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RESUMO

A inflamacdo € um processo homeostatico de defesa de curso autolimitado
(inflamacédo aguda), que também pode se apresentar de forma continua, resultando
no estabelecimento de doencas inflamatérias cronicas (DICs). Um exemplo de DIC é
a artrite reumatoide, que tem como farmacoterapia a utilizacdo de farmacos
antirreumaticos modificadores da doenca, como a cloroquina (derivado 4-
aminoquinolinico), comumente associada a anti-inflamatoérios ndo esteroidais, como
os derivados do acido propibnico (ibuprofeno, naproxeno, cetoprofeno, entre outros).
De acordo com essa terapia, uma das abordagens possiveis no planejamento racional
de novos candidatos a farmacos é a hibridizacdo molecular. Assim, o presente estudo
teve como objetivo o planejamento e a sintese de moléculas hibridas contendo
fragmentos 4-aminoquinolinicos e do ibuprofeno, naproxeno e cetoprofeno, além da
investigagdo do seu potencial anti-inflamatorio in vitro. Foram produzidos os seguintes
hibridos: ICEQ (C24H28CIN3O, 409,96 g/mol); NCEQ (C2s5H24CIN302 433,94 g/mol);
KCEQ (C27H24CIN3O2, 457,96 g/mol); IDAPQ (C2sH30CIN3O, 423,99 g/mol); NDAPQ
(C26H26CIN3O2, 447,96 g/mol); e KDAPQ (C28H26CIN30O2, 471,99 g/mol). Apls a
obtencéo e isolamento, as substancias foram caracterizadas por diferentes técnicas
nas quais os resultados de caracterizacdo confirmaram as estruturas moleculares
planejadas. Nos espectros obtidos por Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) foi
possivel identificar inequivocamente os sinais de hidrogénio e carbono dos dois
fragmentos hibridizados. Nos espectros obtidos por espectroscopia no infravermelho
por transformada de Fourier (IVTF), a hibridizacdo foi confirmada através dos
desaparecimentos (NHz e OH), deslocamento (C=0) e formagéo (N-CO) de bandas
caracteristicas envolvidas na reacdo de acoplamento dos dois precursores. Além
disso, nas andlises dos espectros obtidos por espectrometria de massa (EM) foram
observados os sinais associados aos picos moleculares de todos os potenciais
hibridos sintetizados. Analises in silico realizadas através das ferramentas OSIRIS
Property Explorer e SwissADME mostraram que os hibridos sintetizados néo violam a
regra dos 5 de Lipinski, demostrando estruturas farmaco-similares (drug-likeness), ao
mesmo tempo que foram previstos com alta absor¢cao gastrointestinal; moderada a
baixa solubilidade em agua; capacidade de penetracdo na barreira hematoencefélica
(BHE); inibicdo de enzimas do citocromo P450; e risco mutagénico. Nos ensaios
biol6gicos in vitro, utilizando linhagem de macréfagos J774, foi observado que os
hibridos ICEQ e NCEQ foram vidveis nas concentracdes < 200 pM e 50 uM,
respectivamente; enquanto os hibridos IDAPQ e NDAPQ foram vidveis nas
concentracdes < 100 uM e 50 uM, respectivamente. Na avaliacdo do potencial anti-
inflamatorio, a partir do efeito na reducéo da produgédo de éxido nitrico (NO), foi
observado que os hibridos ICEQ e NCEQ apresentaram um potencial anti-inflamatorio
inferior aos farmacos padrdes testados, enquanto os hibridos IDAPQ e NDAPQ
apresentaram um melhor desempenho anti-inflamatério. NDAPQ se destacou como o
hibrido mais promissor devido a uma maior eficdcia na diminuicdo da producdo de
NO, apresentando atividade mesmo em concentracdes mais baixas. Dessa forma, os
resultados apresentados evidenciam o potencial dos derivados quinolinicos na forma
de hibridos moleculares como candidatos promissores para o desenvolvimento de
novos agentes anti-inflamatorios

Palavras-chave: 4-aminoquinolina, anti-inflamatorios néo esteroidais, moléculas
hibridas, inflamacéo.



ABSTRACT

Inflammation is a self-limiting homeostatic defense process (acute inflammation),
which can also be continuous, resulting in the development of chronic inflammatory
diseases (CIDs). An example of CID is rheumatoid arthritis, which is treated with
disease-modifying antirheumatic drugs, such as chloroquine (4-aminoquinoline
derivative), commonly associated with nonsteroidal anti-inflammatory drugs, such as
propionic acid derivatives (ibuprofen, naproxen, ketoprofen, among others). According
to this therapy, one of the possible approaches in the rational design of new drug
candidates is molecular hybridization. Thus, the present study aimed to design and
synthesize hybrid molecules containing 4-aminoquinoline fragments and ibuprofen,
naproxen, and ketoprofen fragments, in addition to investigating their anti-inflammatory
potential in vitro.The following hybrids were produced: ICEQ (C24H28CIN3O, 409,96
g/mol); NCEQ (C2sH24CIN3O2 433,94 g/mol); KCEQ (C27H24CIN3O2, 457,96 g/mol);
IDAPQ (C2sH30CIN3O, 423,99 g/mol); NDAPQ (C26H26CIN3O2, 447,96 g/mol); e
KDAPQ (C2sH26CIN3O2, 471,99 g/mol). After obtaining and isolating the compounds,
they were characterized by different spectroscopic techniques, in which the results
confirmed the planned molecular structures. In the spectra obtained by Nuclear
Magnetic Resonance (NMR), it was possible to unequivocally identify the hydrogen
and carbon signals of the two hybridized fragments. In the spectra obtained by Fourier-
transform infrared spectroscopy (FTIR), the hybridization was confirmed by the
disappearance (NHz2 and OH), displacement (C=0) and formation (N-CO) of bands
involved in the coupling reaction of the two precursors containing the pharmacophoric
groups. In addition, in the analysis of the spectra obtained by mass spectrometry (MS),
the signals associated with the molecular peaks of all the synthesized hybrid drugs
were observed.In silico analyses performed using the OSIRIS Property Explorer and
SwissADME tools showed that the synthesized hybrids do not violate Lipinski's rule of
5, demonstrating drug-like structures, while being predicted to have high
gastrointestinal absorption; moderate to low water solubility; ability to penetrate the
blood-brain barrier (BBB); inhibition of cytochrome P450 enzymes; and potential
mutagenic risk. In in vitro biological assays using the J774 macrophage cell line, it was
observed that ICEQ and NCEQ hybrids were cell viable at concentrations < 200 uM
and 50 pM, respectively; while IDAPQ and NDAPQ hybrids were cell viable at
concentrations < 100 yuM and 50 uM, respectively. In the evaluation of the in vitro anti-
inflammatory potential, based on the effect on the reduction of nitric oxide (NO)
production, it was observed that ICEQ and NCEQ hybrids presented a lower anti-
inflammatory potential than the standard drugs tested, while IDAPQ and NDAPQ
hybrids presented a better anti-inflammatory performance. NDAPQ stood out as the
most promising hybrid due to its greater efficacy in reducing NO production, showing
activity even at lower concentrations. Thus, the results demonstrate the potential of
quinolinic derivatives in the form of molecular hybrids as promising candidates for the
development of new anti-inflammatory agents.

