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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo a sintese e a caracterizacdo de novos
compostos aminoquinolinicos e suas respectivas moléculas hibridas com potencial
atividade biolégica. A metodologia empregada envolveu reacdes de substituicdo
nucleofilica para a obtencdo dos aminoquinolinicos, seguidas pela hibridizacdo com
anti-inflamatérios ndo esteroidais utilizando o método one-pot. A caracterizacao
estrutural foi realizada por espectroscopias de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)
e espectroscopia no Infra Vermelho (Fourier transform Infrared — FTIR),
complementadas por analises termogravimétricas (TGA) e de DSC (Differential
Sacanning Calorimetry). Os compostos foram submetidos a ensaios biolégicos para
avaliar citotoxicidade e atividade anti-inflamatéria em macréfagos J774 estimulados
com LPS e INF-y. Os resultados mostraram que alguns hibridos, como DAPQ e
IDAPQ, apresentaram maior eficacia na inibicdo da producédo de oOxido nitrico em
comparacao aos padrdes cloroquina e ibuprofeno, enquanto outros, como NDAPQ,
demonstraram efeito semelhante ao naproxeno, mas com maior poténcia em
concentracfes reduzidas. Esses achados reforcam o potencial dessas moléculas

como protétipos para o desenvolvimento de novos agentes anti-inflamatorios.

Palavras-chave: Aminoquinolinicos; Moléculas hibridas; potencial anti-inflamatorio;



ABSTRACT

This study aimed to synthesize and characterize novel aminoquinoline
compounds and their respective hybrid molecules with potential biological activity. The
methodology involved nucleophilic substitution reactions to obtain aminoquinolines,
followed by hybridization with non-steroidal anti-inflammatory drugs using a one-pot
approach. Structural characterization was performed through NMR and FTIR
spectroscopies, complemented by thermogravimetric (TGA) and DSC analyses. The
compounds were subjected to biological assays to evaluate cytotoxicity and anti-
inflammatory activity in LPS and INF-y-stimulated J774 macrophages. Results
revealed that certain hybrids, such as DAPQ and IDAPQ, exhibited superior efficacy in
inhibiting nitric oxide production compared to standards chloroquine and ibuprofen,
while others, like NDAPQ, showed similar effects to naproxen but with greater potency
at lower concentrations. These findings highlight the potential of these molecules as

prototypes for the development of new anti-inflammatory agents.

Keywords: Aminoquinolines; Hybrid molecules; anti-inflammatory potential;
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1. REVISAO BIBLIOGRAFICA
1.1 Breve historia
1.1.1 Sintese organica

No decorrer da historia, a definicdo de “Quimica Organica” foi se alterando. O termo
surgiu ha cerca de 200 anos, proposto pelo quimico sueco Jons Jacob Berzelius, que
em 1807 definiu “orgénico” como compostos derivados de organismos vivos. Berzelius
acreditava que estes compostos continham uma esséncia de vida que nao podia ser

observada ou aferida, conhecida como energia vital (Le Counter, 2006).

Em 1828, Friedrich Wohler, um quimico alem&o que estudou com Berzelius,
trabalhava com compostos inorganicos, naquele momento definidos como compostos
que nao possuem energia vital. Na tentativa de sintetizar cianeto de aménio, Wohler
utilizou cianeto de potassio e sulfato de aménio, e o produto da reagéo foram cristais
de ureia idénticos aos cristais de ureia isolados da urina de mamiferos. Esse feito
derrubou a definigdo do vitalismo e estabeleceu a sintese organica como a sintese dos
compostos que possuem carbono, mas o vitalismo ainda deixou algumas “herangas
culturais”, pois alguns compostos de carbono, como os carbonatos, ndo sao
considerados organicos até hoje por serem extraidos de minerais e nao de organismos
vivos (PERUZZO, 2003).

A descoberta de Wohler estabeleceu a definicdo da quimica orgénica, mas foi em
1856 que a industria da sintese organica se transformou radicalmente, quando um
jovem inglés chamado William Henry Perkin, estudante do curso de quimica no Royal
College de Londres, resolveu montar um laboratdério em casa e tentar sintetizar
Quinina, um composto aminoquinolinico usado como o unico medicamento
antimalarico da época (METH COHN, 1994). A estrutura quimica da Quinina era
desconhecida, e sua extragao estava comprometida pela demanda crescente, logo,
uma sintese da Quinina seria um grandioso feito, mas Perkin ndo obteve éxito em
nenhum dos seus experimentos. No entanto, em uma de suas tentativas, obteve-se
uma substancia de cor purpura forte, que era soluvel em etanol e poderia tingir tecidos
como seda e algoddo. A substancia apresentava uma cor viva, limpida e nao
desbotava com agua quente ou sabao, além disso, devido a fatores culturais a cor
purpura era considerada cor da realeza, e era simbolo de status. Diante destes fatos,

Perkin patenteou e comercializou sua substancia como corante, além de ter sido a
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primeira sintese organica em varios passos, mudou a industria quimica para sempre.
(Le Counter, 2006).

1.1.2 Quimica Medicinal

Apos a descoberta de Perkin, as industrias quimicas de corantes prosperavam, e
nao so financeiramente, mas em conhecimento quimico, como técnicas de separagao,
tratamentos, além de conhecimento tedrico sobre as reacdes. O que abriu um leque
para novos segmentos da industria quimica. A industria aleméa de corantes de anilina,
Bayer and Company, foi uma das primeiras a notar esse potencial e comecar a investir
na quimica medicinal, area com foco no estudo e produgao quimica de medicamentos.
Um dos quimicos da companhia, Felix Hoffmann, estudou as propriedades do acido
salicilico, e foi visto que possuia atividade antitérmica, analgésica e anti-inflamatoria.
No entanto, o acido salicilico, além de possuir um gosto extremamente amargo,
também causava efeitos colaterais desagradaveis como irritacdo no estébmago.
Hoffmann tinha nog&o que os efeitos colaterais eram causados pelo grupo fenol da
molécula de acido salicilico, entdo, buscou métodos de reduzir esses efeitos colaterais,
conservando as propriedades farmacoldgicas, e fez testes de um derivado do acido
salicilico, onde o grupo acetil, substitui o Hidrogénio da hidroxila do grupo fendlico
(Figura 1). O &cido acetilsalicilico apresentou resultados positivos para os objetivos de
Hoffmann, e em 1899 passou a ser comercializado pela companhia com o nome
“Aspirina”. O sucesso comercial da Aspirina foi tdo majestoso, que a companhia Bayer
passou a ser conhecida como “a fabricante da aspirina”, 0 que marcou o
direcionamento da empresa para o ramo da quimica medicinal e cativou o crescimento

deste segmento da industria quimica em todo o mundo (BAYER, 2022).

