje o tratamento da doenca seja
otimizado, visando principalmente a sua completa remissdo — algo possivel de se
atingir quando a doenca est4 em seus estagios iniciais, mas consideravelmente dificil

em estagios mais avancados (LAU et al., 2015)

1.2.1.1 Tratamento

Inicialmente, o tratamento da artrite reumatoide era realizado com a utilizacéo
de agentes como complexos de ouro ou com penicilamina. No entanto, estes
apresentaram baixa efetividade e altos efeitos colaterais, além de mecanismos de
acao pouco evidentes, o que culminou em seu desuso (BURMESTER et al., 2017).

Atualmente, o tratamento farmacoldgico da artrite reumatoide tem como
objetivo inicial aliviar os sintomas provocados pelo processo inflamatério. Para isso,
sdo utilizados AINEs, principalmente derivados do acido propiénico (ibuprofeno,
naproxeno e cetoprofeno), por possuirem menores riscos, e também o piroxicam, que
apresenta uma meia-vida mais prolongada. Contudo, estes farmacos atuam apenas
nos sintomas, pois tem como mecanismo de a¢ao a inibicdo da COX, sendo incapazes
de agir no impedimento da deformacéao nas articulacbes (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMANN, 2012). Os glicocorticoides (AIEs) também podem ser utilizados, mas
apenas para regular rapidamente o processo inflamatério intensificado, devendo ser
usado por curto periodo devido aos seus efeitos colaterais que causam supressao da
glandula suprarrenal (BURMESTER et al., 2017).

Para combater mais efetivamente esta doenca surgiram os farmacos
antirreumaticos modificadores da doenca (FARMDSs), que atuam diretamente no curso
da doenca, impedindo a progressdo da destruicdo do tecido das articulacbes
(SARKAR et al., 2018). Como mostrado na Quadro 1, os FARMDs incluem diferentes
agentes que podem ser biolégicos ou sintéticos e que detém diferentes atividades
farmacologicas, como atividades antimalérica e antibacteriana, mas que também
atuam de maneira eficiente no tratamento da artrite reumatoide (BRUNTON;
CHABNER; KNOLLMANN, 2012).
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Os farmacos anti-reuméticos modificadores da doenca (FARMDs) sdo sao
capazes de agir bloqueando a producéo ou atividade de mediadores inflamatoérios nas
articulacdes, impedindo que ocorra a destruicdo da cartilagem local e posterior perda
de funcdo. Ainda que possam ser utilizados de forma individual, a maioria dos
FARMDs séo utilizados em terapia combinada, principalmente com AINES, pois estes
possuem menos efeitos colaterais. Esta associacdo aumenta a efetividade pois atua
tanto na causa da doenca, quanto nos sinais e sintomas (KASHMIRA et al., 2015).
Por esta razdo, o planejamento de novos candidatos a farmacos, visando essa
associacgao, pode permitir que essa dupla acao de efeito modificador da doencga junto

ao tratamento sintomatico seja mais efetiva.

Quadro 1 - Farmacos antirreumaticos modificadores da doenca.

FARMACOS CLASSE OU ACAO

Metotrexato Antifolato
* Hidroxicloroquina Antimalarico
_8 Minociclina Antibidtico tetraciclina
g Sulfassalazina Salicilato
o Ciclosporina Inibidor de calcineurina

Ciclofosfamida Agente alquilante

Adalimumabe Anticorpo, antagonista de TNF-a
_é Infliximabe Proteina de fuséo do receptor IgG-TNF (anti-TNF)
8 Certolizumabe Fragmento de ligagéo do antigeno para TNF-a
% Abatacept Inibidor de coestimulagdo de célula T
S |Rituximabe Anticorpo para CD20 (citotoxico para células B)
E Anaquinra Antagonista do receptor de IL-1

Fonte: BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012.

Considerando os FARMDs, a cloroquina e a hidroxicloroquina foram utilizadas
inicialmente para o tratamento contra a malaria e, apds alguns anos de uso, sua
atividade contra doencas inflamatdrias cronicas também foi evidenciada, passando a
serem utilizadas contra artrite reumatoide e lUpus eritematoso sistémico (DE
MENESES SANTOS et al, 2015). Ambas substancias sao derivados 4-
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aminoquinolinicos, amplamente comercializados, e estdo entre os FARMDs mais
baratos disponiveis no mercado (RAINSFORD et al., 2015).

1.3 Cloroquina

A cloroquina (Figura 8) € uma 4-aminoquinolina que se encontra em uso desde
0s anos 1940 atuando efetivamente contra formas eritrociticas de espécies de
Plamodium, agente etiolégico causador da doenca conhecida como malaria. Contra
esta doenca, a molécula de cloroquina atua a partir da inibicdo da enzima heme-
polimerase, impedindo a utilizacdo de substratos para o metabolismo essencial do
parasito e levando a sua morte (RITTER; RANG; DALE, 2012).

Figura 8 — Estrutura quimica da cloroquina.
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N4-(7-cloroquinolin-4-il)-N"', N'-dietilpentano-1,4-diamina
Fomula Molecular: C1gH5CIN3
Peso Molecular: 319,88 g/mol

Fonte: Autor, 2020.

No tratamento da artrite, a cloroquina geralmente é utilizada nos estagios
iniciais, em que as lesdes ainda encontram-se em formas leves ou moderadas,
atuando na doenca de forma segura a eficaz, principalmente quando associadas ao
tratamento sintomatico com AINEs. Comercialmente, € encontrada em duas formas:
difosfato de cloroquina e sulfato de hidroxicloroquina (MORETTO; PILOTO, 2014).

Ainda nao esta completamente elucidado o mecanismo de acdo pelo qual a
cloroquina age em doencas inflamatorias cronicas. Contudo, acredita-se que esta seja
capaz de diminuir a producédo de PGs. Além disso, a cloroquina € uma base fraca
capaz de penetrar os lisossomos intracelulares, aumentando o pH do meio e inibindo

a acdo de enzimas locais e atuando no processo de fagocitose de células
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polimorfonucleares e macrofagos. Junto a isso, também acredita-se que a cloroquina
pode interagir na formacao dos complexos antigeno-anticorpo, levando a diminuicéao
da expresséao de citocinas pro-inflamatdrias (MORETTO; PILOTO, 2014).

A cloroquina possui poucos efeitos adversos quando administrada em
pequenas doses. Entre estes efeitos estéo incluidos: nauseas, vomitos, tonturas e dor
de cabeca. Sintomas de urticaria podem ser observados quando altas doses séo
usadas para tratar quadros agudos de maléaria. Doses altas também podem causar
efeitos mais graves, como retinopatia e perda de audicdo. Por ter efeitos leves, sendo
0S mais graves observados apenas em doses elevadas, a cloroquina pode ser
utilizada por gravidas (RITTER; RANG; DALE, 2012).

1.3.1 Derivados quinolinicos

Derivados quinolinicos sdo heterociclicos que possuem um nitrogénio como
heterodtomo, formando o anel quinolinico (Figura 9) que é indispensavel para a
atividade biolégica dos compostos com esta estrutura. Derivados que possuem este
nucleo geralmente detém as seguintes atividades: anti-inflamatdrias, antitumorais,
antiparasitarias e antioxidantes (GHORAB; AL-SAID; ARAFA, 2014).

Figura 9 — Estrutura quimica nucleo quinolinico.
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Fonte: Autor, 2020.

O planejamento e sintese de novos derivados deste grupo farmacoférico
geralmente envolvem substituicbes nas posicdes C-4 e C-2. Toche e colaboradores
(2010) indicam que a presenca do atomo de cloro na posi¢édo C-4 ativa a posi¢ao para
a inclusédo e exclusédo de substituintes-amino, gerando uma diferente variedade de
compostos 4-aminoquinolinicos, 0 que mostra que essa classe pode deter diferentes
substituintes na posi¢ao 4, que podem servir como compostos de partida para novas

sinteses ou para a formacao de prot6tipos com potenciais biolégicos. Um outro estudo
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de Toche e colaboradores (2016) com diferentes derivados 4-aminoquinolinicos
(Quadro 2), mostrou que estes possuiam atividade antimicrobiana contra diferentes
bactérias Gram positivas e Gram negativas.

Além das atividades supracitadas, compostos 4-aminoquinolinicos tém
mostrado potencial atividade anti-inflamatéria, como indicado por De Meneses Santos
e colaboradores (2015). Neste estudo, derivados 4-aminoquinolinicos (Quadro 2)
foram capazes de modular a resposta nociceptiva em ensaios pré-clinicos in vivo,
além de diminuirem o processo de migracéo leucocitaria e inibirem significativamente
processos inflamatorios crénicos, confirmando o potencial desta classe como terapia
da dor e inflamacgéo.

A substituicdo por outros grupos também tem gerado moléculas com potencial
atividade anti-inflamatoria. Isto foi demonstrado no estudo de Pinz e colaboradores
(2017), que introduziu um grupamento fenilsufonil na posi¢cdo 4 do anel quinolinico
(Quadro 2) e obteve resultados significantes em diferentes ensaios que avaliaram a
atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria aguda em camundongos.

Zarghi e colaboradores (2009) avaliaram derivados quinolinicos substituidos
nas posicoes 2 e 4 por grupamentos fenila (possuindo na posicdo para um
grupamento metilsufonil) e carboxila, respectivamente (Quadro 2). Em seus
resultados eles puderam verificar que 0os compostos possuiam atividade inibitéria
contra a COX-2, enzima induzida no processo inflamatério para producdo de
prostaglandinas e outros mediadores pro-inflamatorios.

Assim, nota-se que substituicdes nessas posi¢cdes do anel quinolinico, além de

serem facilmente obtidas, possuem potencial para diferentes a¢des farmacoldgicas.



Quadro 2 — Derivados 4-aminoquinolinicos e atividades biol6gicas.
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1.4 Moléculas Hibridas na Quimica Medicinal

O planejamento de estruturas moleculares visando a obtencdo de novos
candidatos a farmacos é o passo inicial e, provavelmente, o mais importante para o
desenvolvimento de um novo medicamento (DECKER, 2017). Contudo, esse
processo costuma consumir muito tempo e trabalho, com custos e riscos bastante
elevados. Mesmo levando, em média, de 10-15 anos para desenvolver um novo
farmaco, a taxa de sucesso é de apenas 2%. Logo, existe uma necessidade de
melhorias em estratégias para que possam ser obtidos novos candidatos a farmacos
(XUE et al., 2018).

Sabe-se que muitas doencas agem em diferentes sitios de atividade
bioquimica, consequentemente, envolve mais de um processo bioquimico e/ou
fisiologico simultaneamente. Um exemplo classico sdo as doencas
neurodegenerativas de Parkinson e Alzheimer que agem em diferentes alvos do
sistema nervoso central, provocando um grave processo patofisiologico (SHEN,
2010). Aqui, uma das estratégias que podem ser utilizadas é a producédo de moléculas
hibridas de medicamentos conhecidos no combate dessas doencas.

Uma pesquisa na base de dados SciFinder mostrou um aumento no nimero
de publicacbes sobre o planejamento, sintese e/ou avaliagdo da atividade de

moléculas hibridas (Figura 10).

Figura 10 — Namero de publicacdes de 2005 a 2019 sobre a sintese e/ou atividade de
moléculas hibridas.

150=-
(7]
Q
10
O
S
= 100-
o
=
o
()]
o
o 50—
| 9
Q
£
S
Z
csll'\lllllllvl‘él'\lll
() S O O N v 9D © @ O
L O P NN AN NN N N NN
D I A A N
Ano

Fonte: Autor, 2020.
Nota: Pesquisa na base de dados SciFinder utilizando-se o termo “hybrid molecules”.
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Moléculas hibridas podem ser definidas como compostos que possuem duas
ou mais estruturas conectadas que possuem diferentes atividades biolégicas no qual
essa estrutura molecular final atua a partir da presenca de nucleos farmacoféricos
distintos que geralmente agem em alvos diferentes. Estes compostos também séo
conhecidos por moléculas quiméricas, compostos multialvo, compostos com acgéo-
dual, entre outros (MEUNIER, 2008).

De forma resumida, com o objetivo de agir em diferentes processos bioldgicos,
como a inibicdo de uma enzima e o blogueio de um receptor especificos que tem papel
importante em uma doenca, e pular as etapas de triagem de moléculas, promove-se
a ligacéo covalente entre pelo menos dois farmacos conhecidos, gerando a estrutura
molecular hibrida. Esta abordagem tem como vantagem a obtenc&o de um novo perfil
farmacocinético que pode gerar aumento significativo na acao farmacologica e impedir
possiveis interacfes medicamentosas que podem ocorrer diante da administragdo
dos farmacos separadamente. Além disso, melhorar os perfis de afinidade e
seletividade e acrescentar novas propriedades farmacolégicas (DECKER, 2017).