Keywords: 4-aminoquinoline, non-steroidal anti-inflammatory drugs, hybrid
molecules, inflammation.
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cm? Namero de onda
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1 INTRODUCAO

Desde os primérdios da humanidade, esfor¢cos tém sido direcionados a
compreensao dos mecanismos subjacentes aos sinais caracteristicos da inflamacéo,
como a dor, bem como ao desenvolvimento de estratégias para prevenir ou mitigar
essa resposta (FRADELOS; FRADELOU; KASIDI, 2014). A reacéo inflamatoria € um
processo complexo que desencadeia a ativacao de segundos mensageiros, 0S quais
desempenham um papel fundamental na liberagdo de mediadores bioativos
responsaveis por orquestrar o reparo do dano tecidual e restaurar a homeostase
(SOLIMAN; BARREDA, 2023).

Dessa forma, a inflamacé&o representa um mecanismo de cunho adaptativo e
autolimitado. No entanto, quando o processo inflamatério persiste sem resolugéo,
pode evoluir para uma condi¢éo cronica, associada ao desenvolvimento de doencas
de dificil manejo clinico, como artrite reumatoide, lUpus eritematoso sistémico e
esclerose multipla. Essas condi¢cfes inflamatoérias cronicas representam um desafio
significativo devido a complexidade de seus mecanismos e a dificuldade em alcancar
remissdao completa (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011; STRAUB; SCHRADIN, 2016;
YAM et al., 2018)

Considerando a diversidade dos mecanismos fisiopatolégicos envolvidos nas
doencas inflamatérias crbnicas, torna-se evidente a necessidade de diferentes
abordagens terapéuticas. Assim, propostas farmacoldgicas para cada condi¢do séo
essenciais para melhorar os resultados terapéuticos (DINARELLO, 2010; LAVETI et
al., 2013). Apesar da ampla gama de opc¢des disponiveis, muitos tratamentos atuais
nao conseguem induzir a remissao completa do quadro clinico ou estdo associados a
custos elevados ou efeitos adversos significativos (LAU et al., 2015). Diante dessas
limitacdes, destaca-se a importancia de esforcos continuos na pesquisa e no
desenvolvimento de novos candidatos a farmacos que possam superar essas
barreiras e oferecer terapias mais eficazes e acessiveis.

Entre as estratégias promissoras no planejamento e desenvolvimento de
novos farmacos, a hibridizacdo molecular tem ganhado destaque. Essa abordagem
consiste na integracdo de dois ou mais fragmentos bioativos previamente conhecidos,
com o objetivo de gerar compostos com maior potencial terapéutico e perfil
farmacologico otimizado (DECKER, 2017).
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As quinolinas, compostos heterociclicos nitrogenados, tém sido amplamente
investigadas devido as suas propriedades farmacologicas, incluindo atividades anti-
inflamatédrias. A capacidade de interagir com alvos farmacolégicos importantes, como
as enzimas ciclo-oxigenases (COX), configuram-nas como estruturas promissoras
para o desenvolvimento de agentes anti-inflamatérios (MUKHERJEE; PAL, 2013).

Estudos recentes destacam que modificacbes estruturais, como a
incorporacdo de amidas e anéis aromaticos, podem aumentar a especificidade e a
poténcia desses compostos em relacdo a inibicdo de COX-2, reduzindo os efeitos
adversos comuns aos anti-inflamatérios tradicionais, como Ulceras gastricas. Além
disso, quinolinas conjugadas com outras moléculas, como ibuprofeno, demonstraram
potencial superior em modelos de edema induzido em ratos, sugerindo aplicacdes
tanto analgésicas quanto anti-inflamatérias (GHANIM et al., 2022). Esses avancos
indicam que as quinolinas sdo grupos farmacoféricos de importante interesse
cientifico na busca por tratamentos mais eficazes e seguros particularmente para
doencas inflamatérias crénicas (DICs).

Diante disto, este estudo tem por objetivo propor novas estratégias de sintese
para a obtencdo de novos compostos hibridos associando quinolinas e anti-
inflamatorios ndo esteroidais que possam atuar em quadros de inflamacé&o crénica

através de mecanismos imunomoduladores.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 A inflamacéao e seus tratamentos

A inflamacéo é considerada um mecanismo de defesa do organismo frente a
diferentes tipos de estimulos, sejam de origem mecanica, quimica ou biolégica. E um
processo no qual células do sistema imunoldgico atuam para cessar ou atenuar o
estimulo e reestabelecer a homeostase tecidual (RICCIOTTI; FITZGERALD, 2011).

A literatura descreve que a inflamagao, em geral, manifesta-se por meio de
cinco sinais cardinais (Figura 1) decorrentes do aumento do fluxo sanguineo na regiao
inflamada, resultando em calor (aumento da temperatura local) e rubor (vermelhidao);
com isso, hd o edema da regido devido ao acumulo de células e fluidos. As células
recrutadas liberam mediadores quimicos que provocam dor no local devido a
hiperestimulacdo de neurbnios sensoriais (nociceptores), e o continuo estimulo
inflamatério pode culminar na perda de funcao local (KUMAR; ABBAS; ASTER, 2015).

Figura 1 — Os cinco sinais cardinais da inflamacé&o.

CALOR RUBOR EDEMA DOR  PERDA DE

Aumento do fluxo Acimulo de  Estimulagdo de FUNGAU

células e neurdnios -
nguin ra o local ! o Dano tecidual.
sang ir?f(l)a?aaé?) ocal da fluidos. sensoriais por
L, mediadores

inflamatorios.
Fonte: Adaptado de Verywell & JR Bee, 2024.

O processo inflamatorio se inicia pela fase de indug&o, associada a ativagdo do

sistema imunoldgico a partir do recrutamento de células liberadoras de mediadores
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7

pré6- e anti-inflamatérios com potencial quimiotaxico, isto é, de amplificar o
recrutamento de mais células inflamatorias (NETEA et al.,, 2017). A cascata
bioguimica intracelular se inicia a partir da captura de fosfolipideos de membranas que
sdo convertidos a acido araquidénico por fosfolipases. O acido araquiddnico €
substrato para as enzimas ciclo-oxigenases (COXs), produzindo prostaglandinas
(PGs) e tromboxano A2 (Figura 2).