Figura 1 . Estrutura quimica do acido acetil salicilico.

Oy -OH Grupo Acetil O, -OH
o]
Grupo Fendlico

Acido salicilico Acido acetilsalicilico

Fonte: Autor, 2024.
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1.2 Aminoquinolinicos

Os aminoquinolinicos sdo compostos que contém em sua estrutura quimica o
nucleo quinolinico e pelo menos um grupo amino em um de seus substituintes. O
nucleo quinolinico € uma estrutura composta por um anel benzeno condensado a um
anel piridinico (Figura 2). Essa classe de compostos apresenta varias atividades
farmacoldégicas (O'NEILL, 1998 e MACKENZIE, 1983), incluindo antimalarica (O'NEILL
et al, 2006) antibacteriana (MALLEA et al, 2003), antifungica (MONTOYA et al, 2016),
antiviral (BOONYASUPPAYAKORN et al, 2014), anti-inflamatéria (KUMAR, 2009 e
SHINKAI, 2000), antitumoral (SOLOMON, 2009) e leishmanicida (REYNOLDS, 2013),
todas relacionadas a presencga do nucleo quinolinico. Os compostos dessa classe séo
considerados os farmacos antimalaricos mais importantes ja utilizados na clinica
(BOECHAT, 2014). A quinina foi a primeira quinolina a ser utilizada como medicamento
de acgao antimalarica, além de indiretamente ter sido a “faisca” para a evolugao radical
da area de sintese organica quando motivou Willam Perkin a tentar sintetiza-la. Mas
no decorrer do tempo passou a ser menos utilizada com a confirmacgao de sua alta
toxicidade e a resisténcia desenvolvida por cepas dos parasitos causadores da malaria
(Plasmodium) (FRANCA et al, 2008).

Figura 2. Estrutura quimica basica de 4-aminoquinolinas.

Grupo amino
como substituinte
na posicao 4 do
anel quinolitico

Nucleo quinolinico

Fonte: Autor, 2024.
1.2.1 Compostos aminoquinolinicos na industria farmacéutica.

Industria farmacéutica € o conjunto de empresas que fabricam medicamentos

éticos e de venda livre. Ainda € necessario reconhecer, que apesar do termo
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“Industria”, outros setores, sejam comerciais ou programas de pesquisa, estao
envolvidos de forma significativa na industria farmacéutica (SCHERER, 2000). Ciente
disso, os préximos paragrafos discorrem sobre os compostos aminoquinolinicos na

definigdo mais ampla de industria farmacéutica.

Com a Quinina sendo cada vez menos utilizada, os pesquisadores viram a
necessidade de sintetizar novos derivados quinolinicos analogos a Quinina, como a
Atebrina, sintetizada e comercializada pela BAYER, “a fabricante da aspirina”.
Compostos analogos sdo substancias que se sustentam no mesmo grupo
farmacoforico, alterando outras regides da estrutura quimica do composto protétipo.
Dentre os novos analogos sintéticos do quinina, foram surgindo os aminoquinolinicos,
por exemplo, a Cloroquina (Figura 3), um dos medicamentos antimalaricos mais

conhecidos e utilizados no mundo.

Figura 3. Quinina e alguns dos seus analogos.
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Fonte: Autor, 2024.
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Durante a segunda guerra mundial, a malaria era um dos principais problemas
enfrentados pelas divisbes médicas das forgas armadas. Ocorreram 500 mil casos de
malaria nas forcas armadas dos Estados Unidos, e criou-se a necessidade de
estabelecer um programa de quimioterapia de Malaria, a partir dai, a industria
farmacéutica voltou os olhos para os analogos da Quinina (KENYON, 1949). Durante
0 programa, os norte-americanos sinterizaram o composto SN-7618, que ja havia sido
sintetizado pelos quimicos alemaes Andersag, Breitner e Jung em 1934, mas os
americanos que testaram e comprovaram sua eficacia. O composto foi rebatizado
como Cloroquina, que se tornou disponivel para a populagao civil em 1946 e é até hoje
comercializada (SILVA, 2020).

Figura 4. Fluxograma do processo industrial da produg¢ao de Cloroquina.
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A figura 4 descreve etapas do processo de producéao industrial da Cloroquina,
que de maneira resumida, inicia-se com a condensacdo de m-cloroanilina e
oxalacetato de etila, formando um intermediario de succinato. Esse composto passa

por ciclizagdo para gerar um derivado quinolinico, seguido por uma etapa de
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saponificagdo, convertendo o éster em acido carboxilico. Posteriormente, ocorre a
decarboxilagdo a temperaturas elevadas (240 °C), eliminando diéxido de carbono e
resultando na 7-cloro-4-hidroxiquinolina. O proximo passo € a cloracgao, realizada com
oxicloreto de fésforo em solvente adequado, produzindo 4,7-dicloroquinolina. Por fim,
a cadeia lateral alifatica € acoplada via substituicao nucleofilica, formando a cloroquina
base, que entdo é transformada em cloroquina difosfato através da reagcdo com acido

fosforico, cristalizando-se como o produto final

Estudos de (PULLMAN et al, 1947) comparando a Cloroquina com seu
protétipo, a Quinina, mostraram que a Cloroquina eliminou cepas de parasitos
Plasmodium vivax do sangue mais rapidamente, e aumentou o intervalo entre as
recaidas, além de reduzir todos os efeitos colateriais. A cloroquina parecia entdao o
medicamento aminoquinolinico perfeito, mas o parasito Plamodium, especialmente o
falciparum desenvolveu resisténcia devido ao uso profilatico em larga escala. Nota-se,
entdo, que a necessidade de criar novos compostos € recorrente, para combater a
resisténcia, além melhorar os tratamentos e comercializar medicamentos mais

seguros.
1.2.2 Relagao Estrutura-Atividade

A importancia do nucleo quinolinico é provada pelo volume de diferentes
farmacos comercializados, que sao obtidos por via sintética. Mas vale salientar que a
atividade biolégica dos compostos quinolinicos nao depende unica e exclusivamente
do grupo farmacoférico (Figura 5), pois os seus substituintes desempenham um papel

importante, conferindo diferentes tipos de potenciais ativos (PINHEIRO, 2010).