Moléculas hibridas tem sido objeto de estudos para diferentes doencas,
incluindo, por exemplo, a busca de atividades contra o cancer, microrganismos,
doencas cardiovasculares, doencas neurodegenerativas, entre outras (DECKER,
2011).

Figura 11 — Representacdo esquemaética dos hibridos antimalaricos trioxaquinas.
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Fonte: Adaptado de MEUNIER, 2012.

Dentre elas, estudos reportam o desenvolvimento de moléculas hibridas de
derivados 4-aminoquinolinicos. Como mencionado no item 1.4, a cloroquina é
utilizada como um dos principais agentes no tratamento da malaria. Contudo, ao longo

dos anos algumas cepas tém se desenvolvido resistentes e a abordagem de
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desenvolvimento de moléculas hibridas tém obtido resultados significativos. Estes
estudos tem como objetivo principal a combinacdo dos nucleos farmacoforicos
quinolinicos (cloroquina) e trioxanos (artemisina), gerando os hibridos denominados
de trioxaquinas (Figura 11) (MEUNIER, 2012).

Considerando que a cloroquina e derivados aminoquinolinicos possuem
diferentes atividades biologicas e observou-se resultados significativos quanto a sua
hibridizacdo com outros compostos, buscou-se utilizar dessa mesma estratégia para
a sintese de novos compostos com possivel atividade antinociceptiva e anti-
inflamatéria.

Para isto foi considerado os ultimos compostos testados pelo Grupo de Catalise
e Reatividade Quimica (GCaR) em ensaios bioldgicos para o tratamento da dor e

inflamacgéo (Figura 12):

Figura 12 — Estrutura molecular de derivados 4-aminoquinolinicos sintetizados no
GCaR e recentemente testados para atividade antinociceptiva e anti-inflamatéria.
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Fonte: Adaptado de SILVA, 2019.

Resultados preliminares mostraram que estes compostos possuem baixo
potencial citotoxico, contudo o composto denominado CEQ foi capaz de apresentar a
maior dose letal média (DLso) dentre eles, igual a 232,95 mg/Kg (1050,80 pumol/Kg),
logo, conferindo a esta estrutura maior seguranca em sua administracao oral in vivo
(SILVA, 2019). Deste modo, buscou-se produzir um hibrido que unisse uma estrutura
igual ou semelhante a CEQ (por sua maior seguranga) a outra molécula que também
possuisse potencial anti-inflamatério. Como o tratamento com a cloroquina

geralmente se da em associacao a AINEs derivados do acido propidnico, foi realizado
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o planejamento experimental da sintese de novos hibridos com compostos desta

classe, como mostrado na Figura 13.

Figura 13 — Representacdo esquematica das estruturas moleculares dos compostos
definidos para a sintese dos novos hibridos.
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Fonte: Autor, 2020.

Utilizando a estratégia de hibridizacdo molecular a partir de derivado 4-
aminoquinolinico e derivados do acido propibénico, este trabalho foi desenvolvido

visando a sintese de novos compostos com potencial atividade anti-inflamatoria.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Sintetizar, caracterizar e avaliar o potencial bioldgico de novas moléculas
hibridas de derivados 4-aminoquinolinicos associados a anti-inflamatérios néo

esteroidais.

2.2 Objetivos Especificos

e Sintetizar derivados 4-aminoquinolinicos como moléculas intermediarias;

e Realizar a hibridizacdo dos derivados 4-aminoquinolinicos as moléculas de
ibuprofeno e naproxeno (anti-inflamatérios ndo esteroidais);

e Purificar e caracterizar 0s compostos sintetizados por técnicas
espectroscopicas;

e Avaliar o potencial citotéxico dos compostos sintetizados;
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3 METODOLOGIA

3.1 Reagentes e Solventes Utilizados
Os reagentes e solventes utilizados na sintese dos novos derivados 4-
aminoquinolinicos estdo presentes na Quadro 3, assim como suas respectivas

formulas moleculares e empresas fornecedoras.

Quadro 3 — Reagentes e solventes utilizados na sintese dos compostos.

Reagentes e solventes ‘ Formula molecular Fornecedor
1,3-diaminopropano CsHioN2 Vetec Quim. Fina
4,7-dicloroquinolina CoHsCI2N Sigma-Aldrich

Acido cloridrico HCI Chemco Ind. &
Comercio Ltda.
Agua destilada H20 GCaR
Cloreto de tionila SOCl2 Sigma-Aldrich
Diclorometano P.A. CH2Cl2 Dinamica
Etilenodiamina C2HsN2 Vetec Quim. Fina
Hidroxido de sodio NaOH Dinamica
Ibuprofeno Ci3H1802 Ao Pharmacéutico
Naproxeno C14H140s3 Ao Pharmacéutico
Trietilamina CeHisN Acros Organics

Fonte: Autor, 2020.

3.2 Procedimentos de Sintese

3.2.1 Procecedimento de sintese dos derivados 4-aminoquinolinicos

A sintese para os derivados 4-aminoquinolinicos, moléculas intermediarias
para a producdo dos novos hibridos, seguiu a metodologia descrita por Rudrapal e
colaboradores (2013). Em um baldo de fundo redondo foram adicionados 5 mmols de

4,7-dicloroquinolina e 50 mmols de etilenodiamina (para a formacgao da CEQ) ou 50
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mmols de 1,3-diaminopropano (para a formacdo da DAPQ). O sistema foi mantido
sem agitacdo a uma temperatura de 80 °C a fim de ocorrer completa solublizacéo da
4,7-dicloroquinolina. Apdés 1 h, iniciou-se agitacdo magnética do sistema e a
temperatura foi elevada para 130 °C, mantendo a reacao por mais 7 h. Apos o término
da reacdo, deixou-se sistema resfriar até atingir temperatura ambiente. Para o
isolamento do produto, foram adicionados lentamente 50 mL de NaOHq 10%,
levando a precipitacdo deste. Em seguida, foi realizado a filtracdo do precipitado e

secagem em alto vacuo.

3.2.1.1 Sintese da Ni-(7-cloroquinolin-4-il)etano-1,2-diamina (CEQ)

Figura 14 — Esquema reacional da sintese da CEQ.
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Fonte: Autor, 2020.

F. M.: C11H12CINs; Massa Molecular: 221,69 g/mol; sélido amarelado.

RMN de 1H (400 MHz, CDzOD): § 2,85 (t, 2H, J = 6,40 Hz, H13); 3,32 (t, 2H, J
= 6,40 Hz, H12); 6,44 (d, 1H, J = 5,68 Hz, H3); 7,28 (dd, 1H, J = 2,20 e 8,98 Hz, H6);
7,65 (d, 1H, J = 2,20 Hz, H8); 7,99 (d, 1H, J = 8,98 Hz, H5); 8,23 (d, 1H, J = 5,68 Hz,
H2).

RMN de 13C (100 MHz, CDsOD): § 40,96 (C12), 46,45 (C13), 99,84 (C3), 118,95
(C10), 124,50 (C5), 126,18 (C6), 127,74 (C8), 136,49 (C7), 149,81 (C9), 152,61 (C2)
e 152,98 (C4) (ALMEIDA, 2014).

V. (vmax/cm-1; KBr): 3307 (v NH), 3201 (vas NH2), 3120 (vs NH2), 2923 (vas CH2),
2836 (vs CHz), 1563 (v C=C), 1519 (5 N-H), 1432 (5s CHz) e 1317 ( CH2).
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3.2.1.2 Sintese da N1-(7-cloroquinolin-4-il)propano-1,3-diamina (DAPQ)

Figura 15 - Esquema reacional da sintese da DAPQ
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Fonte: Autor, 2020.

F. M.: C12H14CINs; Massa Molecular: 235,72 g/mol; sélido amarelado.

RMN de 1H (400 MHz, CDsOD): § 1,91 (qt, 2H, J = 7,01 Hz, H13), 2,81 (t, 2H, J
= 7,01 Hz, H14); 3,42 (t, 2H, J = 7,01 Hz, H12); 6,54 (d, 1H, J = 5,63 Hz, H3); 7,39 (dd,
1H, J = 2,11 e 8,95 Hz, H6); 7,77 (d, 1H, J = 2,11 Hz, H8); 8,08 (d, 1H, J = 8,95 Hz,
H5); 8,35 (d, 1H, J = 5,63 Hz, H2).

RMN de 13C (100 MHz, CDsOD): § 30,74 (C13), 38,90 (C12), 40,34 (C14), 99,84
(C3), 118,95 (C10), 124,50 (C5), 126,18 (C6), 127,74 (C8), 136,49 (C7), 149,81 (C9),
152,61 (C2) e 152,98 (C4).

LV. (vmax/cm-1; KBr): 3477 (v NH), 3365 (v NH2), 2941 (v CHz), 1570 (v C=C),
1537 (5 N-H), 1416 (5s CHz2) e 1300 (o CH2).

3.2.2 Procedimento de sintese dos novos hibridos moleculares

A sintese dos novos hibridos moleculares (IBUCEQ, IBUDAPQ, NAPCEQ e
NAPDAPQ) seguiu a metodologia one-pot descrita por Leggio e colaboradores
(2016). Em um baldo volumétrico foi adicionado 1 mmol de ibuprofeno (para a
formacao da IBUCEQ ou da IBUDAPQ) ou de naproxeno (para a formacédo da
NAPCEQ ou da NAPDAPQ) e solubilizado em 15 mL de diclorometano. Em seguida,
foram adicionados 1 mmol de CEQ (para a formacao da IBUCEQ ou da NAPCEQ) ou
de DAPQ (para a formacao da IBUDAPQ ou da NAPDAPQ), 3 mmol de trietilamina e
1 mmol de cloreto de tionila. A reagdo foi mantida sob temperatura ambiente e

agitacdo magnética constante por 6 h. Apés o término da reacéo, a solugdo organica
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foi lavada inicialmente com uma solucéo aquosa acida (HCI 1 M), e em seguida com
uma solucdo aquosa basica (NaOH 1 M). Entédo, o solvente organico foi removido a
partir de rotaevaporacédo seguido de secagem em alto vacuo, obtendo-se os produtos
finais IBUCEQ e NAPCEQ. Os compostos IBUDAPQ e NAPDAPQ apresentaram
algumas impurezas, entdo estes foram submetidos a solubilizagdo em 3 mL de
cloroférmio, seguido da adicdo de 30 mL de hexano para induzir a precipitacdo do
produto formado. O cloroférmio foi recolhido com auxilio de uma pipeta pasteur e o
hexano foi removido a partir de rotaevaporacéo seguido de secagem em alto vacuo,
obtendo-se ao final os produto puros IBUDAPQ e NAPDAPQ.

3.221 Sintese da N-(2-((7-cloroquinolin-4-il)amino)etil)-2-(4-
isobutilfenil)propanamida (IBUCEQ)

Figura 16 — Esquema reacional da sintese da IBUCEQ.
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Fonte: Autor, 2020.

F. M.: C24H28CIN3O; Massa Molecular: 409,96 g/mol; sélido branco.

RMN de 1H (400 MHz, CDCls, ppm): 8 0,85 (d, 6H, J = 6,62 Hz, H24); 1,52 (d,
3H, J = 7,27 Hz, H17); 1,77 (m, 1H, H23); 2,39 (d, 2H, J = 7,12 Hz, H22); 3,30 (m, 2H,
H13): 3,59 (q, 1H, J = 7,21 Hz, H16); 3,63 (m, 2H, H12): 6,19 (d, 1H, J = 5,51 Hz, H3);
6,24 (sl, 1H, H14); 6,69 (s, 1H, H11); 7,01 (d, 2H, J = 8,07 Hz, H20); 7,13 (d, 2H, J =
8,07 Hz, H19); 7,35 (dd, 1H, J = 2,13 e 8,91 Hz, H6): 7,75 (d, 1H, J = 8,91 Hz, H5);
7,79 (d, 1H, J = 2,13 Hz, H8); 8,40 (d, 1H, J = 5,51 Hz, H2).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls, ppm): & 18,43 (C17); 22,32 (C24); 30,11 (C23);
38,80 (C12); 44,93 (C22); 45,74 (C13); 46,60 (C16); 98,05 (C3); 117,15 (C10); 122,12
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(C5); 125,55 (C6); 127,25 (C19); 127,93 (C8); 129,73 (C20); 135,12 (C7); 137,90
(C18); 141,06 (C21); 148,56 (C9); 150,35 (C4); 151,40 (C2); 177,77 (C15).