Figura 2 - Via bioquimica de formacdo de prostaglandinas a partir do acido
araquidoénico.

Fosfolipidios de Membrana

ey

Estimulo nocivo fisico, quimico, \ _W
inflamatério, mitogénico. Fosfg)li_pase AD
L e
: Acido Aracdodnico
. PGG PGG ,
Prostaglandina 2 2 Prostaglandina
G/H sintase 1 | | G/H sintase 2
(COX-1) PGH PGH (COX-2)
Constitutiva l 2 l 2 Induzida
Isomerases tissulares
PGl, TXA, PGD, PGE, PGF,
Plaquetas ; Utero
Endoételio Fcklins Mastocitos C?:{i(?]t;ro Olhos
Rins Endotélio .Cére‘bro Plaquetas Vigs aére_as
Plaquetas Macréfagos Vias aéreas Srelnidie MusculoI liso
vascular

Fonte: Adaptado de KUMMER; COELHO, 2002.
Nota: PG — prostaglandina, TX — tromboxano, COX — ciclo-oxigenase.

Para a COX, 3 isoformas sdo descritas (ABDULKHALEQ et al.,, 2018;
CHANDRASEKHARAN et al., 2002; FERRER et al., 2018; RICCIOTTI; FITZGERALD,
2011):
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e COX-1, constitutiva e fisiologica, podendo também estar presente nos locais
onde o processo inflamataério foi induzido;

e COX-2, geralmente induzida em processos inflamatorios, infecciosos, reacoes
autoimunes, cancer, hipoxia, sendo predominantemente expressa em ceélulas
inflamatdrias e com regulacao significativamente aumentada em inflamacdes
cronicas e agudas;

e COX-3, presente principalmente no cérebro, ainda com funcionalidade incerta
em humanos, tendo alguns autores reportados a afinidade do paracetamol a

essa isoforma.

Além das PGs, h4 também outros mediadores importantes no processo
inflamatorio, como a histamina e os polipeptidios interferon, fator de necrose tumoral
e interleucinas (IL), sendo as citocinas IL-1, IL-6, IL-8, fator de necrose tumoral alfa
(TNF-a) e interferon gama (IFN-y) mais envolvidas com atividades pré-inflamatérias e
as citocinas IL-4, IL10 e IL-13 anti-inflamatérias (SILVA et al., 2017).

Junto a esses mediadores, ocorre também a atuagéao do oxido nitrico (NO), um
géas sinalizador enddgeno sintetizado a partir da L-arginina pela agdo das enzimas
oxido nitrico sintases (NOSs). Na inflamag¢do, a molécula de NO desempenha
diferentes papéis, que variam de acordo com o contexto e a isoforma da NOS
envolvida. As isoformas constitutivas (CNOS), que incluem a NOS endotelial (eNOS)
e neuronal (NNOS), estdo associadas a regulacéo fisiolégica, como a manutencédo do
tbnus vascular e sinalizagcdo neuronal. Em contraste, a NOS induzida (iNOS) é
expressa em resposta a estimulos inflamatérios, como a partir de citocinas pré-
inflamatérias (ex.: IFN-y, TNF-a, IL-1) e endotoxinas bacterinas (ex.: LPS), sendo esta
enzima a principal fonte de NO em processos inflamatoérios crénicos e agudos
(KHAZAN; HDAYATI, 2014).

Na inflamacdo aguda, o NO promove vasodilatacdo, aumento da
permeabilidade vascular e fluxo sanguineo, facilitando o recrutamento de leucdcitos
no local do processo inflamatoério. Essa acéo contribui para a resolucéo do processo
inflamatorio. Além disso, o NO inibe a agregacédo e adesdo plaquetéria, prevenindo
trombose em locais de inflamacao ativa. Contudo, em niveis excessivos, como ocorre
na ativacao exacerbada de iINOS, o NO pode formar espécies reativas, como o ion
peroxinitrito (ONOQ"), resultando em danos oxidativos as células e tecidos (PACHER,;
BECKMAN; LIAUDET, 2007).
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Em processos inflamatérios crénicos, o NO desempenha um papel mais
complexo devido a expresséao continua de iINOS que contribui para a perpetuacao da
inflamacao (Figura 3). Em doencas inflamatorias cronicas, o NO estéa relacionado tanto
a amplificacdo do processo inflamatoério quanto a modulacéo da resposta imune. Por
exemplo, em articulagdes inflamadas, o NO pode induzir a degradacdo da matriz
extracelular e estimular a osteoclastogénese, agravando a destruicdo tecidual (JIANG
et al., 2023).

Figura 3 — Producao de NO pela iNOS em processos inflamatérios cronicos.

Inflamacgao Cronica

Aumento da expressao de
L-arginina— jNOS

)

Danos ao Danos a

\
DNA / \ proteinas

Expressaode Inducao de
COX-2 apoptose

Fonte: Autor, 2025.

Nota: Representacdo da sintese e funcdes bioldgicas do NO na inflamacéo crénica, resultando no
aumento da expressao da enzima iINOS, que converte L-arginina em 6xido nitrico (NO). O excesso de
NO pode desencadear danos ao DNA, proteinas e membranas celulares, induzir apoptose e aumentar
a expressédo de COX-2, contribuindo para a progresséo de doencas inflamatorias crénicas.

Processos inflamatérios, em geral, sdo farmacologicamente tratados com as
classes dos anti-inflamatérios esteroidais e ndo esteroidais, 0s primeiros também
conhecidos como glicocorticoides ou corticoides (SMYTH; GROSSER; FITZGERALD,
2018). Os glicocorticoides mimetizam a estrutura do hormoénio esteroidal cortisol,
sendo os mais facilmente encontrados: prednisona, prednisolona, dexametasona,
betametasona, hidrocortisona, budesonida, entre outros (KRENSKY; AZIZI,
HAFFLER, 2018). Ja os AINEs podem ser classificados quanto a seletividade
farmacologica, bem como pela derivagéo (estrutura quimica), conforme mostrado no
Quadro 1.
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Quadro 1 - Principais classes de anti-inflamato6rios nao esteroidais

‘ Classe farmacolégica Farmaco
Sallicilatos e Acido acetilsalicilico

e |ndometacina
Etodolaco
Diclofenaco

Ibuprofeno
Naproxeno
Cetoprofeno
Fenoprofeno
Flurbiprofeno
Piroxicam
Meloxicam

e Fenilbutazoona

Derivados do acido acético

Derivados do &cido propidnico

Derivados do acido endlico

Inibidores seletivos da COX-2 e Celecoxibe

Fonte: Adaptado de GROSSER; SMYTH; FITZGERALD, 2018.