Figura 5. Nucleo quinolinico como grupo farmacoférico
Desordem S Maléria
Neurodegenerativa <:1 @j I:>
2
N

Doenca de Anel Anel Doencas
Chagas <: Benzénico piridinico :> Fungicas

Fonte: Adaptado de SANTOS SILVA, 2022.

Figura 6. Diferentes atividades biolégicas relacionadas ao nucleo quinolinico
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Nota-se que os diferentes grupos funcionais e as diferentes posigoes, interferem
na natureza e no potencial da atividade farmacolégica. Vejamos a relagao estrutura-
atividade nos aminoquinolinicos, usando como exemplo, mais uma vez, a Cloroquina
(Figura 7).

Figura 7. Relagao estrutura-atividade da Cloroquina.
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Ao se ligar fortemente a hematina livre, a cloroquina impede sua conversdo em
hemozoina, um pigmento cristalino biologicamente inerte. Esse bloqueio resulta no
acumulo de hematina soluvel, altamente tdxica para o Plasmodium, promovendo
estresse oxidativo e danos as membranas do parasito. O acumulo da cloroquina no
vacuolo digestivo € crucial, pois € nesse compartimento acido que ocorre a
degradagdo da hemoglobina e a liberagdo da hematina. Sendo uma base fraca, a
cloroquina se protona no vacuolo, tornando-se retida no local de acdo, o que
potencializa sua eficacia ao impedir a detoxificagdo do heme e culmina na morte do

parasito.

Estudos de MANOHAR et al, (2014) acusam que a substituigdo do grupo NH
por grupos S ou O, diminuem a atividade farmacoldgica, assim como a substituicdo do
Cl na posicao 7, por grupos Br, OCHs, CHs ou CFs. Além disso, foi observado que o
comprimento ideal da cadeia carbbnica para maximizar a atividade, é de 2 a 8

carbonos na cadeia principal.
1.2.3 Sintese de novos analogos com potencial atividade biologica

Como visto na figura 7 a cadeia lateral ligada ao nucleo quinolinico desempenha
um papel fundamental na atividade bioldgica. As sinteses de novos compostos,
geralmente buscam substituigdes nas posigdes C-4 e C-2 do anel quinolinico. Estudos
apontam que a presenca do atomo de cloro na posi¢gao C-4 torna o anel quinolinico
bastante reativo para inclusdo e exclusdo de substituintes amina, levando a uma
variedade de derivados 4-aminoquinolinicos com diferentes potenciais biolégicos
(TOCHE et al, 2010).

Figura 8. Mecanismo de reagao de substituicdo nucleofilica em 4,7-Dicloroquinolina.
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Fonte: Autor, 2023.

Os diferentes estudos demonstram que os substituintes na posigao 4, podem
potencializar diferentes atividades biologicas como mostra a figura 9, podendo ter
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atividade antimicrobiana contra diferentes bactérias Gram positivas e Gram negativas,

anti-inflamatoria etc.

Figura 9. Derivados 4-aminoquinolinicos e atividades biologicas.
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Fonte: SILVA NETO, 2020.

A partir dos derivados 4-aminoquinolinicos, também é possivel obter moléculas

hibridas sintéticas. Moléculas hibridas séo substancias com dois ou mais grupos

farmacoforicos distintos em sua estrutura quimica, ndo necessariamente agindo no

mesmo alvo (MEUNIER, 2008). Alguns hibridos sintéticos tém o objetivo de

potencializar a atividade contra um alvo especifico, como os hibridos de quinolinas-

pirimidinas que foram testados contra as cepas do P. Falciparum (SINGH et al, 2014).

Quando um farmaco ja possui uma atividade desejada, podem ser sintetizados a partir

dele, hibridos para expandir a sua atuagéo, podendo agir em alvos distintos, como os

hibridos de 4-aminoquinolinicos antimalaricos com anti-inflamatérios ndo esteroidais

derivados do acido propidnico, que podem ser sintetizados pelo método proposto por

LEGGIO et al (2016), onda ha a formagao de amida a partir de uma amina primaria e

um grupo carboxila (Figura 10).

Figura 10. Sintese de hibridos 4-aminoquinilinicos com anti-inflamatérios.
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Outra classe de compostos ativos sintéticos em que os aminoquinolinicos

podem estar presentes, sdo os organometalicos. A ciéncia destes compostos cresceu

imensamente nas ultimas 3 décadas. Organometalicos sdo compostos que possuem

grupos organicos que estao diretamente ligados a um mental, através de pelo menos

1 atomo de carbono (MEHROTRA, 2000). Um exemplo notavel de aminoquinolinico

organometalico, é o antimalarico Ferroquina (Figura 11).

Figura 11. Estrutura quimica da Ferroquina.
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Estudos de Li e colaboradores (2013) avaliaram a atividade de novos
aminoquinolinicos ligados a fragmentos de organossilicio. A atividade antimalarica foi

semelhante a da Cloroquina, além de terem demonstrado resultados promissores na
terapia de certos tipos de cancer.

Figura 12. Relagao estrutura-atividade de aminoquinolinas-organossilicio.
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Fonte: Adaptado de LI et al, 2013.

Notada a importancia dos aminoquinolinicos no desenvolvimento da industria
farmacéutica, o presente trabalho foi desenvolvido visando a sintese de novos

aminoquinolinicos e moléculas hibridas com potencial atividade biolégica.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Sintetizar e avaliar o efeito bioldgico de novos compostos 4-aminoquinolinicos.
2.2 Objetivos especificos

Sintetizar derivados de 4-aminoquinolinicos;
Sintetizar hibridos a partir dos 4-aminoquinolinicos;
Avaliar o potencial biolégico dos compostos sintetizados;

Comparar com os farmacos industrializados, especialmente a Cloroquina.