LV. (vmax/em-1; KBr): 3307 (v NH), 2923 (vas CHz), 2832 (vs CHz2), 1633 (v C=0);
1560 (v C=C), 1521 (5 N-H), 1434 (5s CHz) e 1353 (o CH2).

3.2.2.2 Sintese da N-(2-((7-chloroquinolin-4-il)Jamino)etil)-2-(6-metoxinaftalen-2-
il)propanamida (NAPCEQ)

Figura 17 — Esquema reacional da sintese da NAPCEQ.

A OOX Qﬁ
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Fonte: Autor, 2020.

F. M.: C25H24CIN3Oz2; Massa Molecular: 433,94 g/mol; sélido branco.

RMN de 1H (400 MHz, CDCls, ppm): & 1,60 (d, 3H, J = 7,14 Hz, H17); 3,25 (m,
2H, H13); 3,64 (m, 2H, H12); 3,79 (q, 1H, J = 7,14 Hz, H16); 3,88 (s, 3H, H28); 6,03
(d, 1H, J = 5,66 Hz, H3); 6,55 (sl, 1H, H14): 6,94 (sl, 1H, H11); 7,00 (d, 1H, J = 2,45
Hz, H19); 7,08 (dd, 1H, J = 2,45 e 8,86 Hz, H20); 7,25 (dd, 1H, J = 2,15 e 8,91 Hz,
H6): 7,30 (dd, 1H, J = 1,84 e 8,45 Hz, H24); 7,53 (id, 2H, J = 9,48 e 9,32 Hz, H21 e
H25): 7,62 (s, 1H, H23); 7,71 (d, 1H, J = 8,91 Hz, H5); 7,88 (d, 1H, J = 2,15 Hz, H8);
8,22 (d, 1H, J = 5,66 Hz, H2).

RMN de 15C (100 MHz, CDCls, ppm): & 18,34 (C17); 38,67 (C12); 45,60 (C13);
46,84 (C16); 55,35 (C28); 98,00 (C3); 105,56 (C19); 116,99 (C10); 119,31 (C20);
122,13 (C5); 125,60 (C6); 125,98 (C24); 126,10 (C23); 127,50 (C8); 127,65 (C25);
128,85 (C21); 129,09 (C26); 133,76 (C27); 135,28 (C7); 135,85 (C18); 148,05 (C9);
150,46 (C4); 150,92 (C2); 157,83 (C22); 177,62 (C15).
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V. (vmax/cm.-1; KBr): 3268 (v NH), 2965 (vas CHz2), 2896 (vs CHz2), 1635 (v C=0);
1589 (v C=C), 1562 (8 N-H), 1432 (5s CH2) e 1351 (o CH2).

3.2.23 Sintese da N-(3-((7-cloroquinolina-4-il)amino)propil)-2-(4-
isobutilfenil)propanamida (IBUDAPQ)

Figura 18 — Esquema reacional da sintese da IBUDAPQ.
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Fonte: Autor, 2020.

F. M.: C25H30CIN3O; Massa Molecular: 423,99 g/mol; sélido branco.

RMN de 1H (400 MHz, CDCls, ppm): 0,87 (d, 6H, J = 6,61 Hz, H25); 1,54 (d,
3H, J = 7,13 Hz, H18); 1,82 (m, 3H, H13 e H24); 2,42 (d, 2H, J = 6,99 Hz, H23); 3,34
(m, 2H, H14); 3,43 (m, 2H, H12): 3,70 (q, 1H, J = 7,13 Hz, H17); 6,41 (d, 1H, J = 6,74
Hz, H3); 6,75 (s, 1H, H11); 7,08 (d, 2H, J = 8,04 Hz, H21); 7,25 (d, 2H, H20); 7,47 (dd,
1H, J = 2,06 e 8,97 Hz, H6); 8,17 (d, 1H, J = 2,06 Hz, H8): 8,20 (d, 1H, J = 6,74 Hz,
H2); 8,46 (d, 1H, J = 8,97 Hz, H8): 8,85 (s, 1H, H15).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls, ppm): & 18,43 (C18): 22,35 (C25); 28,35 (C13);
30,15 (C24); 36,30 (C13); 38,90 (C14); 44,99 (C112); 46,89 (C17); 98,40 (C3); 117,61
(C10); 121,91 (C5); 125,35 (C6); 127,28 (C20); 128,48 (C8); 129,82 (C21): 134,17
(C7); 138,17 (C19); 141,10 (C22); 149,32 (C9); 149,90 (C4); 151,84 (C2); 176,12
(C16).

V. (vmax/cm-1; KBr): 3471 (v NH), 2943 (v CHz2), 1616 (v C=0); 1566 (v C=C),
1533 (5 N-H), 1489 (5s CHz2) e 1394 (o CH2).
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3.2.2.4 Sintese da N-(3-((7-cloroquinolina-4-il)amino)propil)-2-(6-metoxinaftaleno-2-
il)propanamida (NAPDAPQ)

Figura 19 — Esquema reacional da sintese da NAPDAPQ.
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Fonte: Autor, 2020.

F. M.: C26H26CIN3O2; Massa Molecular: 447,96 g/mol; sélido branco.

RMN de 1H (400 MHz, CDClz, ppm): & 1,64 (d, 3H, J = 7,20 Hz, H18): 1,70 (m,
2H, H13); 3,29 (m, 4H, H12 e H14); 3,77 (q, 1H, J = 7,20 Hz, H17); 3,91 (s, 3H, H29);
5,94 (sl, 1H, H11); 6,25 (d, 1H, J = 5,58 Hz, H3); 6,66 (sl, 1H, H15); 7,10 (d, 1H, J =
2,41 Hz, H20); 7,15 (dd, 1H,J = 2,41 e 8,87 Hz, H21); 7,37 (tp ap, 2H, H6 e H25); 7,65
(sl, 1H, H24); 7,67 (d, 1H, J = 8,87 Hz, H22); 7,70 (d, 1H, J = 8,49 Hz, H26); 7,90 (d,
1H, J=2,12 Hz, H8); 7,97 (d, 1H, J = 8,93 Hz, H5); 8,35 (d, 1H, J = 5,58 Hz, H2).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls, ppm): 6 18,41 (C18); 28,21 (C13); 38,33 (C12);
39,13 (C14); 47,10 (C17); 55,36 (C29); 98,26 (C3); 105,69 (C20); 117,36 (C10);
119,32 (C21); 122,33 (C5); 125,61 (C6); 126,06 (C25); 126,12 (C24); 127,31 (C8);
127,71 (C26); 128,95 (C27); 129,17 (C22); 133,82 (C28); 135,49 (C7); 136,18 (C19);
148,00 (C9); 150,53 (C4); 150,58 (C2); 157,89 (C23); 176,01 (C16).

L.V. (vmax/cm-1; KBr): 3400 (v NH), 2951 (v CHz), 1612 (v C=0); 1562 (v C=C),
1531 (5 N-H), 1481 (8s CH2) e 1390 (o CH?2).
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3.3 Caracterizacédo dos Compostos

3.3.1 Equipamentos

As andlises de caracterizacdo dos compostos sintetizados foram realizadas a
partir de diferentes técnicas (Quadro 4) utilizando equipamentos provenientes do
GCaR/IQB/UFAL e do IQB/UFAL.

Quadro 4 — Técnicas e seus respectivos equipamentos utilizados para a caracterizagao
dos compostos.

Técnica Analitica Equipamento Local
Espectroscopia de Espectrémetro Bruker IQB/UFAL
Ressonéncia Avance 400, operando
Magnética Nuclear na frequéncia de

400,130 MHz para RMN
de 1H e 100,613 MHz
para RMN de 13C

Espectroscopia no Espectrofotometro FT- | GCaR/IQB/UFAL
Infravermelho IR Varian 640-IR

Espectrometria de Cromatografo a gas GCaR/IQB/UFAL
Massas acoplado a

espectrometro de
massas (CG-EM)
Shimadzu QP2010.

Fonte: Autor, 2020.

3.3.2 Preparo das Amostras

3.3.2.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para a andlise por RMN de 1H, 13C, COSY e HSQC, foram pesados
aproximadamente 15 mg de cada composto. As amostras foram dissolvidas em
cloroférmio deuterado (CDCIs) ou metanol deuterado (CDsOD), sendo adicionado uma

gota de agua deuterada (D20) quando necessario. Os espectros foram obtidos
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utilizando-se tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. Os deslocamentos quimicos
() foram expressos em partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J)
em Hertz (Hz). As multiplicidades foram representadas utilizando-se as seguintes
abreviaturas: s (simpleto), d (dupleto), t (tripleto), q (quarteto), gt (quinteto), m
(multipleto), sl (simpleto largo), dd (dupleto duplo), td (tripleto de dupleto), td ap

(tripleto duplo aparente).

3.3.2.2 Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Para a analise dos compostos por espectroscopia na regido do infravermelho
médio foi utilizado espectrofotdmetro de infravermelho por transformada de Fourier
(IVTF): Nicolet IR200 (Thermo Scientific). Foi utilizado método de transmisséo e as
amostras foram preparadas em pastilhas de brometo de potassio (KBr). A analise
resultou em 64 varreduras numa resolucdo de 4 cm-1. Os espectros foram

apresentados na regido de 4000 a 400 cm-1.

3.3.2.3 Espectrometria de Massas

Para a analise por espectrometria de massas, foi utilizado um espectrometro
de massas acoplado a um cromatografo a gas: GC-MS QP2010 (Shimadzu). O
espectro de massas foi obtido a partir de injecéo direta da amostra em capilar de vidro

introduzido no espectrometro de massas.

3.4 Avaliacao da citotoxicidade

3.4.1 Ensaio de viabilidade celular a partir do método de MTT

O ensaio de viabilidade celular a partir da utilizacdo do MTT é uma técnica
colorimétrica baseada na reacdo de reducéo do sal brometo de 3-(4,5-dimetiltiazolil-
2)-2,5-difeniltetrazélio (MTT) por enzimas desidrogenases presentes nhas
mitocondriais das células (MOSMANN, 1983). Assim, a viabilidade celular pode ser

avaliada por essa capacidade mitocondrial de reduzir o MTT (sal de coloracao
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amarela, solivel em agua) a formazan, um composto de coloracdo roxa, insolivel em
agua. Ou seja, apenas células viaveis (vivas e com seu funcionamento normal) é
capaz de realizar a reacao de reducéo.

Para o teste, foi utilizado uma microplaca com 96 pocos onde foram plaqueados
macréfagos da linhagem J774, numa densidade de 1 x 105 células/pogo. As células
foram cultivadas em 200 pL de meio Roswell Park Memorial Institute (RPMI)
suplementado com 10% de soro fetal bovino e 1 mL de aminoacidos ndo essenciais,
de piruvato e de glutamina, nas concentracdes respectivas de 100 mM, 100 mM e 200
mM. As células em cultivo foram mantidas em estufa a 37 £ 1°C com atmosfera de
5% de CO2. Ap6s 24 h, as ceélulas foram tratadas com os derivados 4-
aminoquinolinicos (IBUCEQ e NAPCEQ) nas concentra¢bes de 100, 30, 10, 3 e 1
gmol/mL, além dos farmacos padrdes cloroquina, ibuprofeno e naproxeno, nas
mesmas concentragcdes. Além destes, as células também foram tratadas com demais
controles, como DMSO 0,1% (veiculo), Triton™ X-100 (padréo para lise celular) e
apenas o meio de cultura. Apds o tratamento, as células foram mantidas sob as
mesmas condi¢des descritas anteriormente por um periodo de 24 h.

Ao término do periodo de incubacédo, o sobrenadante foi descartado e, entao,
foi adicionado a cada pogo 100 pL de solu¢do MTT numa concentragéo de 0,5 mg/mL
e reincubadas nas mesmas condicfes ja descritas, a fim de promover a reacao de
reducdo do MTT a formazan. Apos 1 h, o sobrenadante foi descartado e as células
em cultivo foram lisadas com 100 yL de DMSO, solvente capaz de solubilizar o

formazan formado.