No presente estudo, a investigagdo dos derivados do &cido propibnico se

encontra em foco, os quais tem suas estruturas quimicas expostas na Figura 4.

Figura 4 - Estrutura quimica de anti-inflamatorios néo esteroidais derivados do acido
propidnico.

paeVinavelencge

Ibuprofeno Naproxeno Cetoprofeno

RRCRS

Fenoprofeno

Flurbiprofeno

Fonte: Autor, 2025.

O mecanismo de agéo dessa subclasse, assim como dos AINEs em geral,
consiste na inibicdo ndo seletiva da COX. Assim, eles conseguem interagir tanto com
a COX-1 quanto com a COX-2, possuindo perfis de afinidade diferentes para cada um

dos representantes da classe. Contudo, € de comum senso que a hao seletividade
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contribui para a seguranca dos farmacos e seus efeitos colaterais sdo observados em
altas doses ou longos intervalos de tratamento (GROSSER; SMYTH; FITZGERALD,

2018). No Quadro 2 algumas das suas caracteristicas farmacocinéticas sao

apresentadas.

Quadro 2 - Caracteristicas farmacocinéticas dos AINEs derivados do acido propidnico.

Farmaco Pico plasmaético Meia-vida Outros detalhes
Comercializado na forma de
45min (liquido) 2h-4h (adultqs), _racemato (60% dos R-
Ibuprofeno 1h (mastigéveis’) 23h-75h-(recem- |bL_1profgno se convertem
2h (comprimi dos), nascidos) biologicamente para S-
"| 1h-2,3h (criangas) ibuprofeno). Geralmente mais
bem tolerado.
1-4h (liquido)
1-2 h (sal sddico) Comercializado na forma de S-
Naproxeno 2-4h (base) 9h-25h naproxeno. Comumente mais
4-12h (liberacéo bem tolerado que os outros.
modificada).
Comercializado na forma de
1,2h, 6,8h racemato e convertido a S-
Cetoprofeno (liberacéo 0,9h - 3,3h cetoprofeno biologicamente.
extendida) 30% desenvolvem efeitos
colaterais no TGI.
Comercializado na forma de
Fenoprofeno 2h 2,5h-3h racemato e convertido a S-
fenoprofeno biologicamente.
Comercializado na forma de
Flurbiprofeno 2h 7,5h racemato e convertido a S-
flurbiprofeno biologicamente.

Fonte: Adaptado de GROSSER; SMYTH; FITZGERALD, 2018.

Para melhor compreenséao de algumas caracteristicas farmacodinamicas dessa

classe de farmacos no seu sitio alvo, i.e., a COX, foram analisados os possiveis

residuos de aminoéacidos reportados na literatura que desempenham essa interacao.

Nos dados de cristalografia do ibuprofeno ligada a COX-2 é possivel observar que o

farmaco ocupa a area entre a abertura do canal do substrato e o apice do sitio ativo

(Figura 5). Os principais residuos da enzima que interagem com o ibuprofeno € o

residuo Arg-120 (através da formacdo de uma ponte salina) e o residuoTyr-355

(através da formacéo de uma ligacéo de hidrogénio). As interacbes menores entre o

ibuprofeno e o sitio ativo da COX-2 consistem em intera¢gdes hidrofébicas, sendo elas
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entre o grupamento benzil do farmaco e os residuos Ala-527 e Val-349 da enzima, e
entre grupamento isobutil do farmaco e os residuos Trp-387, Met-522, Val-523, Gly-
526, Ala-527 e Ser-530. Além destes, o grupamento a-metil do ibuprofeno interage
com os residuos Val-349 e Leu-359 (ORLANDO; LUCIDO; MALKOWSKI, 2015).

Figura 5 — Estrutura do ibuprofeno ligada ao canal da COX-2 nos mondmeros A
(esquerda) e B (direita) da enzima.

Fonte: ORLANDO; LUCIDO; MALKOWSKI, 2015
Nota: Na figura sdo observadas a abertura do canal (O), apice do canal (A) e bolso lateral (S) da enzima
COX-2. PDB: 4PH9.

Ja quando se analisa os dados cristalograficos da interacédo entre a COX-2 e 0
naproxeno, pode-se inferir que o grupo carboxila se liga ao sitio de acdo da mesma
forma que o observado com o ibuprofeno, coordenando-se aos residuos de Tyr-355 e
Arg-120 (Figura 6). Isso corrobora a importancia destes residuos para a ligagdo dos
derivados do &cido propibnico a COX-2 e sua atividade inibitoria. Interacfes mais
fracas de natureza hidrofobica também sdo observadas, como: o grupamento a-metil
do farmaco com o residuo Val-349 da enzima, o grupamento naftaleno do naproxeno
e 0s residuos Ala-527, Gly-526 e Leu-352; e o grupamento metoxila do farmaco com
os residuos Trp-387 e Tyr-385 (DUGGAN et al., 2010).
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Figura 6 — Estrutura do naproxeno ligado ao canal da COX-2 nos monémeros A
(esquerda) e B (direita) da enzima.
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Fonte: DUGGAN et al., 2010.
Nota: PDB: 3NT1.

2.1.1 Doencas inflamatorias cronicas (DICS)

O processo inflamatorio envolve uma série de eventos bioquimicos em cascata,
gue se iniciam com a inducdo da inflamacéo através de um estimulo e culmina na
restauracdo da homeostase do sistema, denominado fase de resolucdo. Quando esse
processo ocorre dentro de um intervalo temporal relativamente curto, com inicio e fim
definidos, é classificado como inflamac&o aguda (BUCKLEY et al., 2013). Contudo, o
organismo pode estar em uma situacdo de incapacidade de resolucdo do processo
inflamatorio, evoluindo para um quadro de inflamacgé&o cronica (Figura 7). As DICs
podem cursar por semanas, meses Ou anos, possuindo como principais
caracteristicas lesbes teciduais irreversiveis. Sdo exemplos de DICs: artrite
reumatoide, asma, doenca de Chron, IUpus, entre outras (NASEF; MEHTA,
FERGUSON, 2017).
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Figura 7 — Progresséo das fases de inducéo, resolucéo e cronificagdo do processo
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Fonte: SCHETT; NEURATH, 2018.
Nota: a figura ilustra a progresséo dos estagios da inflamacédo, desde sua inducéo, caracterizada por
um evento gatilho que ativa células imunes inatas, como neutréfilos, macréfagos, células dendriticas e

células TH17, até os processos de resolucdo ou cronificacdo. A resolucdo envolve a acdo de
eosinofilos, macréfagos residentes, células T regulatérias e células linfoides inatas tipo 2, promovendo
o retorno & homeostase. J& a cronificagdo ocorre devido a perpetuacdo da inflamagéo, associada a

fatores como autoimunidade, predisposicao genética e rompimento de barreiras teciduais, resultando

em dano tecidual crénico.
Alguns fatores estédo envolvidos para que alguns individuos tenham uma maior
dificuldade na resolucéo dos processos inflamatorios, como genéticos, autoimunes ou
mal funcionamento de barreiras que impedem a atuacado de estimulos nocivos. Tais

individuos estdo mais propensos as DICs (SCHETT; NEURATH, 2018).