3. METODOLOGIA

3.1 Reagentes e solventes
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Quadro 1. Lista de reagente e solventes e suas respectivas férmulas moleculares.

Reagentes e Solventes

Formula molecular

1,3-Diaminopropano CsH1oN2
4,7-Dicloroquinolina CoHsCI2N
Acetato de etila C4HsO2
Butil Litio CaHolLi
Cetoprofeno C16H1403
Cloreto de tionila SOCI2
Dietilamina CsH1IN
Etanol C2HsO
Etilamina C2oH7N
Etilenodiamina C2HsgN2
Fenol CsHeO
Hidroxido de sodio NaOH
Ibuprofeno C13H1802
lodeto de cobre Cul
Metanol CHsOH
Naproxeno C14H140s3
Paraformaldeido CH20
Propargilamina CsHsN
Tetrahidrofurano C4HsO
Trietilamina CsH1sN

Fonte: Autor, 2024.
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3.2 Procedimento de sintese

Todas as reagdoes de sintese dos compostos aminoquinolinicos foram
realizadas no laboratério do grupo de Catalise e Reatividade Quimica (GCaR), assim
como as caracterizagdes por espectroscopia de infravermelho com transformada de
Fourier (FTIR). As caracterizagdes dos compostos por RMN, foram realizadas no
Laboratério de Ressonancia Magnética Nuclear (NAPRMN) do |QB/Ufal. Os testes
biolégicos foram realizados pelo Laboratério de Farmacologia e Terapéutica
Experimental (LAFTE) da UFBA. onde se avaliou In vitro, a citotoxicidade e a

capacidade de inibicdo da producédo de nitrito.
3.2.1 Sintese do 7-cloro-N-(prop-2-in-1-il)-quinolin-4-amina (PCQ)

A sintese da PCQ foi baseada na metodologia proposta por Thi et al, (2008).
Em um baldo de 100 mL foram adicionados 4,7-dicloroquinolina (7,6 mmol) e fenol (76
mmol) sob agitacédo e refluxo por 1 h. Em seguida, foi adicionada a propargilamina
(15,2 mmol). O sistema foi deixado sob agitagdo e refluxo por mais 4h. Ao final do
periodo, a mistura foi esfriada até a temperatura ambiente e 30 mL de uma solugao
aquosa de NaOH 15% (m/v) foi adicionada a mistura reacional, formando-se um
precipitado amarelo. O soélido foi recuperado por filtragao, solubilizado em metanol (30
mL) e novamente precipitado em agua destilada (30 mL). Este procedimento feito
repetido por mais duas vezes. Ao final, o sélido obtido foi seco a vacuo por 24h,

chegando-se a um so6lido amarelo claro.

Figura 13. Sintese do PCQ
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Fonte: Autor, 2024.
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3.2.2 Sintese do N'-(7-cloroquinolin-4-il)-N*,N*-dietil-but-2-ino-1,4-diamina (DAQ)

A partir do PCQ, séao feitas novas reagdes para sintetizar outros compostos
como o DAQ (Figura 15). A sintese do DAQ foi baseada na metodologia proposta por
Ebeling et al. (2002) com modificagdes. Em um baldo de 50 mL foi adicionada uma
solugdo aquosa de dietilamina a 50% (v/v, 18,55 mmol); depois foram acrescentados
6 mmol de paraformaldeido. A mistura foi deixada em agitagao por 1h. Em um segundo
baldo, foi preparada uma solucdo de 4,62 mmol de PCQ em 20 mL de etanol, e
adicionado 0,06 mmol de Cul. Apds 1 h de tempo reacional no primeiro baldo, as duas
solugdes foram misturadas em um unico baldo, deixado sob agitacao e refluxo por 24h.
Apods esse periodo, a solugao foi filtrada sob celite e o filtrado seco em evaporador
rotatorio. Para purificacéo, o sélido € solubilizado em etanol, recristalizado em hexano

e novamente filtrado.

Figura 14. Sintese do DAQ.
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Fonte: Autor, 2023.
3.2.3 Sintese dos intermediarios para hibridizagao

A sintese do N’-(7-cloroquinolin-4-il)etano-1,2-diamina (CEQ) e N’-(7-
cloroquinolin-4-il)propano-1,3-diamina (DAPQ), Figuras 16 e 17, respectivamente, foi
baseada na metodologia de Rudrapal et al (2013) com modificagdes. Em um baldo de
100 mL foram introduzidos 4,7-dicloroquinolina (5 mmol), mais etilenodiamina (50
mmol) para a sintese de CEQ e 1,3-diaminopropano (50 mmol) para a sintese de
DAPQ. Estas misturas reacionais foram aquecidas a 80 °C por 1 h, sem agitagao, até
completa solubilizagdo. Em seguida, as temperaturas dos sistemas foram elevadas
para 130 °C e deixadas sob agitacao por 6 h. As misturas reacionais foram resfriadas
a temperatura ambiente e basificadas com NaOHaq) (10% m/v, 3 mL). Houve a
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formagao de precipitados amarelos que foram lavados com mais solugdo de NaOH e

agua destilada; seguido de filtragdo e secagem em alto vacuo.

Figura 15. Sintese do CEQ.
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Figura 16. Sintese do DAPQ.
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Fonte: Autor, 2023.
3.2.4 Sintese dos hibridos

Os compostos amino quinolinicos e os anti-inflamatérios ndo esteroidais,
denominados neste trabalho de farmacéforos 1 e 2 respectivamente, foram
submetidos a reacdo de hibridizacdo seguindo a metodologia one-pot descrita por
Leggio et al (2016), onde ha a formacéo de amida a partir de uma amina e um grupo
carboxila (Figura 10). Em um baldo de fundo redondo, foi adicionado 1 mmol de
farmacoforo 2 e solubilizado em = 10 mL de Diclorometano. Em seguida, foram
adicionados 1 mmol de farmacdéforo 1, 3 mmol de Trietilamina e 1 mmol de Cloreto de

tionila. A reacéo foi agitada por 6 h a temperatura ambiente. Apds a reagéao, a solugao
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organica foi lavada com salmoura, o solvente foi removido em evaporador rotatério e

secagem em alto vacuo. O mecanismo reacional pode ser visto na figura 17.