Figura 20 — Esquema do ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT.
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das células MTT

Fonte: Autor, 2020.
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Para analise quantitativa da formacéo do formazan, os pocos foram analisados
em um leitor de microplacas no comprimento de onda de 530 nm (ThermoPlate). A
partir dos resultados de quantificacdo, a viabilidade das células foi expressa como a
porcentagem de células viaveis em relacdo ao controle, segundo a equacéao:

Absorvancia das células tratadas

Células vidveis (%) = < ) X 100

Média da absorvancia das células nido tratadas
3.4.2 Analise Estatistica

Os resultados obtidos a partir da leitura da microplaca utilizada no ensaio de
viabilidade celular foram expressos como média + erro padrdo da média (e.p.m.) e as
diferencas estatisticas entre as médias dos grupos foram analisadas utilizando Analise
de Variancia (ANOVA) seguido do teste de Dunnet, considerando como controle o
grupo de células onde havia apenas o meio de cultura. Os valores dos resultados da
analise foram considerados estatisticamente significativos quando *p < 0,05, **p <
0,01 e ***p < 0,001. As andlises foram realizadas no software GraphPad Prism®

versao 8.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Sintese e Caracterizacéo da Ni-(7-cloroquinolin-4-il)etano-1,2-diamina

(CEQ)

O nucleo quinolinico, conforme mostrado na Figura 9 (Pag. 30), € um
heterociclo que possui como heteroatomo um atomo de nitrogénio. A presenca deste
atomo de nitrogénio gera uma deficiéncia de elétrons 1 na cadeia aromatica do
nucleo. Este efeito estéreo-eletrénico exercido pelo atomo eletronegativo leva a uma
formacdo de cargas parciais positivas nas posicoes a e y, tornando estas propensas
a ataques nucleofilicos. Por esta razéo, a sintese de derivados com substituicbes na
posicdo 4 ou 2 sao facilitados (AHMAD, 2006).

Assim, como as moléculas de ibuprofeno e naproxeno ndo possuem
grupamentos amina e o potencial farmacologico anti-inflamatério dos derivados
quinolinicos se faz principalmente pela adi¢cao de substituintes amina em sua posi¢ao
C-4, decidiu-se realizar inicialmente a sintese de um composto ja bem estabelecido
na literatura, o qual o serviria de reagente para a producédo da molécula hibrida final.
Por possuir uma pequena cadeia de carbonos e grupamentos amina em suas
extremidades, o que facilitaria o ataque nucleofilico ao anel quinolinico e,
posteriormente, a reacdo de formacdo de amida com o ibuprofeno e naproxeno, a
molécula de etilenodiamina foi escolhia como substuinte, formando a Nai-(7-
cloroquinolin-4-il)etano-1,2-diamina (CEQ).

Na metodologia empregada para sintese da CEQ, reportada por Rudrapal e
colaboradores (2013), ndo ha a necessidade da utilizag&o de solventes. E misturado
a molécula de 4,7-dicloroquinoline diretamente com a etilenodiamina, e
posteriormente a sua solubilizacéo a 80 °C, a temperatura é elevada a 130 °C, onde
permanece em agitacéo, sob refluxo, por 6 h.

A formacdo da CEQ ocorre via substituicdo nucleofilica de aromatica (SNar),

tendo como mecanismo de rea¢do o esquema exposto na Figura 21:
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Figura 21 — Mecanismo de reacédo para formacéo da CEQ via SNar.
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Fonte: Autor, 2020.

A sintese do composto CEQ foi confirmada pela técnica de espectroscopia de
ressonancia magnética de hidrogénio, no qual os valores de deslocamento quimico e
multiplicidade de sinais se mostraram equivalentes aos dados ja reportados para esta
molécula na literatura (ALMEIDA, 2014). Os dados do RMN de 1H estdo presentes na
Figura 22 e na Tabela 1. Os deslocamentos quimicos variando de & = 6,44 a 8,23
ppm sao referentes aos cinco sinais de hidrogénios presentes nos anéis aromaticos
do nucleo quinolinico. Os sinais de tripletos observados nos deslocamentos quimicos
d = 2,85 e 3,32 ppm séo referentes aos hidrogénios alifaticos da molécula que foram
adicionados na posicao C-4 do nucleo quinolinico. Os sinais dos hidrogénios ligados
aos atomos de nitrogénio ndo sdo possiveis de serem visualizados no espectro,
provavelmente pela alta capacidade de serem trocadas pelo deutério presente no

solvente utilizado para solubilizacdo da amostra durante a andlise.

Tabela 1 — Dados do RMN de 1H (400MHz) da CEQ em CDsOD.

d (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicédo

2,85 t 2 6,40 H13
3,32 2 6,40 H12
6,44 d 1 5,68 H3
7,28 dd 1 2,20 e 8,98 H6
7,65 1 2,20 H8
7.99 1 8,98 H5
8.23 d 1 5,68 H2

Fonte: Autor, 2020.
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Figura 22 — Espectro de RMN de 1H (400 MHz) da CEQ em CDsOD.
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Sendo confirmada a formacdo da CEQ, deu-se andamento a etapa de

hibridacao deste derivado 4-aminoquinolinico ao ibuprofeno e naproxeno.
4.2 Sintese e Caracterizacado da N-(2-((7-cloroquinolin-4-il)amina)etil)-2-(4-
isobutilfenil)propanamida (IBUCEQ)

Os AINEs escolhidos para a hibridizagdo com o derivado 4-aminoquinolinico
produzido foram o ibuprofeno e o naproxeno, que sao derivados do acido propidnico

e possuem, entdo, a funcao carboxila em sua estrutura quimica (Figura 23).

Figura 23 — Estrutura quimica do ibuprofeno e do naproxeno.

Ibuprofeno Naproxeno 14

Fonte: Autor, 2020.

A presenca desta funcdo carboxila nos AINEs e de uma amina terminal no
derivado 4-aminoquinolinico produzido facilita a hibridizacdo de ambas moléculas a
partir da ligacao entre essas duas por¢des e, consequentemente, a formacao de uma
funcdo amida. Neste sentido, foi procurado metodologias para formacdo de amidas
em que as moléculas pudessem ser facilmente inseridas para a obtencéo do produto
esperado.

A metodologia de sintese escolhida, reportada por Leggio e colaboradores
(2016), é uma metodologia baseada na abordagem one-pot, ou seja, mesmo que o
mecanismo reacional para a sintese envolva mais de uma etapa, todos os reagentes
sdo adicionados em um Unico recipiente para que seja obtida a formacgé&o do produto.

O mecanismo de reacao proposto por Leggio e colaboradores (2016) envolve
a transformacé@o da funcdo carboxila em uma espécie mais reativa através da

formacdao do cloreto de acila utilizando o reagente de cloragéo cloreto de tionila. Apos
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a formacéo do cloreto de acila, esta por¢cdo da molécula se torna altamente reativa
acoplando-se a amina terminal do derivado 4-aminoquinolinico. A Figura 24 mostra o

mecanismo de reacao proposto para esta reacéo.

Figura 24 — Mecanismo de reacdo proposto para formac&o de amidas utilizando
cloreto de tionila e trietilamina.
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Fonte: Autor, 2020.

Primeiramente foram analisados os dados obtidos através da espectroscopia
de ressonancia magnética de hidrogénio do composto IBUCEQ. Por ser uma molécula
inédita formada pela hibridizacdo de duas moléculas de caracterizag&o estrutural bem
definida na literatura, os espectros de RMN de 1H da IBUCEQ foram comparados aos
espectros de RMN de 1H dos compostos de partida: ibuprofeno (Apéndice A) e CEQ
(Figura 22, Pag. 51).

Analisando os espectros dos compostos de partida junto ao espectro de RMN
de 1H da IBUCEQ, além de andlises complementares a partir de dados obtidos de
ressonancia magnética bidimensional (COSY — Correlated Spectroscopy), onde é
avaliado as correlagbes das constantes de acoplamento J3 e J4 entre 1H-1H (Apéndice
B), foram determinados os hidrogénios do produto final, apresentados na Figura 25 e

na Tabela 2.
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Figura 25 — Espectro de RMN de 1H (400 MHz) da IBUCEQ em CDCls.
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Tabela 2 — Dados do RMN de 1H (400 MHz) da IBUCEQ em CDCls.

6 (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao

0,85 d 6 6,62 H24 e H24’
1,52 d 3 7,27 H17
1,77 m 1 - H23
2,39 d 2 7,12 H22
3,30 m 2 - H13
3,59 q 1 7,27 H16
3,63 m 2 - H12
6,19 d 1 5,51 H3
6,24 sl 1 - H14
6,69 sl 1 - H11
7,01 d 2 8,07 H20 e H20’
7,13 d 2 8,07 H19 e H19’
7,35 dd 1 2,13 8,91 H6
7,75 d 1 8,01 H5
7,9 d 1 2,13 H8
8,4 d 1 5,51 H2

Fonte: Autor, 2020.

Os deslocamentos quimicos variando de 6 = 6,19 e 7,01 a 8,40 ppm sé&o
referentes aos hidrogénios nos anéis aromaticos tanto do nucleo quinolinico quanto
do anel aroméatico presente na porgao proveniente do ibuprofeno. Pode ser observado
gue os deslocamentos em 6 = 7,01 e 7,13 ppm integram, cada um, um sinal referente
a 2 hidrogénios — sendo estes os hidrogénios aromaticos da porgéo proveniente do
ibuprofeno. Esta integracdo a 2 hidrogénios em cada sinal é obtida pois este anel
aromético é para-substituido, o que faz com que os hidrogénios 19 e 19’ sejam
espectroscopicamente equivalentes, assim como também os hidrogénios 20 e 20’
Anéis aromaticos para-substituidos costumam apresentar este padrédo de dois sinais
dupletos (PAVIA et al., 2010) no qual é possivel afirmar o acoplamento entre esses
hidrogénios a partir dos valores da constante de acomplamento (J) obtidos possuirem
valores similares (Js = 8,07 Hz, o qual é uma Jorto).

Os outros cinco sinais de hidrogénios na porgéo de deslocamento quimico de
hidrogénios aromaticos sao referentes aos hidrogénios do nucleo quinolinico. Pode

ser observado que as multiplicidades desses sinais sdo mantidas quando compradas
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ao espectro de RMN de 1H da CEQ, contudo os valores de deslocamento quimico
sofreram modificacdes, o que pode ser atribuido a efetividade do processo de sintese,
ou seja, que estes hidrogénios fazem parte da estrutura quimica de uma nova
molécula, mas que possui similaridades estruturais com a molécula de origem.

Quanto aos hidrogénios alifaticos, pode ser observado que, considerando a
fragmento proveniente do ibuprofeno, as multiplicidades dos sinais foram mantidas,
no entanto houve alteracdo nos valores de deslocamento (H16, H22, H23 e H24),
indicando novamente a efetividade do processo de sintese.

J& a partir da observacao dos sinais referentes a por¢édo proveniente da CEQ,
podem ser vistos os sinais dos hidrogénios ligados aos atomos de nitrogénio que nao
foram possiveis de se visualizar no espectro de RMN 1H da CEQ, pois estes trocavam
com o deutério presente no solvente de analise. Pode-se atribuir os deslocamentos
guimicos 6 = 6,24 e 6,69 ppm aos hidrogénios ligados aos nitrogénios pois estes
mesmos sinais desapareceram em analises obtidas com a adicdo de agua deuterada
(D20) (Apéndice C). E reportado que hidrogénios acidos (O-H, N-H) podem ser
trocados facilmente com adicdo de solventes deuterados que também possuem
hidrogénios acidos (PAVIA et al., 2010); logo, ao adicionar tais solventes e houver o
desaparecimento de sinais de hidrogénio, pode-se atribuir estes sinais aos
hidrogénios acidos presentes na molécula.

Junto a isto, os sinais dos hidrogénios ligados aos nitrogénios integram, cada
um, a apenas 1 hidrogénio. Isto também indica que a formacédo do hibrido foi bem-
sucedida, pois perdeu-se um dos hidrogénios da amina terminal presente no
composto de partida CEQ para a formacgao da ligagdao com a funcao carboxila da
molécula de ibuprofeno, formando uma amida.

Ainda considerando os sinais da porcao da IBUCEQ proveniente da CEQ,
pode-se notar que os hidrogénios metilénicos apresentaram alteragcbes em seus
deslocamentos quimicos (6 = 3,30 e 3,63 ppm), além de apresentarem multiplicidade
indefinida; em outras palavras, sdo multipletos, mas que nao podem ter seu
desdobramento de sinais devidamente elucidado. Isso ocorre porque a molécula
possui um central quiral (C16). A presenca desse centro de quiralidade proximo a essa
cadeia alifatica faz com que cada um dos hidrogénios presentes nestes respectivos
carbonos metilénicos ndo sejam espectroscopicamente equivalentes, ou seja, eles

s&o hidrogénios diastereotopicos (HA, Hs, Hc e Hb) (Figura 26). Estes tipos de
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hidrogénios possuem deslocamentos quimicos diferentes, separando-se um do outros

a partir de uma constante de acomplamento geminal (J2) (PAVIA et al., 2010).

Figura 26 — Estrutura da IBUCEQ evidenciando os hidrogénios diastereotdpicos.

He Hp

IBUCEQ

Fonte: Autor, 2020.