2.1.1.1 A artrite reumatoide e 0 uso da cloroquina

A artrite reumatoide (AR) € uma DIC, de natureza autoimune, que acomete as
articulacbes e que estd associada a producdo de autoanticorpos para a
imunoglobulina G (IgG) e para proteinas citrulinadas. Contudo, nem todos o0s
pacientes apresentam estes anticorpos, havendo casos em que a doenca esta
associada também a outros fatores, podendo apresentar diferentes manifestacdes
clinicas e mecanismos patolégicos (MALMSTROM; CATRINA; KLARESKOG, 2017).
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A Figura 8 mostra os estagios de progressdo da AR. O primeiro estagio, pré-
clinico, ocorre anos antes da doenca se instalar e esta susceptivel a fatores de risco
para o inicio do processo inflamatorio na membrana sinovial das articulacdes (inicio
da producao dos autoanticorpos) (AREND; FIRESTEIN, 2012). No segundo estagio,
ocorre a infiltrac&o de células imunoldgicas, como macrofagos e linfocitos T CD4+. No
terceiro estagio, observa-se a presenca de enzimas com potencial para causar danos
aos tecidos (STEINER, 2007). No estagio mais avancado, a AR estabelecida, os
macrofagos continuam nas membranas sinoviais desempenhando sua atividade de
maneira mais acentuada e os danos teciduais costumam ser irreversiveis
(MALMSTROM; CATRINA; KLARESKOG, 2017).

Figura 8 — Estagios de progressao da artrite reumatoide (AR).
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formacgéo de tecido inflamado

Fonte: Adaptado de SMOLEN et al., 2018.

Nota: a figura mostra os estagios de progressao da AR, desde a articulacdo saudavel, passando pelos
sinais pré-clinicos com possivel infiltracdo de células imunes, até os estagios iniciais e avancados da
doenca. Estes Ultimos sao caracterizados pela demasiada infiltragdo de células imunes, hiperplasia da
membrana sinovial e formacé&o de tecido inflamatério, culminando em danos articulares progressivos.

As primeiras tentativas de tratamento da AR foram realizadas com a utilizagao
de complexos de ouro e penicilamina, mas ambos apresentaram baixa efetividade e
muitos efeitos colaterais. Em funcdo disso e das poucas evidéncias de seus
mecanismos de acdo, esses tratamentos estdo em desuso (BURMESTER et al.,
2017).

Atualmente, o tratamento da AR visa tanto o alivio sintomatico quanto a
possivel remissdo da doenca, cujo o objetivo inicial consiste na eliminacdo dos
sintomas provocados pelo processo inflamatorio. Comumente, os AINEs sé&o
empregados, como os derivados do acido proprionico (por possuirem menos riscos)

ou oxicanos (meia-vida prolongada). Como atuam apenas pelo mecanismo de inibicao
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da COX, agem nos sintomas inflamatérios, mas sdo incapazes de impedir a
deformacéo articular (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Glicocorticoides também podem ser utilizados, mas geralmente séo
empregados para uma rapida regulacdo de um processo inflamatorio agudo
intensificado. Sao conhecidos por ndo serem usados em longos periodos a fim de se
evitar efeitos colaterais, que incluem supressao adrenal, osteoporose, hiperglicemia,
hipertenséo e aumento do risco cardiovascular. Além disso, sdo comuns efeitos como
imunossupressao, alteracdes psiquiatricas, catarata, glaucoma e atrofia cutanea. A
gravidade depende da dose e duragao do tratamento (BURMESTER et al., 2017,
ORAY et al., 2016).

Objetivando a remissdo ou o0 manejo do quadro, a classe dos farmacos
antirreumaticos modificadores da doenca (FARMDs), que atuam no curso da
enfermidade, emergem como estratégias que visam impedir a progressdo e possivel
destruicao do tecido das articulacbes (SARKAR et al., 2018). Os FARMDs podem agir
blogueando a producdo e/ou a atividade dos mediadores inflamatérios nas
articulacbes, impedindo a destruicdo da cartilagem local e, consequentemente, a
perda de funcdo (KASHMIRA et al., 2015). A classe inclui agentes imunobiol6gicos ou
sintéticos que, além da atividade antirreumatica, possuem outras atividades
farmacologicas, como antibacteriana e antimalarica — sendo a cloroquina a principal
substancia atuante nesta ultima (BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Quadro 3 - Exemplos de farmacos antirreuméticos modificadores da doenca (FARMDs)
sintéticos e imunobiolégicos.

‘ FARMACOS CLASSE OU ACAO
Metotrexato Antifolato
8 Hidroxicloroquina Antimalarico
:% Minociclina Antibidtico tetraciclina
£ | Sulfassalazina Salicilato
) Ciclosporina Inibidor de calcineurina
Ciclofosfamida Agente alquilante
8 Adalimumabe Anticorpo, antagonista de TNF-a.
:g” Infliximabe Proteina de fusao do receptor IgG-TNF (anti-TNF)
O | Certolizumabe Fragmento de ligacdo do antigeno para TNF-a
8 Abatacept Inibidor de coestimulagéo de célula T
% Rituximabe Anticorpo para CD20 (citotoxico para células B)
§ Anaquinra Antagonista do receptor de IL-1

Fonte: BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012.
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O Quadro 3 mostra os principais FARMDs utilizados. Esses farmacos podem
ser prescritos em monoterapia, contudo na maioria dos casos sdo empregados em
terapias combinadas, principalmente com AINEs. A associagdo aumenta a
efetividade, pois além de atuacao sobre a causa da doenca, é possivel atuar também
nas manifestacdes clinicas dos sinais e sintomas inflamatérios (KASHMIRA et al.,
2015).

No tratamento da AR, a cloroquina pode ser utilizada em estagios iniciais, nos
quais as lesdes ainda s&o leves ou moderadas. Neste momento, a cloroquina
consegue atuar de forma segura e eficaz, sendo comum a associacao ao tratamento
sintomatico com AINEs (MORETTO; PILOTO, 2014).