Figura 17. Mecanismo de reagao proposto para formagao de amidas utilizando

cloreto de tionila e trietilamina.
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Fonte: Autor, 2024.

3.3 Analises e Caracterizagdes

Os compostos foram caracterizados por espectroscopia de ressonancia
magnética nuclear utilizando o Espectrdmetro Bruker Avance 400, operando na
frequéncia de 400,130 MHz para RMN de 1H. As amostras foram preparadas tomando
aliquotas de 10 mg de cada composto solubilizadas em 0,6 mL de solvente deuterado
(Cloroférmio para os hibridos e Metanol para CEQ, DAQ, DAPQ e PCQ) e utilizou-se
o Tetrametilsilano (TMS) como referéncia. Os hibridos tiveram como caracterizacao
complementar, espectroscopia de Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR),
com o equipamento Shimadzu IRSpirit-T utilizando o acessorio QATR-S, com
amostras sélidas de aproximadamente 10 mg, e software configurado com 16 de
resolucédo e 65 de scans. As analises termogravimétricas foram feitas em equipamento
da TA Instruments, usando nitrogénio como gas inerte de arraste a 50 mL/min, e ar
sintético para atmosfera oxidante também a 50 mL/min; com rampa de aguecimento
de 10 °C/min, e temperatura maxima de 700°C. Em paralelo as TGA’s foram feitas

analises de DSC (Differential Scanning Calorimetry).
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3.3.1 Avaliagao bioldgica

As substancias foram diluidas em DMSO 5% para formar uma solugdo mée na
concentracdo de 10 mM (para diluicbes posteriores). As substancias foram testadas
nas concentracbes de 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 uyM nos ensaios de
citotoxicidade; em concentra¢des distintas entre 0s compostos, na faixa de 3,125-100
MM, na avaliagado da inibigdo da produgao de NO. Na cultura de células foram utilizados
macréfagos da linhagem J774.A1. As células foram cultivadas em garrafas para cultura
de células, em meio DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium), suplementado com
10% de soro bovino fetal (SBF) e 1% de uma solucéo antibiotica Pen-Strep® (Gibco,
EUA). As células foram mantidas em incubadoras com atmosfera de 5% de CO:2 a 37
°C. Para contagem, as células foram desaderidas com tripsina (0,5%), e
posteriormente centrifugadas por 5 minutos, a 1500 rpm, 4° C, e coradas com azul de
tripan para contagem em camara de Neubauer para diluicdo e plagueamento
subsequentes (Espirito-Santo et al., 2017). As células foram plaqueadas em placas de
cultura de 96 pocos a 2 x 10° células por 0,2 mL por pogo. Por fim, os macréfagos
foram submetidos ao protocolo de determinacgéo de citotoxicidade e producédo de éxido

nitrico, conforme descrito a seguir.

Na avaliacdo de citotoxicidade dos compostos, os Macréfagos (2 x 10°
células/poco) foram incubados em placas de 96 pocos, em meio DMEM suplementado
com 10% de SBF e 1% de uma solucdo antibiética Pen-Strep® (Gibco, EUA), em
triplicatas e estimulados ou ndo com lipopolissacarideo (LPS 500 ng/mL, Escherichia
coli sorotipo 0111:B4, Sigma-Aldrich®) e intérferon gama (IFN-y; 5 ng/mL, Sigma-
Aldrich®). As células foram mantidas em estufa a 37 °C e 5% CO2, overnight para
adesao a placa. As substancias, ou veiculo, foram adicionadas as placas em sete
concentragdes variando de 3,125 a 200 uM em triplicata, e as placas foram incubadas
por 72 horas. Foram adicionados 20 uL/pogo de Alamar Blue (Invitrogen, Carlsbad,
CA) durante 6 horas. As leituras colorimétricas foram realizadas a 570 e 600 nm.
Tween 20® PA (50 uL; Sigma-Aldrich®) foi utilizado como controle positivo (Opretzka
et al., 2019).

Para a determinacédo dos niveis de oxido nitrico, as células foram semeadas em
placas de 96 pocos (2 x 10° células/pogo) em meio DMEM suplementado com 10% de
SBF e 1% de uma solucéo antibidtica Pen-Strep® (Gibco, EUA), durante 2 h a 37 °C
e 5% COz. As células foram estimuladas com LPS (500 ng/mL) + IFN-y (5 ng/mL) na
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presenca dos compostos em diferentes concentracdes néo citotdxicas (3,125 a 100
MM), veiculo ou dexametasona (padrédo ouro, 10 yM), e incubadas a 37°C. Os
sobrenadantes livres de células foram coletados 24 horas ap0s para quantificacao de
nitrito. A quantificacdo de nitrito nas amostras, indicativo dos teores de 6xido nitrico,
foi realizada pelo método de Griess (GREEN, 1982). A absorbancia foi determinada
em leitor de ELISA (Spectramax), com filtro de 570 nm. As andlises foram realizadas
no Software Softmax 4.3.1. Os resultados foram expressos em yM de nitrito, tendo por
base uma curva padrao de nitrito de sédio com concentracéo inicial de 400 uM
(ESPIRITO-SANTO et al., 2017).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO.

Neste trabalho de conclusédo de curso, foram obtidos compostos
aminoquinolinicos e moléculas hibridas potencialmente anti-inflamatorias através de
estratégias de sintese baseadas em substituicdo nucleofilica. Foi possivel observar
gue os compostos foram formados pela caracterizacdo por RMN, onde € possivel notar
0s sinais dos hidrogénios arométicos do anel quinolinico nos deslocamentos quimicos
entre 6 ppm a 9 ppm em todos os espectros. Além disso, as cadeias laterais inseridas
na posicdo 4 do anel em cada composto tem seus hidrogénios observados nos

deslocamentos quimicos entre 0,89 ppm a 5 ppm.
4.1 Caracterizacdo dos compostos 4-aminoquinolinicos

No espectro do composto CEQ (Figura 18) é notavel os tripletos com o0s
deslocamentos 2,6 e 3,1 ppm, caracteristicos dos hidrogénios das posicdes 13 e 12,
respectivamente; os hidrogénios das posi¢cdes 11 e 14 sao de dificil visualizacdo, pois
as aminas tém tendéncia a trocar o hidrogénio pelo deutério do solvente, mas o0s
deslocamentos quimicos e as integrais dos hidrogénios das posi¢cbes 12 e 13 sao

evidéncias da formacdo do composto, junto aos picos caracteristicos dos aromaticos.