Estes hidrogénios metilénicos diastereotopicos podem ser comprovados a
partir do mapa de estrutura que mostra a andlise de correlacdo de RMN de 1H-1H
(COSY) contido no Apéndice B, onde pode ser observado que estes sinais além de
acoplarem entre si por estarem em carbonos vizinhos (J3), eles acoplam também com
os sinais dos hidrogénios ligados aos nitrogénios, que também s&o vizinhos a eles
(J3).

Apoés a identificacdo de todos os hidrogénios presentes na molécula da
IBUCEQ, deu-se inicio a identificacdo dos carbonos contidos nesta estrutura. Para
isto, utilizou-se como auxilio a técnica bidimensional de Espectroscopia de Correlagcéao
Heteronuclear de Quantum-Unico (HSQC - Heteronuclear Single Quantum
Coherence Spectroscopy), que correlaciona acoplamentos diretos (J1) entre atomos
heteronucleares, neste caso 1H-13C. Os mapas de estrutura desta técnica para
IBUCEQ podem ser observados no Apéndice D.

Desta forma, pode-se determinar inequivocamente os carbonos hidrogenados
e, entdo, partir de espectros de RMN de 13C reportados na literatura referentes as
moléculas de CEQ e de ibuprofeno (ALMEIDA, 2014; OH et al., 1998), pode-se
determinar os carbonos néo hidrogenados. A Figura 27 apresenta o espectro de RMN
de 13C da IBUCEQ em CDCIs, onde pode ser visto os sinais dos 24 carbonos
presentes na referida molécula, e a Tabela 3 apresenta os deslocamentos quimicos

encontrados e os carbonos respectivamente atribuidos.



Figura 27 — Espectro de RMN de 13C (100 MHz) da IBUCEQ em CDCls.
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Tabela 3 — Dados do RMN de 13C (100 MHz) da IBUCEQ em CDCls.

é (ppm) Atribuicdo 8 (ppm) Atribuicao

18,43 C1v 127,25 C19
22,32 C24 127,93 C8
30,11 C23 129,73 C20
38,8 C12 135,12 C7
44,93 C22 137,9 C18
45,74 C13 141,06 C21
46,6 Cle 148,56 C9
98,05 C3 150,35 C4
117,15 C10 151,4 C2
122,15 C5 177,77 C15
125,55 C6 - -

Fonte: Autor, 2020.

Os deslocamentos dos oito carbonos alifaticos encontram-se em regido
caracteristica, os quais variaram de 6 = 18,43 a 46,60 ppm. Similarmente, os quinze
carbonos aromaticos também se encontraram em regido caracteristica, variando de 3
= 98,05 a 151,40 ppm. O ultimo sinal de carbono, com deslocamento quimico de & =
177,77 ppm, € referente a carbonila da funcdo amida, também em regido
caracteristica.

Para complementar os dados de caracterizagdo obtidos através das técnicas
de RMN, também foi realizada analise por espectroscopia ha regido do infravermelho
médio, tanto da IBUCEQ quanto dos compostos de partida. A Figura 28 mostra o
espectro no infravermelho das estruturas mencionadas.

Os espectros no infravermelho dos compostos de partida (ibuprofeno e CEQ)
foram comparadas a espectros destas substancias reportadas na literatura, as quais
apresentaram resultados semelhantes, confirmando suas estruturas quimicas
(ALMEIDA, 2014; GARRIGUES; GALLIGNANI; DE LA GUARDIA, 1993).
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Figura 28 — Espectro no Infravermelho da IBUCEQ e seus precursores.
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A partir desta analise, € importante evidenciar principalmente as bandas
relacionadas a hibridizacdo dos compostos. O espectro no infravermelho da molécula
de ibuprofeno mostram bandas caracteristicas para as vibragbes dos estiramentos
das liga¢gdes O-H (3072 cm-1) e C=0 de acidos carboxilicos (1700 cm-1), funcdes estas
gue nao estdo presentes na molécula da CEQ. Ja o espectro desta Ultima, mostra a
presenca da funcdo amina, tanto a partir da vibragao caracteristica para o estiramento
da ligagdo N-H de aminas secundarias (3307 cm-1), quanto do estiramento simétrico
e assimétrico de aminas primarias (3201 cm-1e 3122 cm-1).

Com base destas informag0es, ao analisar o espectro no infravermelho do
produto final, IBUCEQ, pode ser visto que ha o desaparecimento da banda de
estiramento da ligacdo O-H e da banda de estiramento das ligacbes de aminas
primarias, permanecendo apenas a banda de estiramento de aminas secundarias
(3271 cm-1). Além disso, pode ser também observado que banda referente a vibracéo
do estiramento da ligacdo C=0 deslocou-se da regido de carbonilas de acidos

carboxilicos para a regido de carbonilas de amidas (1635 cm-1).
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Na Tabela 5 é possivel encontrar os valores de vibra¢des das principais bandas
relacionadas a hibridizacdo entre os compostos de partida para a formacdo da
IBUCEQ.

Tabela 4 — Bandas das principais funces observadas nos espectros no infravermelho
da IBUCEQ e seus precursores.

Composto v N-H vas NH2 vs NH2 v O-H v C=0
Ibuprofeno - - - 3072 cm-1 1700 cm-1
CEQ 3307cm1 3201 cm1 3122 cm- - -
IBUCEQ 3271 cm- - - - 1635 cm-1

Fonte: Autor, 2020.

Por fim, foi realizado espectroscopia de massas através de injecao direta da
amostra IBUCEQ no espectrofotometro, no qual se obteve o espectro apresentado na
Figura 29. Pode ser observado que o sinal do ion molecular maximo foi de razdo m/z
=409, o mesmo valor da massa exata do produto final IBUCEQ (409,19). Além disso,
pode ser também observado alguns valores de m/z de fragmentos obtidos e suas
respectivas estruturas possiveis.

Figura 29 — Espectro de massas da amostra de IBUCEQ.
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4.3 Sintese e Caracterizagdo da N-(2-((7-chloroquinolin-4-il)amina)etil)-2-(6-

metoxinaftalen-2-il)propanamida (NAPCEQ)

Como a sintese e caracterizacdo do composto IBUCEQ foi bem-sucedida, deu-
se continuidade a mesma metodologia de sintese (Leggio et al., 2016) para o
composto NAPCEQ. Para sua formacdo, utilizou-se o farmaco naproxeno, que
também é um AINE derivado do acido propiénico, possuindo a fungéo carboxila (Fig.
23, Pag. 52). A hibridizacdo da molécula de naproxeno e CEQ ocorre a partir desta
funcao caboxila junto a amina terminal presente na molécula de CEQ, com mecanismo
de reacdo proposto apresentado na Figura 24 (P4g. 53), onde h& a formacao de uma
funcdo amida.

Para caracterizagdo do composto sintetizado, foram analisados primeiramente
os dados obtidos através da espectroscopia de ressonancia magnética de hidrogénio.
A NAPCEQ também é uma molécula inédita formada, como mencionado acima, pela
hibridizacdo de duas moléculas de caracterizacéo estrutural bem definida na literatura.
Desta forma, foram observados os espectros de RMN de 1H das moléculas
precursoras, tanto da CEQ (Fig. 22, Pag. 51) quanto do naproxeno (Apéndice E).

Novamente analisando os espectros dos compostos de partida junto ao
espectro de RMN de 1H da NAPCEQ, além de analises complementares a partir de
dados obtidos a partir de técnicas bidimensionais de RMN (1H-1H — COSY) (Apéndice
F), foram determinados os hidrogénios do referido composto, 0os quais estédo
apresentados na Figura 30 e na Tabela 5.

Os deslocamentos quimicos de 6 = 6,03 ppm e variando de 6 = 7,00 a 8,22 ppm
séo referentes aos hidrogénios nos anéis aromaticos do nucleo quinolinico e dos anéis
aromaticos presentes na estrutura proveniente do naproxeno. Neste ponto, € facil
verificar os hidrogénios arométicos do nucleo quinolinico, visto a comparagéo tanto
com o espectro de RMN de 1H da CEQ, como também do primeiro produto obtido, a
IBUCEQ. Estes sinais apresentam deslocamentos similares, além de apresentarem
também as mesmas caracteristicas de multiplicidade sendo H2 (6 = 8,22 ppm), H3 (&

= 6,03 ppm), H5 (6 = 7,71 ppm), H6 (6 = 7,25 ppm) e H8 (6 = 7,88 ppm).



Figura 30 — Espectro de RMN de 1H (400 MHz) da NAPCEQ em CDCls.
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Tabela 5 — Dados do RMN de 1H (400 MHz) da NAPCEQ em CDCls.

d (ppm)  Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicéao
1,60 d 3 7,14 H17
3,25 m 2 - H13
3,64 m 2 - H12
3,79 q 1 7,14 H16
3,88 S 3 - H28
46,03 d 1 5,66 H3
6,55 sl 1 - H14
6,94 sl 1 - H11l
7,00 d 1 2,45 H19
7,08 dd 1 2,45 e 8,86 H20
7,25 dd 1 2,15e 8,91 H6
7,30 dd 1 1,84 e 8,45 H24
7,53 td 2 9,48 € 9,32 H21 e H25
7,62 s 1 - H23
7,71 d 1 8,91 H5
7,88 d 1 2,15 H8
8,22 d 1 5,66 H2

Fonte: Autor, 2020.

J& os hidrogénios aromaticos da porcao proveniente do naproxeno também
puderam ser comparados aos sinais apresentados no espectro de RMN de 1H do
naproxeno, auxiliando na determinacao inequivoca de cada sinal. Contudo, por haver
uma grande quantidade de sinais nesta regido, a analise do mapa de estruturas capaz
de correlacionar os hidrogénios acoplados a uma distancia de 3 e 4 ligacoes (J3 e Ja)
(Apéndice F) foi essencial para a determinacdo inequivoca dos referidos sinais.
Assim, confirmou-se os sinais dos hidrogénios arométicos da por¢éo proveniente do
naproxeno, observando que houve alteracbes no deslocamento quimico quando
comparadas a molécula precursora.

Parte da cadeia alifatica presente na porcdo proveniente da molécula de
naproxeno também difere da molécula de ibuprofeno. Enquanto esta uUltima apresenta
um metilpropil p-substituido ao acido propanoico no anel aromatico, 0 naproxeno

apresenta uma metoxila ligada ao nucleo aromatico. Como o grupamento metil esta
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ligado a um atomo de oxigénio, espera-se um sinal com caracteristica de simpleto
para seus hidrogénios, o qual deve estar deslocado para um campo mais desblindado
devido a sua proximidade ao atomo eletronegativo. Isto € observado no sinal
apresentado no deslocamento de & = 3,88 ppm, deslocamento similar ao apresentado
pelo composto da partida.

Os hidrogénios atribuidos as posicbées 16 e 17 também apresentaram
deslocamentos quimicos similares quando comparados ao composto de partida, além
de suas multiplicidades caracteristicas e valores de constante de acoplamento (J)
similares, podendo ser determinados inequivocamente.

Quanto aos hidrogénios de amina secundaria em NAPCEQ, oriundos do
fragmento CEQ, passam a serem visualizados como simpletos largos com os
deslocamentos quimicos de 6 = 6,55 e 6,94 ppm, valores similares aos encontrados
no espectro de RMN de 1H da IBUCEQ. A técnica também foi realizada com a adi¢éo
de agua deuterada (D20) para confirmar se estes sinais eram de fatos referentes a
hidrogénios acidos. O respectivo espectro pode ser visto no Apéndice G, onde pode
ser observado que ha o desaparecimento dos sinais supracitados, confirmando a
determinacao feita no presente trabalho.

Ainda considerando os sinais dos hidrogénios alifaticos da por¢ao proveniente
da CEQ, é possivel observar que os hidrogénios dos carbonos metilénicos (H12 e
H13), com seus deslocamentos quimicos de 6 = 3,25 e 3,64 ppm, apresentaram
multiplicidade indefinida — caracteristica também observada no espectro de RMN de
1H do composto IBUCEQ. Novamente, isso acontece em decorréncia do centro de
guiralidade presente em C16, que faz com que os hidrogénios metilénicos presentes
na porcao proveniente da CEQ nado sejam espectroscopicamente equivalentes
(hidrogénios diastereotopicos), similar ao observado na Figura 26 (Pag. 57).

Contudo, os hidrogénios metilénicos diastereotopicos da molécula da
NAPCEQ, assim como os da IBUCEQ, também podem ser comprovados a partir do
mapa de estrutura que mostra a andlise de correlacdo de RMN de 1H-1H (COSY)
contido no Apéndice F, onde pode ser observado o acoplamento dos hidrogénios
geminais e vicinais.