Apesar do mecanismo de agao da cloroquina estar bastante elucidado quanto
a sua atividade antimalarica, o mesmo ndo pode ser dito nas doengas reumaticas. Em
geral, acredita-se que a cloroquina desempenhe um papel na reacdo autoimune,
envolvendo o inibicdo da formacdo de complexos antigeno-anticorpo, contribuindo
para bloqueio da sinalizacdo celular e cascata bioquimica inflamatéria e,
consequentemente, na reducdo da producdo de citocinas proé-inflamatorias
(MORETTO; PILOTO, 2014).

De forma geral, mesmo com os avangos alcancados nas ultimas décadas, que
permitiram a concepc¢ao de tratamentos mais otimizados, visando a remissao, ainda
se observa uma certa complexidade nos processos patologicos envolvendo a AR,
evidenciado pela dificuldade no tratamento nos estagios mais avancados da doenca
(LAU et al., 2015). Logo, o planejamento de novos candidatos a farmacos, visando
uma associacdo de mecanismos de acdo, pode permitir uma efetividade maior no

tratamento sintomatico e modificador da doenca.

2.2 Os derivados aminoquinolinicos e seu potencial bioldégico

As quinolinas sao compostos contendo o anel quinolinico (Figura 9), sendo
algumas delas consideradas os farmacos antimalaricos mais importantes ja utilizados
na clinica (BOECHAT et al.,, 2014). A primeira quinolina utilizada com finalidade
antimalérica foi a quinina. Esta substancia é um alcaloide obtido de plantas do género
Cinchona. Apoés ter sido descoberta, seu uso foi amplamente difundindo globalmente

para o tratamento antiplasmadico. Contudo, apés confirmada consideravel toxicidade
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e 0 surgimento de cepas resistentes do parasito causador da malaria (Plasmodium
spp.), 0 uso foi reduzido (FRANCA; DOS SANTOS; FIGUEROA-VILLAR, 2008).

Figura 9 — Estrutura quimica do anel quinolinico.
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Fonte: Autor, 2025.

Entretanto, considerando a promissora atividade farmacoldgica, a quinina foi o
protétipo para o desenvolvimento de novos farmacos antimalaricos, cujo o ndcleo
quinolinico foi amplamente utilizado na quimica medicinal para a sintese de novos e
diversos derivados que foram posteriormente incluidos no tratamento clinico da
malaria, como a cloroquina, amodiaquina, mefloquina e piperaquina (GRYZLO;
KULIG, 2014). A estrutura da quinina e de alguns de seus derivados quinolinicos

podem ser observados na Figura 10.

Figura 10 - Estrutura quimica da quinina e de alguns de seus derivados quinolinicos
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Fonte: GRYZLO; KULIG, 2014.
A cloroquina foi o primeiro derivado 4-aminoquinolinico a ser sintetizado e

utilizado no mercado como tratamento farmacologico. Contudo, foi observada
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importante toxicidade em farmacovigilancia que culminou em desuso. Apenas apos
testes clinicos mais avancados, ela foi considerada segura para o uso antimalarico
(JENSEN; MEHLHORN, 2009).

Desde entéo, tem sido utilizada nas Ultimas décadas no tratamento e profilaxia
da maléria, devido a alta eficécia, baixa toxicidade (nesta finalidade) e baixo custo. No
decorrer dos anos, foram observados casos de resisténcia do P. falciparum a
cloroquina, sendo cada vez mais comum a terapia combinada com outros
antimalaricos (BOECHAT et al., 2014; DE SA, 2011; GORKA; DE DIOS; ROEPE,
2013). Ainda assim, a cloroquina é o farmaco de primeira escolha contra a malaria no
Brasil (PEREIRA et al., 2016; VIEIRA WANDERLEY; TORTELLI VELOSO; VIEIRA
MONGCAO, 2021).

Para melhor compreensdo sobre a seguranca da cloroquina, € importante
enfatizar que a toxicidade é dose-dependente, isto €, em doses baixas, como
antimalarica, é mais bem tolerada. Entre os principais efeitos adversos incluem:
nauseas, vomitos, tonturas e dor de cabeca. Hipersensibilidade do tipo urticaria pode
ser vista em dose altas. Contudo, altas doses continuas podem causar efeitos mais
graves, como: arritmia, retinopatia e perda de audicdo. Ainda assim, sua seguranca
em baixas doses € tdo bem estabelecida que a cloroquina pode ser utilizada por
gestantes (DOYNO; SOBIERAJ; BAKER, 2021; RITTER; RANG; DALE, 2012).

A partir disso, notou-se que os derivados quinolinicos possuem grande
potencial para atividades biologicas. O farmac6foro em questdo, fragmento
indispensavel para atividade, é o anel quinolinico (Figura 9), que é um heterociclo cujo
heteroatomo é o nitrogénio. Diferentes substituintes adicionados ao anel quinolinico
podem conduzir a diferentes atividades farmacologicas: anti-inflamatoria,
antitumorais, antiparasitarias e antioxidantes (GHORAB; AL-SAID; ARAFA, 2014).

No planejamento de novos derivados quinolinicos bioativos, geralmente ha
substituicbes nas posi¢cdes C-4 e C-2 do anel quinolinico. Estudos apontam que a
presenca do atomo de cloro na posicdo C-4 torna o anel quinolinico bastante reativo
para inclusdo de substituintes amina, levando a uma variedade de derivados 4-

aminoquinolinicos com diferentes potenciais bioldgicos (TOCHE et al., 2010).
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O Quadro 4 mostra algumas séries de derivados quinolinicos que possuem
atividades antimicrobianas, antiparasitarias, antitumorais e anti-inflamatérias. Um
estudo realizado por De Meneses Santos e colaboradores (2015) mostrou que
derivados 4-aminoquinolinicos (Quadro 4) foram capazes de modular a resposta
nociceptiva em camundongos, além de diminuirem a migracdo de leucécitos num
processo inflamatério e inibir significativamente processos inflamatorios crénicos. Isso
contribui para a possibilidade de potencial imunomodulador dos derivados.

Além de grupos amino como substituintes no anel quinolinico, este farmacoforo
ligado a outros grupos também tém demonstrado atividade anti-inflamatéria. Pinz e
colaboradores (2017), ao adicionar um grupamento fenilsufonil na posicdo C-4
(Quadro 4), conseguiram obter resultados significantes ao avaliar a atividade
antinociceptiva e anti-inflamatéria em camundongos.

J& Zarghi e colaboradores (2009) introduziram um grupamento carboxila na
posicdo C-4 e um grupamento fenila (p-substituido por um grupamento metilsufonil)
na posicdo C2 (Quadro 4). Eles observaram que estes derivados apresentaram
atividade inibitéria contra a COX-2. Assim, € possivel inferir que derivados quinolinicos
tem sido amplamente investigados e descritos sobre suas propriedades

farmacoldgicas e possuem importante potencial anti-inflamataorio.