Figura 18. Espectro RMN 'H do composto CEQ em MetOD.
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No espectro do DAPQ (Figura 19), assim como no CEQ, € notavel os sinais
dos arométicos, e referente a cadeia lateral, nota-se que o primeiro sinal, com
deslocamento 1,8 ppm é referente aos hidrogénios mais blindados, ou seja, os
hidrogénios da posicdo 13, seguido pelo tripleto com deslocamento em 2,7 ppm,
referentes ao hidrogénio da posicdo 14; em 3,3 ppm héa outro tripleto referente ao
hidrogénio da posigéo 12. E facil ver que o espectro confirma a formacg&o do composto,
no entanto, nota-se que ha algumas inconformidades, provavelmente devido a
presenca de agua ou algum contaminante, por esse motivo, os compostos foram
solubilizados em uma pequena quantidade de Diclorometano, precipitados em banho
de gelo com hexano, em seguida o excesso de hexano foi extraido com uma
micropipeta, e o restante do solvente foi extraido em rota evaporador, as amostras

entdo foram secas em alto vacuo.

Figura 19. Espectro RMN '"H do composto DAPQ em MetOD.

Fonte: Autor, 2024.

No espectro do PCQ nota-se um tripleto no deslocamento quimico 2,67 ppm,
referente ao hidrogénio da posicdo 14 (Figura 20); o tripleto em 4,20 ppm é
caracteristico dos hidrogénios da posi¢éo 12, os valores de integracdo condizem com

a estrutura.
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Figura 20. Espectro RMN 1H do composto PCQ em MetOD.
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Para a cadeia lateral do DAQ, nota-se o tripleto na regido mais proxima ao TMS
(0,9 ppm), sinal caracteristico nos hidrogénios das posicdes 19 e 20 (Figura 21), as
duas etilas foram espectroscopicamente equivalentes, por esse motivo 0s 6
hidrogénios tém o mesmo deslocamento quimico. Calculando a integral foi possivel
confirmar a presenca de 6 hidrogénios; o quadrupleto no deslocamento 2,4ppm foi
referente aos hidrogénios das posi¢cdes 17 e 18, e pelo mesmo motivo dos hidrogénios
terminais, esses também s&o equivalentes. A integral confirmou a presenca de 4
hidrogénios na regido; os simpletos com deslocamento 3,3ppm e 4,1ppm sé&o
caracteristicos dos hidrogénios das posi¢cdes 12 e 15, e as integrais confirmam 2

hidrogénios para cada.
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Figura 21. Espectro RMN 1H do composto DAQ em MetOD..
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4.2 Caracterizagao dos hibridos

Os hibridos (ICEQ, IDAPQ, NCEQ, NDAPQ) tiveram suas estruturas quimicas
confrmadas por RMN e FTIR, e foram submetidos a testes biolégicos de
citotoxicidade e potencial anti-inflamatério. Algumas caracteristicas fisico-quimicas
foram identificadas por TGA e DSC.

4.2 .1 Espectroscopia de RMN

Os espectros de RMN sdo apresentados nas figuras 22 a 27. Nos
deslocamentos quimicos entre 6,4 e 8,4 ppm, estdo 0s picos provenientes dos
hidrogénios dos aromaticos, isto inclui o nicleo quinolinico e os fragmentos dos anti-
inflamatorios. Os picos com deslocamento entre 0,8 e 4,0 ppm sdo provenientes dos
hidrogénios ligados aos carbonos alifaticos, também é possivel observar alguns picos
entre 4,0 e 6,3 ppm dos hidrogénios dos grupamentos amina. A partir dos espectros,
foi possivel visualizar que houve a formacgéo dos hibridos através de alguns sinais
caracteristicos, como no caso do ICEQ (Figura 22), nos deslocamentos 6,6; 7,3; 7,7;

7,9 e 8,4; estdo os picos provenientes dos aromaticos no anel quinolinico, enquanto
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0s picos com deslocamento 7,0 e 7,1 ppm sdo proveniente dos fragmentos
aromaticos do farmacoéforo 2 (ibuprofeno), as integrais estdo de acordo com a
especulacdo, sendo 2 hidrogénios aromaticos para cada sinal do fragmento de
ibuprofeno. Nos deslocamentos 5,9 e 6,2 ppm estdo o0s sinais provenientes das
“‘aminas”, que apesar de serem considerados como sinais de dificil visualizagao,
podem ser notadas a depender do solvente utilizado, as integrais apontam a presenga
de apenas 1 hidrogénio em cada, confirmando que a amina terminal reagiu formando
o grupo amida. Em 0,8 ppm esta o dupleto referente as metilas terminais do fragmento
de ibuprofeno, e a integral confirma a presenca dos 6 hidrogénios. Em 1,5 ppm esta o
dupleto referente a metila (Carbono 17). 2,3; 3,3 e 3,6 ppm estéo os hidrogénios dos

grupos CHo..

Figura 22. Espectro RMN 1H do composto ICEQ em CDCls.
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A interpretacdo dos espectros subsequentes das moléculas hibridas segue
principios analogos ao que foi discutido detalhadamente acima, e os resultados

corroboram para a confirmacao das estruturas planejadas.
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Figura 23. Espectro RMN 1H do composto NCEQ em CDCls.
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Figura 25. Espectro RMN 1H do composto NDAPQ em CDCls.
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Figura 27. Espectro RMN 1H do composto KDAPQ em CDCls.
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Os hibridos contendo cetoprofeno ndo apresentaram resultados satisfatorios.
Embora a estrutura do composto KCEQ tenha sido confirmada por espectroscopia de
RMN, a dificuldade na etapa de purificacdo impossibilitou a determinacdo do
rendimento reacional. Quanto ao composto KDAPQ, a analise do espectro de RMN
nao permitiu concluir de forma inequivoca a formacao da substancia, o que torna, por
ora, inviavel a aplicacdo de recursos para analises mais detalhadas. Assim, as

investigacBes dessas amostras permaneceram restritas as analises de RMN.