Tendo determinado cada sinal presente no espectro de RMN de 1H da
NAPCEQ ao seu respectivo hidrogénio, deu-se inicio a identificagdo dos carbonos da

estrutura. Novamente, utilizou-se como auxilio a técnica bidimensional de RMN de 1H-
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13C (HSQC). Os mapas de estrutura desta técnica para NAPCEQ podem ser
observados no Apéndice H.

Desta forma, pode-se determinar inequivocamente os carbonos hidrogenados
e, apos comparar espectros de RMN de 13C reportados na literatura referentes as
moléculas de CEQ e de naproxeno (AL-SHAMMARY; MIAN; MIAN, 1992; ALMEIDA,
2014), pode-se determinar também os carbonos n&o hidrogenados. A Figura 28
apresenta o espectro de RMN de 13C da NAPCEQ em CDCIs, onde podem ser
observados os sinais dos 25 carbonos contidos na referida molécula, e a Tabela 6
apresenta os deslocamentos quimicos encontrados juntamente aos seus respectivos

carbonos atribuidos.

Tabela 6 — Dados do RMN de 13C (100 MHz) da NAPCEQ em CDCls.

6 (ppm) Atribuicao d (ppm) Atribuicao

18,34 C17 127,50 C8
38,67 C12 127,65 C25
45,60 C13 128,85 C21
46,84 Cl6 129,09 C26
55,35 C28 133,76 C27
98,00 C3 135,28 C7
105,56 C19 135,85 C18
116,99 C10 148,05 C9
119,31 C20 150,46 C4
122,13 C5 150,92 C2
125,60 Co6 157,83 C22
125,98 C24 177,62 C15
126,10 C23 - -

Fonte: Autor, 2020.



Figura 31 — Espectro de RMN de 13C (100 MHz) do NAPCEQ em CDCls.
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Os deslocamentos dos cinco carbonos alifaticos do hibrido encontram-se em
regido caracteristica, com seus valores variando de & = 18,34 a 55,35 ppm. Os
deslocamentos dos dezoito carbonos aromaticos também se encontraram em regido
caracteristica, os quais variam de & = 98,00 a 157,83 ppm. Assim como no espectro
de RMN de 13C da IBUCEQ, o ultimo sinal de carbono para a NAPCEQ, o qual tem
deslocamento quimico de & = 177,62 ppm, é referente & carbonila da funcao amida,
tendo valor de deslocamento quimico em regido caracteristica para esta funcao
organica.

A técnica de espectroscopia na regiao do infravermelho médio também foi
executada para complementar a caracterizagdo do composto NAPCEQ. A Figura 32
mostra o espectro no infravermelho da NAPCEQ, como também dos seus compostos

de partida.

Figura 32 — Espectro no Infravermelho da NAPCEQ e seus precursores.
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Fonte: Autor, 2020.

Os espectros no infravermelho dos compostos de partida (naproxeno e CEQ)
também foram comparados aos espectros destas substancias reportadas na

literatura, onde foi observado a semelhanca entre as bandas apresentadas e
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confirmando suas respectivas estruturas moleculares (AL-SHAMMARY; MIAN; MIAN,
1992; ALMEIDA, 2014).

Da mesma forma que foi feito para o composto IBUCEQ), na analise do espectro
no infravermelho da NAPCEQ foram evidenciadas as bandas relacionadas a formacéao
da ligacdo amida, funcédo orgéanica responsavel pela hibridizacdo entre as moléculas.
Como a molécula de naproxeno possui uma carboxila em sua estrutra, seu espectro
no infravermelho mostra bandas caracteristicas para as vibra¢cdes dos estiramentos
tanto da ligacdo O-H (3168 cm-1), quanto da ligacdo C=0 de acidos carboxilicos (1708
cm-1). Quanto ao espectro desta Ultima, como ja mencionado anteriormente,
apresenta bandas de vibrag&o caracteristica para o estiramento da ligacdo N-H de
aminas secundarias (3307 cm-1) e do estiramento simétrico e assimétrico de aminas
primarias (3201 cm-1 e 3122 cm-1, respectivamente).

Desta forma, ao analisar o espectro no infravermelho do composto NAPCEQ),
pode ser verificado que ha o desaparecimento da banda de estiramento da ligagéo O-
H e da banda de estiramento simétrico e assimétrico das ligacées N-H de aminas
primarias, caracteristica também observada no espectro no infravermelho do
composto IBUCEQ. Além disso, pode ser verificado também o deslocamento da
banda referente a vibracdo de estiramento da ligacdo C=0, a qual deslocou-se para
a regido de carbonilas de amidas (1635 cm-1) e que a presenca da banda de
estiramento ligacdes N-H de aminas primarias foi mantida (3268 cm-1), concluindo que
ocorreu a hibridacdo dos compostos e formacdo da funcdo amida, similar ao
observado na IBUCEQ.

A Tabela 7 apresenta os valores de vibracbes das principais bandas

relacionadas a hibridizagcado dos compostos de partida para a formacédo da NAPCEQ.

Tabela 7 — Bandas das principais funces observadas nos espectros no infravermelho
da NAPCEQ e seus precursores.

Composto vas NH2 vs NH2
Naproxeno - - - 3168 cm-1 1708 cm-1
CEQ 3307cm-1 3201 cma 3122 cma - -
NAPCEQ 3268 cm-1 - - - 1635 cm-1

Fonte: Autor, 2020.
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Para finalizar a caracterizacdo do composto NAPCEQ), foi realizada também a
técnica de espectroscopia de massas, onde foi possivel obter o espectro apresentado
na Figura 33. E observado que o sinal do ion molecular méaximo foi no valor de m/z =
433 (M.+) , sendo este o valor da massa exata do produto final NAPCEQ (433,16).
Junto a isto, foram designadas as possiveis estruturas e seus valores de massa exata

para alguns valores de m/z de fragmentos obtidos.

Figura 33 — Espectro de massas da amostra de NAPCEQ.
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Fonte: Autor, 2020.

4.4 Ensaio de viabilidade celular

O desenvolvimento de novos candidatos a farmacos, na qual existe a intencao
de avaliacdo de atividades farmacoldgicas in vivo, necessitam primeiramente passar
por ensaios utilizando apenas células (in vitro) para averiguar sua possivel toxicidade
no meio intracelular (VAN MEERLOO; KASPERS; CLOOS, 2011). Como os
compostos objetos de estudo deste trabalho sdo moléculas inéditas, a sua
citotoxicidade a nivel celular ndo é completamente elucidada, apesar dos compostos

de partida ndo apresentarem tal caracteristica. Assim, para determinar essa possivel
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citotoxicidade, foi realizado o ensaio de viabilidade celular pelo método colorimétrico
de MTT.

O ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT é fundamentado na
reducdo do composto MTT em formazan. Esta reducdo € feita por enzimas
mitocdndriais que indicam a viabilidade da célula - se esta estiver viavel, as
mitocondrias estardo em perfeito funcionamento e capaz de realizar a reducdo do
MTT. Caso algum agente esteja sendo toxico a célula, esta ndo estara viavel e assim
suas mitocondrias ndo serdo capazes de realizar a reducdo do MTT a formazan. A
guantificacdo dessa reducao é feita a partir de leitura em espectrofotbmetro, visto que
a 0 MTT possui coloracdo amarelada e o formazan coloracao roxa (KARAKAS; ARI;
ULUKAYA, 2017).

Figura 34 — Efeito dos compostos IBUCEQ e NAPCEQ e dos farmacos precursores no
ensaio de viabilidade pelo método de MTT.
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Nota: A — Efeito da cloroquina, ibuprofeno e IBUCEQ no ensaio de viabilidade celular pelo método de
MTT nas concentragdes de 100, 30, 10, 3, 1 e 0,1 umol/mL. B — Efeito da cloroquina, naproxeno e
NAPCEQ no ensaio de viabilidade celular pelo método de MTT nas concentrac¢des de 100, 30, 10, 3, 1
e 0,1 pmol/mL. Resultados estéo expressos como a media = e.p.m dos grupos comparados ao controle
(apenas o meio) através de One-way ANOVA seguida do pds-teste de Dunnet. Os valores foram
considerados estatisticamente significativos quando *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

Fonte: Autor, 2020.
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A Figura 34 mostram os resultados de macrofagos J774 tratados com solugdes
de diferentes concentracbes de IBUCEQ e NAPCEQ. Na Figura 34A, pode ser
observado os resultados referentes ao tratamento com IBUCEQ nas concentragbes
de 100, 30, 10, 3, 1 e 0,1 umol/L, além de resultados referentes aos farmacos padrbes
(cloroquina e ibuprofeno) nas mesmas concentracdes e dos padroes positivos e
negativos: células apenas com o meio de cultura; células apenas com o solvente das
amostras (DMSO); e células tratadas com o padréo de lise celular. Na Figura 34B,
pode ser observado os resultados referentes ao tratamento com NAPCEQ, também
nas concentracdes de 100, 30, 10, 3, 1 e 0,1 pmol/L, juntamente com os resultados
dos farmacos padrdes (cloroquina e naproxeno), e dos padrdes positivos e negativos
citados anteriormente.

E possivel observar que a partir dos resultados obtidos, os compostos
sintetizados mostram potencial toxicidade celular em todas as concentragfes
testadas. Essa caracteristica difere quando comparado aos farmacos padréo, na qual
a cloroquina e o ibuprofeno apresentam sinais de citotoxicidade nas concentracoes
iguais ou superiores a 30 umol/mL, e o naproxeno apresenta sinais de citotoxicidade
nas concentracdes iguais ou superiores a 10 umol/mL.

Estudos realizados por Silva (2019) mostram resultados semelhantes para o
farmaco padrdo Cloroquina, corroborando os resultados do presente trabalho. Este
mesmo estudo também contém resultados de analise da viabilidade celular de
macrofagos tratados com a molécula CEQ, precursora na formacao da IBUCEQ e
NAPCEQ. No trabalho, a molécula apresenta sinais de citotoxicidade apenas em
concentragdo igual ou superior a 100 umol/L. Além disso, o trabalho supracitado
também mostra que a molécula em questao apresenta a maior DL50 (232,95 mg/Kg;
equivalente a 1,05 mol/Kg) quando avaliado no teste de toxicidade oral aguda in vivo.

Com base no exposto acima, é importante verificar o que pode estar causando
esta potencial toxicidade celular nos compostos sintetizados, visto que sdo hibridos
de compostos que separadamente ndo apresentam tais caracteristicas. Deste modo,
apos essa analise, foi decidido realizar a sintese de dois novos hibridos, aumentando
a cadeia alifatica de carbonos de 2 para 3, similar a cadeia alifatica da cloroquina, a

fim de se obter novos compostos que apresentem menor citotoxicidade.



73

4.5 Sintese e Caracterizacao da Ni-(7-cloroquinolin-4-il)propano-1,3-diamina
(DAPQ)

Para a sintese dos novos hibridos, foi sintetizado um novo derivado 4-
aminoquinolinico, a Nzi-(7-cloroquinolin-4-il)propano-1,3-diamina (DAPQ). Assim
como a CEQ, a DAPQ € um composto ja bem descrito na literatura e sua sintese
também se baseia na metodologia descrita por Rudrapal e colaboradores (2013),
sendo a Unica diferenca a substituicdo da etilenodiamina para o 1,3-diaminopropano,
0 qual reage com o 4,7-dicloroquinolina formando o composto. O mecanismo de
reacao para este composto € similar ao da sintese da CEQ, ou seja, ocorrendo via
SNaAR.

A formacao da DAPQ foi confirmada pela técnica de RMN de 1H, no qual os
valores de deslocamento quimico e suas respectivas multiplicidades séo similares aos
dados ja reportados na literatura para esta molécula (CASAGRANDE et al., 2010).

O espectro de RMN de 1H e seus dados numericos estdo apresentados na
Figura 35 e na Tabela 8. Os deslocamentos quimicos variando de & = 6,54 a 8,35
ppm séo referentes aos sinais dos hidrogénios pertencentes aos anéis aromaticos do
nacleo quinolinico, similar ao observado no espectro de RMN de 1H da CEQ. Os
tripletos observados em &6 = 2,81 e 3,42 ppm sédo referentes aos hidrogénios
metilénicos presentes em C12 e Cl14, ou seja, 0S que estdo proximos aos
grupamentos amina. Um novo sinal, ndo observado no espectro de RMN de 1H da
CEQ, em forma de quinteto com deslocamento 6 = 1,91 ppm foi atribuido aos
hidrogénios metilénicos presentes em C13, os quais acoplam com os dois hidrogénios
de C12 e os dois hidrogénios de C14. Assim como observado no espectro de RMN de
1H da CEQ, os sinais dos hidrogénios dos grupamentos amino nao puderam ser
visualizados devido a alta capacidade de troca de hidrogénio do solvente utilizado

para analise (CD3OD).
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Figura 35 — Espectro de RMN de 1H (400 MHz) da DAPQ em CDsOD.
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Tabela 8 — Dados do RMN de 1H (400 MHz) da DAPQ em CDsOD.

o (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicéao

191 qt 2 7,01 H13
2,81 t 2 7,01 H14
3,42 t 2 7,01 H12
6,54 d 1 5,63 H3
7,39 dd 1 2,11e 8,95 H6
17,77 1 2,11 H8
8,08 1 8,95 H5
8,35 1 5,63 H2

Fonte: Autor, 2020.