2.3 Estratégias na quimica medicinal para o desenvolvimento de novos
farmacos

O planejamento racional de estruturas moleculares é a etapa inicial e,
possivelmente, a mais crucial no desenvolvimento de novos candidatos a farmacos,
sendo fundamental para a obtencéo de um novo medicamento (DECKER, 2017). Esse
processo € altamente complexo, demandando consideravel investimento de tempo e
esforco, além de implicar elevados custos e riscos significativos. Em média, entre 10
el5 anos é o tempo necessario para o desenvolvimento de um novo farmaco e ainda
assim a taxa de sucesso é cerca de 2%. Considerando isto, h4 uma constante busca
por possivel melhorias nas estratégias utilizadas na quimica medicinal a fim de se
obter novos compostos promissores e bioativos (XUE et al., 2018).

Em geral, o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos envolve o
planejamento de compostos que tenham forma estrutural e cargas que interajam com

0 alvo biolégico. Este planejamento muitas vezes envolve a utilizagéo de técnicas de
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modelagem computacional, comumente chamadas de planejamento racional de
farmacos auxiliado por computador (computer-aided drug design - CADD) (MERZ;
RINGE; REYNOLDS, 2010).

Quando o objetivo € a sintese de novos compostos, o planejamento através de
CADD pode ser realizado com diferentes abordagens, como: planejamento de
farmacos baseado em fragmentos (fragment-based drug design — FBDD),
planejamento de farmacos baseado no farmacéforo (pharmacofore-based drug design
— PBDD), planejamento de farmacos baseado no ligante (ligand-based drug design —
LBDD) e o planejamento de farmacos baseado na estrutura (structure-based drug
design — SBDD) (USHA et al., 2018). O Quadro 5 mostra como as abordagens de
CADD podem ser escolhidas.

Quadro 5 - Abordagens de planejamento racional de farmacos por CADD.

Ligante (farmaco ou candidato)

Estrutura conhecida Estrutura desconhecida
o S =S SBDD Planejamento Denovo
oo conhecida
BE
ol Estrutura Estudo da literatura
‘A O
< s desconhecida LBDD/PBDD publicada e triagem racional

Fonte: Adaptado de USHA et al., 2018.

A técnica de FBDD é bastante utilizada para o desenvolvimento de moléculas
bioativas, nas quais fragmentos de estruturas quimicas que se mostram bioativas sao
identificadas e otimizadas a partir do reposicionamento deste fragmento ou pela
juncdo de outros fragmentos numa estrutura sé (KIRSCH et al., 2019). Ja a técnica
por PBDD, como o proprio nome sugere, baseia-se numa por¢cdo do esqueleto
estrutural que detém importancia crucial para que o composto apresente atividade
biolégica (GAO; YANG; ZHU, 2010). Nesta técnica, o planejamento de farmacos é
realizado a partir de alteragdes num grupamento farmacéforo — seja ele ja pré-
determinado ou encontrado apés técnicas de modelagem farmacoférica — a partir da
adicao de diferentes substituintes (WOLBER et al., 2008).
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Quando o alvo de um farmaco € desconhecido ou incerto também é muito
comum o uso da técnica por LBDD. Ela baseia-se na relagcéo estrutura-atividade dos
compostos pois a analise desse comportamento facilita a identificacdo de grupos
guimicos funcionais que sao responséaveis pela melhora ou diminuicdo no efeito
bioldgico. Isso resulta num melhor direcionamento nas quais modificacfes podem ser
conduzidas para melhorar a poténcia, seletividade, as propriedades farmacocinéticas
e farmacodinamicas, além de reduzir a toxicidade (BACILIERI; MORO, 2007).

Diferentemente da LBDD, a técnica por SBDD é utilizada quando tanto o
ligante quanto o seu alvo detém estruturas conhecidas. O alvo pode ser uma enzima,
como uma outra proteina ou DNA. Geralmente, utilizam-se dados cristalograficos ou
de ressonancia magnética nuclear (RMN) das estruturas ou, na auséncia deste,
utilizam-se modelos teéricos por homologia molecular (SINGH; MALIK; SHARMA,
2006).

2.3.1 A hibridizag&o molecular na quimica medicinal

Um mecanismo bioquimico pode envolver diferentes sitios de atividade, ou
seja, existe mais de um processo fisioldégicos ocorrendo ao mesmo tempo. Isso
também pode estar associado a doengas, gerando processos patofisiolégicos, no
qual, exemplos classicos, sdo as doencas neurodegenerativas de Parkinson e
Alzheimer (SHEN, 2010). Nessas situacdes, uma das estratégias que podem ser
utilizadas é o planejamento de moléculas hibridas como um potencial terapéutico para
essas doencas.

Ao pesquisar na base de dados SciFinder o termo "hybrid molecules" foi
observado um aumento no numero de publicagbes nos ultimos anos acerca do
planejamento, sintese e/ou avaliagdo da atividade biologica de moléculas hibridas
(Figura 11).

As moléculas hibridas podem ser definidas como estruturas que possuem dois
ou mais fragmentos conectados e que possuem diferentes atividades biolégicas ou
diferentes mecanismos de acao bioldgica e que apos a sua juncdo podem atuar em
alvos distintos em razdo dos multiplos grupos farmacoféricos. Elas também podem
ser chamadas de moléculas quiméricas, compostos multialvo, compostos de acéo-
dual, entre outros (MEUNIER, 2008). Por essa razéo, a hibridizacdo molecular &

considerada uma técnica de planejamento baseada tanto na presenca de grupos
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farmacoforicos quanto na presenca de fragmentos de acdo biolégica especifica e
estratégica (VIEGAS-JUNIOR; BARREIRO; FRAGA, 2007)

Figura 11 - Crescimento no numero de publicagbes de 2005 a 2024 sobre o
desenvolvimento de moléculas hibridas.
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Fonte: Autor, 2025.
Nota: Pesquisa na base de dados SciFinder utilizando-se o termo “hybrid molecules”.

Uma forma de se justificar o planejamento de uma molécula hibrida esta na
intencao de se obter um composto capaz de atuar em distintos processos biolégicos,
por exemplo, inibir uma enzima e bloguear um receptor fundamental para a
patogénese de uma doenca. Assim, o processo de triagem de moléculas
potencialmente bioativas no planejamento de farmacos pode ocorrer em um menor
espaco de tempo (DECKER, 2017).

O planejamento da molécula hibrida se inicia com a escolha dos fragmentos
moleculares bioativos de interesse, associando-os através de uma ligacdo covalente,
empregando ou ndo um agente de conexao (linker). Tal estratégia é vantajosa, pois
ao realiza-la, é possivel obter estruturas com novos perfis farmacocinéticos que
podem aumentar significativamente a acdo farmacoldgica quando comparado ao
tratamento com farmacos em separado. Além disso, os perfis de afinidade e
seletividade aos sitios-alvo podem ser melhorados em conjunto com outras
propriedades farmacoldgicas (DECKER, 2017).