As demais moléculas hibridas tiveram suas estruturas identificadas de forma
indubitavel por meio dessa técnica, sendo submetidas a analises complementares em

outras metodologias para uma caracterizagdo mais abrangente e robusta.
4.2.2 Espectroscopia de FTIR

O grupo carbonila esta presente nos acidos carboxilicos derivados do acido
propidnico, e esta presente na fungdo amida dos hibridos. A carbonila absorve a
radiacéo infravermelho com muita intensidade em razdo da sua grande mudanca de

momento dipolo. Como a frequéncia do estiramento C=0 € sensivel aos atomos que
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estao ligados ao grupo, as funcdes organicas mencionadas acabam absorvendo em
valores caracteristicos, sendo possivel distingui-las em espectros FTIR (PAVIA,
2015). A caracterizacdo por infravermelho foi utilizada para identificar se a reagcéo de
hibridizagéo foi concluida utilizando principalmente o grupo carbonila como referéncia
para avaliar se houve formacdo das amidas. Os espectros dos hibridos, estdo
apresentados nas figuras 28 a 31, juntamente com 0s espectros dos reagentes para
gue seja possivel visualizar melhor a transformagéo quimica, e a regido de nimero de

onda das bandas caracteristicas do grupo carbonila.

Figura 28. Espectros FTIR dos compostos DAPQ, Naproxeno e NDAPQ.
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Na figura 28, nos numeros de onda entre 3500 e 3300 cm?, é possivel ver as
pequenas bandas caracteristicas de aminas primarias e secundarias no espectro do
composto DAPQ, sao referentes a cadeia lateral ligada ao anel quinolinico. No caso
dos anti-inflamatérios, é possivel se atentar nas bandas caracteristicas de acido
carboxilico, sendo estes, os estiramentos O-H e C=0. No espectro do Naproxeno,

ficou evidente uma banda larga em torno de 3155 cm-1, muito caracteristica da ligacao
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O-H de hidroxilas; e em 1704 cm-1 é notavel uma banda relativamente intensa,
caracteristica de carbonila (C=0) de acido carboxilico. Nos espectros dos compostos
apos a reacao de hibridizacéo, ja € possivel notar a auséncia das bandas de amina
primaria e hidroxila, além do deslocamento da banda de carbonila para um menor
namero de onda. Pode-se explicar essa diferenca de valores de numero de onda
apresentada por meio de efeitos de retirada de elétrons (efeitos indutivos), um
elemento eletronegativo tende a atrair os elétrons entre os atomos de carbono e
oxigénio por meio de seu efeito de retirada de elétrons, de forma que a ligacdo C=0
figue, de alguma maneira, mais forte. Resulta dai uma frequéncia de absor¢do mais
alta (energia mais alta). Como o oxigénio € mais eletronegativo do que o nitrogénio,
esse efeito € dominante em um acido carboxilico, o que deixa a frequéncia C=0 mais
alta do que em uma amida. No espectro do composto NDAPQ, é possivel observar a

banda de carbonila aparecendo em 1641 cm™, regido caracteristica de C=0 de amida.

De maneira similar, a andlise dos espectros de FTIR das demais amostras
seguem o0 mesmo raciocinio, permitindo confirmar a obtencdo das estruturas

desejadas conforme planejado.

Figura 29. Espectros FTIR dos compostos CEQ, Naproxeno e NCEQ.
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Figura 30. Espectros FTIR dos compostos DAPQ, Ibuprofeno e IDAPQ.
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Figura 31. Espectros FTIR dos compostos CEQ,lIbuprofeno e ICEQ.
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Quadro 2. Rendimentos reacionais

Substancia Rendimento (%)
PCQ 92
DAQ 37
CEQ 92
DAPQ 76
ICEQ 40
IDAPQ 30
NCEQ 31
NDAPQ 22

Fonte: Autor, 2024.
4.2.3 Analises termogravimétricas

Na figura 31, € possivel notar, no fluxo de calor, bandas endotérmicas entre
160 e 210 °C, enquanto a massa permanece constante, o que é um indicador do ponto
de fusdo. Entre 450 e 650 °C, ha picos exotérmicos no fluxo de calor de ambos os
espectros, em paralelo com a perda abrupta de massa, o que pode indicar eventos de

oxidacdo e decomposicao dos materiais.

Figura 32. Espectros de TGA e DSC das moléculas hibridas.
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4.3 Analises Biologicas

Com o intuito de determinar concentra¢des nao citotdxicas dos compostos teste
para os ensaios de atividade anti-inflamatéria, foi inicialmente realizado um teste in
vitro de viabilidade celular em macréfagos J774 estimulados com LPS e INF-y.
Diferentes concentracbes dos hibridos de anti-inflamatérios néo esteroidais e
derivados 4-aminoquinolinicos foram avaliadas, juntamente com os padrbes
cloroquina, ibuprofeno e naproxeno. O tratamento com Tween20® (50 uL), reduziu
significativamente a viabilidade celular da cultura de macréfagos J774 (p < 0,05), e foi

utilizado como controle positivo (Padréo C+).
4.3.1 Ensaios de citotoxicidade

A Figura 33 apresenta os efeitos da série analoga composta por DAPQ, IDAPQ
e NADPQ nas concentragbes de 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 pM. Os
resultados evidenciaram que o tratamento com DAPQ e IDAPQ provocou reducéo na
viabilidade celular nas concentracdes de 100 e 200 uM (p < 0,05). No caso do NADPQ,
a viabilidade celular foi significativamente diminuida a partir da concentracao de 50
MM.

Os resultados relativos a série analoga composta por CEQ, ICEQ e NCEQ, nas
concentragdes de 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 pM, estdo ilustrados na Figura
34. O tratamento com CEQ e NCEQ reduziu a viabilidade celular dos macrofagos a
partir da concentracao de 50 uM (p < 0,05). Em contraste, os resultados obtidos para
ICEQ indicaram baixa citotoxicidade, uma vez que a reducao da viabilidade celular foi

observada somente na concentragéo de 200 uM.