Desta forma, sendo confirmada a formacgéao do produto de partida para a sintese
das novas moléculas, deu-se andamento a etapa de hibridagdo deste derivado 4-

aminoquinolinico ao ibuprofeno e naproxeno.

4.6 Sintese e Caracterizagcao da N-(3-((7-cloroquinolina-4-il)amino)propil)-2-(4-
isobutilfenil)propanamida (IBUDAPQ)

A metodologia escolhida para a sintese N-(3-((7-cloroquinolina-4-
il)Jamino)propil)-2-(4-isobutilfenil)propanamida (IBUDAPQ) foi a sintese “one-pot”
reportada por Leggio e colaboradores (2016), o qual o mecanismo de rea¢ao proposto
para esta foi previamente detalhado na Figura 24 (Pag. 52).

Assim como o feito para os outros hibridos apresentados anteriormente, a sua
caracterizacao estrutural se deu pela técnica de RMN de 1H, onde os resultados foram
mais uma vez comparados aos espectros obtidos dos compostos de partida, DAPQ
(Figura 35, Pag. 76) e ibuprofeno (Apéndice A), além da analise complementar a
partir do mapa de correlacdes 1H-1H (COSY) que apresenta os acoplamentos Jz e J4
dos hidrogénios, podendo ser encontrado no Apéndice I. Com base nesses dados,
os sinais dos hidrogénios do novo hibrido estao apresentados na Figura 36 e Tabela
9.
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Tabela 9 — Dados do RMN de 1H (400 MHz) da IBUDAPQ em CDCls.

o (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz2) Atribuicéao
0,87 d 6 6,61 H25
1,54 d 3 7,13 H18
1,82 m 3 - H13 e H24
2,42 d 2 6,99 H23
3,34 m 2 - H14
3,43 m 2 - H12
3,7 q 1 7,13 H17
6,41 d 1 6,74 H3
6,75 sl 1 - H15
7,08 2 8,04 H21 e H21
7,25 2 - H20 e H20’
7,47 dd 1 2,06 e 8,97 H6
8,17 1 2,06 H8
8,2 1 6,74 H2
8,46 1 8,97 H5
8,85 sl 1 - H11

Fonte: Autor, 2020.

Assim como no composto IBUCEQ, a IBUDAPQ possui um anel aromético
para-substituido, por¢cdo da molécula proveniente da molécula de ibuprofeno. Como
ja discutido, anéis para-substituidos costumam apresentar caracteristicamente dois
sinais de dupletos os quais integram a 2 hidrogénios cada (PAVIA et al., 2010), devido
ao hidrogénio H20 ser espectroscopicamente equivalente ao hidrogénio H20’,
similarmente observado com os hidrogénios H21 e H21’, sendo estes apresentados
em d = 7,08 e 7,25 ppm. Contudo, o sinal com o deslocamento de & = 7,25 ppm esta
sendo sobreposto pelo sinal do solvente utilizado na analise (CDCIs) e sua elucidacéo
é facilitada pela integral obtida deste sinal, assim como da correlagéo entre os sinais
de H20/H20’ e H21/H21’ observada pelo mapa de correlacdo COSY.

Os outros cinco sinais de hidrogénios observados na regidao de hidrogénios
aromaticos sdo atribuidos ao nucleo quinolinico, que possuem multiplicidades

caracteristicas para esse nucleo, como visto anteriormente, apesar de haver algumas
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modificacdes nos seus deslocamentos quimicos, mas que podem ser assegurados ao
observar os espectros de RMN de 1H da DAPQ e da CEQ, além da analise por COSY.

Os sinais dos hidrogénios alifaticos, mais uma vez inicialmente considerando a
porcao do hibrido proveniente da molécula de ibuprofeno, ou seja, H17, H18, H23,
H24 e H25/H25 sao facilmente identificaveis a partir de suas multiplicidades
caracteristicas ja observadas nos espectros de RMN de 1H da IBUCEQ e do
ibuprofeno, e por estes apresentarem uma leve alteragdo em seus respectivos
deslocamentos quimicos quando comparado aos espectros mencionados, pode-se
inferir a efetividade no processo de sintese.

Os sinais dos hidrogénios ligados aos atomos de nitrogénio (H11 e H15) foram
observados como simpletos largos (6 = 6,75 e 8,85 ppm) e possuem deslocamentos
guimicos por vezes bastante diferente quando comparados aos espectros das
moléculas semelhantes apresentadas anteriormente neste trabalho. Contudo, pode
ser confirmado que tais sinais nos deslocamentos citados sdo pertencentes aos
hidrogénios ligados aos nitrogénios a partir da andlise por COSY, onde estes sinais
se correlacionam aos de H12 e H14, hidrogénios metilénicos vizinhos a eles, além do
fato de ambos os sinais integrarem apenas 1 hidrogénio, o que confirma que a reagao
foi bem sucedida pois a amina primaria presente na cadeia do derivado 4-
aminoquinolinico levou a formac¢édo de uma fungéo amida.

E por fim, foram atribuidos os sinais dos hidrogénios metilénicos H12, H13 e
H14, sendo apresentados com seus respectivos deslocamentos quimicos 6 = 3,43,
1,82 e 3,34 ppm. Como ja discutido anteriormente para os compostos IBUCEQ e
NAPCEQ, existe um centro quiral nos novos hibridos sintetizados, sendo este centro
na DAPQ o carbono 16. A sua presenca proximo aos hidrogénios alifaticos H12, H13
e H14 leva a um desdobramento de sinal no qual a sua multiplicidade nao pode ser
inteiramente definida, pois os hidrogénios geminais além de acoplarem com o0s
hidrogénios vicinais (Js), também acoplam com os hidrogénios geminais (Jz2), pois sao
vistos como hidrogénios espectroscopicamente diferentes, como exemplificado na
Figura 26 (Pag. 57) e no qual estes acoplamentos podem ser comprovado a partir
do mapa de estrutura COSY para a IBUDAPQ (Apéndice I).

Assim como observado no espectro de RMN de 1H do composto DAPQ (Fig
35, Pag. 76), o sinal do hidrogénio H13 (6 = 1,82 ppm) encontra-se numa regiao mais

de hidrogénios mais blindada devido ao fato de serem hidrogénios ligados a um
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carbono secundério, diferente dos sinais dos hidrogénios H12 e H14, que por estarem
vizinhos a um atomo mais eletronegativo, o nitrogénio, encontram-se numa regiao
mais desblindada (6 = 3,43 e 3,34 ppm, respectivamente).

Com a identificacdo dos sinais de todos os hidrogénios presentes na molécula
da IBUDAPQ, foi realizada a identificagcdo dos sinais dos carbonos presentes na
estrutura apresentados no RMN de 13C. Para auxilio desta identificacdo, foi utilizada
mais uma vez a técnica bidimensional HSQC, a qual correlaciona os acoplamentos
diretos (J1) entre os sinais de 1H e 13C. Este mapa de estrutura pode ser encontrado
no Apéndice J.

Com a utilizacao deste recurso, determinou-se inequivocamente os carbonos
hidrogenados da estrutura, e a partir do auxilio de espectros de RMN de 13C
reportados na literatura da DAPQ e do ibuprofeno (LOMBARD et al., 2011; OH et al.,
1998), foram determinados os carbonos néo hidrogenados. A Figura 37 e a Tabela
10 mostram, respectivamente, o espectro de RMN de 13C da IBUDAPQ em CDClsz e
os dados de deslocamentos quimicos de cada um dos 25 carbonos e suas atribui¢cdes.

Tabela 10 — Dados do RMN de 13C (100 MHz) da IBUDAPQ em CDCls.

6 (ppm) Atribuicdo & (ppm) Atribuicao

18,43 C18 125,35 C6
22,35 C25 127,28 C20
28,35 C13 128,48 C8
30,15 C24 129,82 C21
36,3 C23 134,17 C7
38,9 C14 138,17 C19
44,99 C12 1411 C22
46,89 C1v 149,32 C9
98,40 C3 149,9 C4
117,61 C10 151,84 C2
121,91 C5 176,12 Cl6

Fonte: Autor, 2020.



Figura 37 — Espectro de RMN de 13C (100 MHz) da IBUDAPQ em CDCls.
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Os deslocamentos quimicos observados entre 5 = 18,43 e 46,89 ppm sao
referentes aos sinais dos nove carbonos alifaticos, enquanto os deslocamentos
guimicos observados entre 6 = 98,40 e 151,84 ppm séo referentes aos sinais dos
quinze carbonos aromaticos. O ultimo sinal de carbono, como nos hibridos anteriores,
com deslocamento quimico de & = 176,12 ppm, é referente a carbonila da funcao
amida.

Apoés a caracterizacdo da IBUDAPQ por RMN, seguiu-se a analise por IVFT
para observar se, assim como nos compostos IBUCEQ e NAPCEQ, ocorreu o
desaparecimento e formacéo de funcbes caracteristicas do composto. A Figura 38

mostra o espectro no infravermelho da IBUDAPQ, assim como de seus reagentes.

Figura 38 — Espectro no Infravermelho da IBUDAPQ e seus precursores.
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Fonte: Autor, 2020.

Analisando mais uma vez as bandas relacionadas a hibridizacdo dos
compostos, € possivel observar que o espectro de infravermelho da molécula de

ibuprofeno possui as bandas caracteristicas para as vibragcfes dos estiramentos das
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ligagbes O-H (3072 cm-1) e C=0 de acidos carboxilicos (1700 cm-1), fun¢des que ndo
estdo presentes no composto DAPQ, sendo possivel observar neste as bandas
caracteristicas de vibragdo para o estiramento da ligacdo N-H de aminas secundarias
(3477 cm-1), quando do estiramento da ligacdo N-H de aminas primarias (3365 cm-1).

Comparando as bandas caracteristicas dos compostos de partida com as
bandas apresentadas no novo hibrido, IBUDAPQ, nota-se o desaparecimento da
banda de estiramento da ligacdo O-H e da banda de estiramento de aminas primarias,
sendo observado apenas a banda de estiramento de aminas secundarias (3471 cm-
1). Junto a isto, assim como observado nos primeiros hibridos sintetizados, a vibragédo
de estiramento da ligacdo C=0 deslocou-se da regido de carbonila de acido caboxilico
para regido de carbonila de amida (1616 cm-1). A Tabela 11 evidencia os valores de

vibracéo destas principais bandas analisadas para o composto IBUDAPQ.

Tabela 11 — Bandas das principais funcdes observadas nos espectros no infravermelho
da IBUDAPQ e seus precursores.

Composto v NH2
Ibuprofeno - - 3072 cm-1 1700 cm-1
DAPQ 3477 cm-1 3365 cm-1 - -
IBUDAPQ 3471 cm- - - 1616 cm-1

Fonte: Autor, 2020.

Para completar a caracterizagdo deste composto, foi realizada uma
espectroscopia de massas, na qual se obteve o espectro apresentado na Figura 39.
Nele, € mostrado que o sinal do ion molecular maximo foi de razdo m/z = 423, o
mesmo valor da massa exata do hibrido IBUDAPQ (423,21). Ao mesmo tempo, pode
ser observado também alguns valores de m/z de fragmentos obtidos gerados na
analise e suas respectivas estruturas possiveis decorrente das diferentes quebras das

ligacdes quimicas contidas na IBUDAPQ.
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Figura 39 — Espectro de massas da amostra de IBUDAPQ.
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4.7 Sintese e Caracterizagao da N-(3-((7-cloroquinolina-4-il)Jamino)propil)-2-(6-
metoxinaftaleno-2-il)propanamida (NAPDAQ)

ApOs a sintese do hibrido entre a DAPQ e o ibuprofeno, foi realizada a sintese
do segundo hibrido — com o naproxeno — formando a NAPDAPQ. Mais uma vez foi
utilizada a metodologia “one-pot” descrita por Leggio e colaboradores (2016). Para a
caracterizacao do novo composto, também foram analisados primeiramente os dados
obtidos por RMN de 1H, onde os sinais dos hidrogénios foram comparados aos sinais
vistos nos espectros das moléculas precursoras (DAPQ — Fig. 35, Pag, 76; naproxeno
— Apéndice E), além das analises complementares por COSY (Apéndice K). Assim,
foi possivel realizar a atribuicéo inequivoca de cada sinal de hidrogénio do composto,
0s quais estao apresentados na Figura 40 e na Tabela 12.
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Figura 40 — Espectro de RMN de 1H (400 MHz) da NAPDAPQ em CDCls.
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Tabela 12 — Dados do RMN de 1H (400 MHz) da NAPDAPQ em CDCls.

o (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicéao

1,64 d 3 7,20 H18
1,70 m 2 - H13
3,29 m 4 - H12 e H14
3,77 q 1 7,20 H17
3,91 s 3 - H29
5,94 sl 1 - H11
6,25 d 1 5,58 H3
6,66 sl 1 - H15
7,10 d 1 2,41 H20
7,15 dd 1 2,41 e 8,87 H21
7,37 td ap 2 - H6 e H25
7,65 sl 1 - H24
7,67 d 1 8,87 H22
7,70 d 1 8,49 H26
7,90 d 1 2,12 H8
7,97 d 1 8,93 HS
8,35 d 1 5,58 H2

Fonte: Autor, 2020.