Os farmacos padrdo cloroquina, ibuprofeno e naproxeno, utilizados como
referéncia no planejamento racional para a sintese das substancias teste, foram
avaliados na mesma faixa de concentragdes (3,125 a 200 uM) e na mesma linhagem
celular (Figura 35). Os resultados demonstraram que nenhum dos tratamentos com
esses padrbes apresentou citotoxicidade para os macrofagos em quaisquer das

concentracOes testadas.
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Figura 33. Efeito da série analoga DAPQ, IDAPQ, NADPQ sobre a viabilidade celular

de macréfagos da linhagem J774 em cultura.
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Figura 34. Efeito da série analoga CEQ, ICEQ e NCEQ sobre a viabilidade celular de

macrofagos da linhagem J774 em cultura.
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Figura 35. Efeito dos farmacos padréao cloroquina, ibuprofeno e naproxeno

sobre a viabilidade celular de macréfagos da linhagem J774 em cultura.
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4.3.2 Avaliagao de potencial anti-inflamatério: efeito sobre a produg¢ao de 6xido nitrico

por macrofagos estimulados.

Com o intuito de avaliar a capacidade dos compostos em inibir a producéo de

oxido nitrico por macrofagos estimulados, foi realizado o teste de quantificacdo de
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nitrito utilizando o método de Griess, aplicado ao sobrenadante da cultura de
macrofagos. Os macrofagos foram estimulados com LPS+INF-y e tratados com
diferentes concentragdes ndo citotoxicas dos hibridos de anti-inflamatorios néo

esteroidais e derivados 4-aminoquinolinicos.

A Figura 36 apresenta os resultados da série analoga DAPQ, IDAPQ e NADPQ
na reducdo da producdo de Oxido nitrico por macrofagos estimulados, evidenciando
efeitos significativos em todas as concentragcbes testadas (p < 0,05). Para os
compostos DAPQ e IDAPQ, com efeito dependente da concentracdo, sendo mais
pronunciado na concentragdo de 50 uM (p < 0,05; efeito maximo: EmaxDAPQ =
78,7%, EmaxIDAPQ = 71,5%). Em contraste, o composto NADPQ apresentou sua
melhor relagcdo concentracéo-efeito em 6,25 uyM (p < 0,05; EmaxNADPQ = 76,7%).
Como esperado, a dexametasona, utilizada como farmaco de referéncia, demonstrou

significativa reducdo dos niveis de nitrito na cultura (p < 0,05; Emax = 88,7%).

Figura 36. Efeito da série analoga DAPQ, IDAPQ, NADPQ sobre a producgao de

oxido nitrico por macrofagos J774 estimulados.
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Fonte: Autor, 2024.

Para a série analoga CEQ, ICEQ e NCEQ, foram observados padrdes distintos
de efeito, conforme ilustrado na Figura 37. O composto NCEQ demonstrou
capacidade de reduzir a producdo de 6xido nitrico por macrofagos estimulados em
todas as concentracOes testadas, sem diferencas estatisticamente significativas entre
elas, destacando-se a concentracdo de 3,125 uyM como a de melhor relagéo
concentracao-efeito (p < 0,05; EmaxNCEQ = 38,9%). Em contrapartida, o efeito de

ICEQ foi limitado a concentragéo de 100 pM (p < 0,05), enquanto o tratamento com
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CEQ, dentro da faixa de concentracbes avaliadas, ndo induziu alteracdes
significativas nos niveis de nitrito. A dexametasona, utilizada como controle positivo,

reduziu significativamente os niveis de nitrito na cultura (p < 0,05).

Figura 37. Efeito da série analoga CEQ, ICEQ e NCEQ sobre a produgao de 6xido

nitrico por macréfagos J774 estimulados.
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Os farmacos padrdao cloroquina, ibuprofeno e naproxeno também foram
avaliados no mesmo teste, sob as mesmas condi¢cdes experimentais, conforme
ilustrado na Figura 38. Os resultados indicaram que os trés farmacos reduziram
significativamente os niveis de nitrito em todas as concentra¢des testadas (3,125-100

MM; p < 0,05), de forma similar ao observado para a dexametasona (p < 0,05).
Figura 38. Efeito dos farmacos padrao cloroquina, ibuprofeno e naproxeno sobre a

producao de oxido nitrico por macrofagos J774 estimulados.
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Fonte: Autor, 2024.

Com base nos dados, os compostos DAPQ e IDAPQ demonstraram eficacia
superior aos seus respectivos padrdes, cloroquina e ibuprofeno, quando comparados

nas concentragoes de 50 uM e 100 pM, respectivamente. Por sua vez, o composto
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NDAPQ apresentou eficacia semelhante ao seu padréo, naproxeno, porém com um
efeito maximo alcangado em 6,25 pM, enquanto o efeito maximo do AINE foi

observado apenas na concentragéo de 100 uM (Quadro 3).

Quadro 3. Efeito maximo de substancias que apresentaram inibigao significativa.

Substancia Efeito Maximo (%)
DAPQ 78,8
IDAPQ 71,5
NDAPQ 76,7
NCEQ 38,9
Cloroquina 53,3
Ibuprofeno 61,2
Naproxeno 82,3
Dexametazona 88,7

Fonte: Autor, 2025.
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5. CONCLUSAO

A sintese e caracterizacdo de novos compostos aminoquinolinicos e seus
hibridos demonstraram o potencial dessas moléculas como agentes terapéuticos,
especialmente no contexto de inibicdo de processos inflamatdrios mediados por
macrofagos. Os compostos DAPQ e IDAPQ destacaram-se por sua maior eficacia na
reducdo da producéo de o6xido nitrico em relacdo aos farmacos padrao, sugerindo um
avanco significativo em termos de atividade biolégica. Por outro lado, compostos como
NDAPQ, embora semelhantes ao naproxeno em desempenho, apresentaram
vantagens em concentracdes reduzidas, indicando uma possivel reducdo nos efeitos
adversos. Esses resultados reforcam a importancia da continuacédo de estudos que
visem a otimizacdo estrutural e funcional dessas moléculas para aplicacbes

farmacéuticas futuras.
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