A partir deste ponto, é facil identificar a maior parte dos sinais dos hidrogénios
pertencentes aos nucleos aromaticos. Contudo, como para alguns destes sinais
ocorreu sobreposicao ou deslocamento significativamente diferente do observado nos
espectros vistos anteriormente, a analise do COSY, foi imprescindivel para a
determinacao inequivoca dos hidrogénios dos quinolinico ou naftalénico.

Considerando os hidrogénios alifaticos, observamos que apenas dois sinais
integram a trés hidrogénios, ou seja, indicando a presenca de duas metilas. O
primeiro, com deslocamento 6 = 1,64 ppm, possui um desdobramento em dupleto, o
gue indica o acoplamento com um hidrogénio ligado um carbono vizinho, sendo H18
0 Unico nesta condicéo; ja o segundo, com deslocamento 6 = 3,91 ppm, se apresenta

como um simpleto e estd numa regido que indica maior desblindagem dos nucleos
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destes hidrogénios, podendo ser atribuido entdo aos hidrogénios da metoxila (PAVIA
et al., 2010).

Como o sinal com deslocamento de 6 = 3,77 ppm apresenta-se como quarteto
e a analise do COSY evidenciou correlacdo com o sinal atribuido ao H18, sugere-se
gue este sinal seja referente ao H17. Enquanto para os outros sinais na regiao de
hidrogénios alifaticos, é possivel observar que eles ndo possuem multiplicidade
definida (6 = 1,70 e 3,29 ppm), similar aos sinais vistos para IBUDAPQ, pois estes sédo
sinais provenientes de hidrogénios diastereotdpicos. Assim, apds analisar as
correlacdes indicadas no COSY, pode-se atribuir inequivocamente o sinal com
deslocamento & = 1,70 ppm a H13 e com deslocamento em & = 3,29 ppm a H12 e
H14, tendo este ultimo ocorrido devido a uma sobreposicdo dos sinais, mas que ao
fim integraram a quatro hidrogénios.

E por fim, os sinais dos hidrogénios ligados aos atomos de nitrogénio
apareceram em deslocamentos similares aos encontrados para 0S compostos
IBUCEQ e NAPCEQ, apresentados neste composto com os deslocamentos 6 = 5,94
e 6,66 ppm, e que possuem o formato caracteristico também observado anteriormente
de simpletos largos (sl).

Apds a atribuicdo dos sinais presentes no espectro de RMN de 1H da
NAPDAPQ), foi realizada a atribuicdo dos carbonos deste composto no espectro obtido
de RMN de 13C. Similarmente ao que foi feito com os compostos anteriores, a técnica
bidimensional HSQC (1H-13C) foi utilizada como ferramenta para atribuicdo dos
carbonos hidrogenados presentes na molécula. Os mapas de estrutura desta técnica
para NAPDAPQ podem ser vistos no Apéndice L. Os carbonos ndo hidrogenados
foram possiveis de serem atribuidos ap6s comparar os espectros de RMN de 13C
reportados na literatura da DAPQ e do naproxeno (AL-SHAMMARY; MIAN; MIAN,
1992; LOMBARD et al., 2011). Na Figura 41 pode ser visto espectro de RMN de 13C
da NAPDAPQ em CDCls e a Tabela 13 apresenta os deslocamentos quimicos dos 26

carbonos encontrados juntamente com suas atribuicdes.
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Figura 41 — Espectro de RMN de 13C (100 MHz) do NAPDAPQ em CDCls.
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Tabela 13 — Dados do RMN de 13C (100 MHz) da NAPDAPQ em CDCls.

o (ppm) Atribuicdo o (ppm) Atribuicdo

18,41 C18 126,12 C24
28,21 C13 127,31 C8
36,33 C12 127,71 C26
39,13 C14 128,95 C27
47,10 C17 129,17 C22
55,36 C29 133,82 C28
98,26 C3 135,49 C7
105,69 C20 136,16 C19
117,36 C10 148,00 C9
119,32 C21 150,53 C4
122,33 C5 150,58 C2
125,61 C6 157,89 C23
126,06 C25 176,01 Cl6

Fonte: Autor, 2020.

Como os hibridos sintetizados apresentados neste trabalho possuem estrutura
similar, pode-se ser observado que ocorrem apenas alteragcbes nos valores de
deslocamento quimico de cada carbono. Assim, pode ser visto que os deslocamentos
dos seis carbonos alifaticos se encontram em sua regido caracteristica, com seus
valores variando de 6 = 18,41 a 55,36 ppm e os deslocamentos dos dezoito carbonos
arométicos também se encontraram em regido caracteristica, variando de 6 = 98,26 a
157,89 ppm. O ultimo sinal de carbono (6 =176,01), assim como nos compostos Vistos
anteriormente, € atribuido ao ao carbono da carbonila presente na molécula, o qual
também se encontra em regido caracteristica para essa fungéo organica.

Apbs as analises dos compostos pelas diferentes técnicas de RMN, foi
realizada a técnica de IVFT, podendo ser visto na Figura 42 o espectro obtido da

NAPDAPQ, assim como dos Seus COmpostos precursores.
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Figura 42 — Espectro no Infravermelho da NAPDAPQ e seus precursores.
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Fonte: Autor, 2020.

Novamente, foram analisadas principalmente as bandas associadas a
hibridizacdo dos compostos. Como 0 naproxeno possui uma carboxila em sua
estrutura, em seu espectro pode ser observado as bandas caracteristicas para as
vibracbes dos estiramentos tanto da ligacdo O-H (3168 cm-1), quanto da ligagcdo C=0
de acidos carboxilicos (1708 cm-1). Quanto ao espectro da DAPQ, é possivel observar
as bandas de vibracdo caracteristica para o estiramento da ligacdo N-H de aminas
secundéarias (3477 cm-1) e do estiramento da ligacdo N-H de aminas primarias (3365
cm-1).

Com base nestes dados, ao observar o espectro no infravermelho obtido para
o composto NAPDAPQ, pode ser verificado que ha o desaparecimento das bandas
caracteristicas da vibracao do estiramento da ligacdo O-H e de estiramento da ligacao
N-H de aminas primarias, mantendo-se apenas a presente a banda de estiramento da
ligacdo N-H de aminas secundarias. Junto a isto, pode ser verificado o deslocamento

da banda de vibragéao do estiramento da ligacdo C=0 para a regido de carbonilas de



90

amidas (1612 cm-1), indicando que ocorreu de fato a hibridizagéo entre os compostos
para formacdo da NAPDAPQ.

A Tabela 14 mostra os valores de vibragdes destas principais bandas
comentadas acima.

Tabela 14 — Bandas das principais funcdes observadas nos espectros no infravermelho
da NAPDAPQ e seus precursores.

Composto v NH2
Naproxeno - - 3168 cm-1 1708 cm-1
DAPQ 3477 cm1 3365 cm-1 - -
NAPDAPQ 3400 cm-1 - - 1612 cm-1

Fonte: Autor, 2020.

E por ultimo, foi realizada também a técnica de espectroscopia de massas do
hibrido NAPDAPQ, onde o espectro obtido esta apresentado na Figura 43. Nele,
podemos observar que o sinal do ion molecular maximo, de m/z = 447 (M.+), é igual
ao da massa exata do hibrido analisado (447,17). Além disso, outros valores de m/z

encontrados também puderam ser atribuidos a alguns possiveis fragmentos da
NAPDAPQ.

Figura 43 — Espectro de massas da amostra de NAPDAPQ.
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5 CONCLUSOES E PERSPECTIVAS

A sintese dos novos compostos, IBUCEQ, IBUDAPQ, NAPCEQ e NAPDAPQ
mostrou-se de facil execucdo e relativa curta duracdo, formando efetivamente as
moléculas hibridas entre um derivado 4-aminoquinolinico e o ibuprofeno ou
naproxeno. Ambos os compostos foram devidamente caracterizados por diferentes
técnicas, confirmado a totalidade de sua estrutura quimica e a estrutura planejada.

Sugere-se que estes novos compostos possuem potencial farmacoldgico no
tratamento da dor e da inflamacédo visto que possuem o grupo farmacoforico 4-
aminoquinolinico, além de terem sido hibridizados a anti-inflamatorios néo esteroidais,
0 que impulsiona favoravelmente este potencial farmacolégico citado.

Quando avaliadas no teste de viabilidade celular, os compostos IBUCEQ e
NAPCEQ mostraram-se potencialmente citotéxicos, resposta diferente ao observado
guando avaliados os compostos precursores das novas moléculas hibridas.

Baseado nisto, é considerado como perspectivas futuras deste trabalho:

e Realizacdo de estudos para elucidar a razdo do potencial citotoxico dos
compostos sintetizados;

e Conducdo de novos testes de viabilidade celular com diferentes
abordagens para compreender a razdo do potencial citotdxico
observado;

e Execucdo de estudos pré-clinicos de toxicidade oral aguda para
determinar o potencial toxico dos hovos compostos in vivo, assim como
determinar a DLso destes;

e Obtencédo de novos compostos com modificacbes estruturais a fim de

sanar ou atenuar o potencial citotéxico observado.
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APENDICES

APENDICE A - Espectro de RMN de 1H do ibuprofeno em CDCls.
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Fonte: Autor, 2020.
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APENDICE B - Espectros de RMN de 1H-1H (COSY) da IBUCEQ em CDCls.
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Fonte: Autor, 2020.
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A

APENDICE C - Espectro de RMN de 1H da IBUCEQ em CDClzcom adi¢éo de D20.
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APENDICE D - Espectros de RMN de 1H-13C (HSQC) da IBUCEQ em CDCls.
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APENDICE E - Espectro de RMN de 1H do naproxeno em CDCla.
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APENDICE F - Espectros de RMN de 1H-1H (COSY) da NAPCEQ em CDCls.

H28
H17
H16
H11 H14 , H12 H13
A ~ I o~ A ppm
| | A 15
H17 J T’
. 2.0
i
2.5
-3.0
H13 |
(
| 3.5
{
Hi2¢
§
H16 =
— [ w
H28 | e | 4.0
-4.5
T T T T T T T T T T T
7.0 6.5 6.0 5.5 5.0 45 4.0 35 3.0 25 2.0 ppm
H21/
H8 H25
H2 | ”5” H23 I W24 |Hg  H20 e H3
. | nh 1 . i
el ppm
5.8
H3 6.0
6.2
6.4
-6.6
6.8
Hi9 < of 7.0
H20 = | f
HE | - . ™~ F7.2
H24 = (
- -7.4
H21/H25 = b
H23 . ! 7.6
HS ==
7.8
Hg —
8.0
o - -8.2
8.4

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
83 82 81 80 79 78 7.7 76 75 74 73 72 71 7.0 69 68 6.7 66 65 64 63 6.2 6.1 6.0 ppm

Fonte: Autor, 2020.



106

PN

APENDICE G - Espectro de RMN de 1H da NAPCEQ em CDClzcom adig&o de D20.
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APENDICE H - Espectros de RMN de 1H-13C (HSQC) da NAPCEQ em CDCls
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APENDICE | — Espectros de RMN de 1H-1H (COSY) da IBUDAPQ em CDCls.
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APENDICE J — Espectros de RMN de 1H-13C (HSQC) da IBUDAPQ em CDCls.
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APENDICE K - Espectros de RMN de 1H-1H (COSY) da NAPDAPQ em CDCls.
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APENDICE L - Espectros de RMN de 1H-13C (HSQC) da NAPDAPQ em CDCls.
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