Os compostos hibridos tém sido objeto de estudo de diferentes grupos de
pesquisa, principalmente para o desenvolvimento de novos candidatos a farmacos em
atividades antitumorais, antimicrobianas, para doencas cardiovasculares,

neurodegenerativas, entre outras (DECKER, 2011).



38

2.3.1.1 Hibridos de derivados aminoquinolinicos

Derivados aminoquinolicos séo fragmentos utilizados no desenvolvimento de
moléculas hibridas em diferentes estudos. Como a cloroquina enfrenta o
desenvolvimento de cepas resistentes do Plasmodium spp. ao longo das décadas, o
planejamento de moléculas hibridas tem demonstrado resultados promissores frente
a essas cepas. Os estudos tiveram como objetivo principal a associacao dos nucleos
farmacoforicos quinolina (cloroquina) e trioxano (artemisina), gerando compostos
denominados trioxaquinas (Figura 12) (MEUNIER, 2012).

Figura 12 - Representacdo dos hibridos antimalaricos trioxaguinas.

Quinolina Trioxano
N
HN N~ O/O
N (@]
o
Z
Cl N

Fonte: Adaptado de MEUNIER, 2012.

2.4 Planejamento para obtencé&o de hibridos de derivados 4-aminoquinolinicos
e AINEs

Considerando que a cloroquina e analogos reportados na literatura
apresentam diferentes atividades farmacologicas e a producdo de hibridos com
grupamento farmacoférico do anel quinolinico mostrou-se capaz de reproduzir
resultados significativos, buscou-se a utilizacdo dessa abordagem de planejamento
racional para a sintese de novos compostos com possivel atividade anti-inflamatoria.

Para isso, foi considerada a hibridiza¢do do anel quinolinico junto aos AINEs
derivados do é&cido propiénico (ibuprofeno, naproxeno e cetoprofeno) a partir da
ligacdo entre ambos os fragmentos com um conector amina, resultando numa ligacéo
amida (Figura 13). Para visualizar as estruturas quimicas em conjuntos das moléculas

planejadas e sintetizadas, o Apéndice A pode ser consultado (pag. 132).
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Figura 13 - Planejamento racional para o desenvolvimento de compostos hibridos
entre quinolinas e AINEs.
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Fonte: Autor, 2025.

Como a utilizacdo da cloroquina no tratamento da artrite reumatoide €
geralmente associada a tratamentos com AINEs derivados do acido propibnico, a
hipotese deste estudo € que os hibridos produzidos com fragmentos de ambos os

grupos farmacoforicos apresentem potencial atividade imunomoduladora.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Sintetizar, caracterizar e avaliar o potencial biolégico de novas moléculas

hibridas de derivados 4-aminoquinolinicos e anti-inflamatérios ndo esteroidais.

3.2 Objetivos especificos

e Sintetizar derivados 4-aminoquinolinicos como moléculas intermediérias;

e Produzir hibridos entre derivados 4-aminoquinolinicos e anti-inflamatérios nao
esteroidais derivados do acido propibnico;

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

e Avaliar propriedades quimicas e farmacocinéticas in silico dos compostos
sintetizados;

e Avaliar a viabilidade celular dos compostos sintetizados;

e Avaliar o potencial anti-inflamatdério in vitro dos compostos sintetizados.
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4 METODOLOGIA

4.1 Reagentes e solventes

Os reagentes e solventes utilizados na sintese dos derivados 4-
aminoquinolinicos e nos hibridos entre esses e AINEs estdo presentes no Quadro 6,

assim como suas respectivas formulas moleculares e empresas fornecedoras.

Quadro 6 — Reagentes e solventes utilizados na sintese dos compostos.

| Reagentes e solventes | Férmula molecular Fornecedor
1,3-diaminopropano CsHioN2 Vetec Quim. Fina
4,7-dicloroquinolina CoHsCIoN Sigma-Aldrich
Acido cloridrico HC| Chemco Ind. & Comercio
Ltda.
Agua destilada H.O GCaR
Cetoprofeno C16H1403 Ao Pharmacéutico
Cloreto de tionila SOCl; Sigma-Aldrich
Cloroférmio P.A. CHCls Dinamica
Diclorometano P.A. CH:Cl> Dinamica
Etilenodiamina C2HsgN:2 Vetec Quim. Fina
Hexano P.A. CeHu14 Dinamica
Hidroxido de sodio NaOH Dinamica
Ibuprofeno Ci3H180> Ao Pharmacéutico
Naproxeno C14H1403 Ao Pharmacéutico
Trietilamina CeHisN Acros Organics

Fonte: Autor, 2025.
4.2 Procedimentos de sintese

4.2.1 Sintese dos derivados 4-aminoquinolinicos

A sintese dos derivados 4-aminoquinolinicos, moléculas intermediarias para a
producao dos novos hibridos, foram realizadas no laboratério do GCaR, seguindo a
metodologia descrita por Rudrapal, Chetia e Prakash (2013). Em um baldo de fundo
redondo foram adicionados 5 mmol de 4,7-dicloroquinolina e 50 mmol de
etilenodiamina (para a formacdo da CEQ - Figura 14) ou 50 mmol de 1,3-
diaminopropano (para a formagédo da DAPQ — Figura 15). O sistema foi mantido sem

agitacao sob banho a temperatura de 80 °C por 1 h. Em seguida, o sistema reacional
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foi colocado sob agitagdo por 7 h e banho na temperatura 130 °C. Apés o término da
reacao, deixou-se sistema resfriar até atingir temperatura ambiente. Para o isolamento
do produto, foram adicionados, lentamente, 50 mL de NaOH(aq) 10%, levando a sua
precipitacdo. Em seguida, o soélido foi recuperado por filtragédo, lavado com &gua (50

mL) e o excesso de agua foi removida em alto vacuo.

4.2.1.1 Sintese da N*-(7-cloroquinolin-4-il)etano-1,2-diamina (CEQ)

Figura 14 — Esquema reacional da sintese de CEQ.

12 NH 14
11
5 4 13
N /\/NHZ , 6 10\ 3
+ H2N 9
= =2
Cl N Cl™7 N
8
4,7-dicloroquinolina etilenodiamina CEQ

t.a. - 80°C, 1h; 80° C — 120 °C, 6h
Fonte: Autor, 2025.

F. M.: C11H12CIN3; Massa Molecular: 221,69 g/mol; Ponto de fusdo: 148,5 °C;
Aspecto: sélido amarelado; Rendimento: 91%.

RMN de 'H (400 MHz, CD3OD): 5 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 3C (100 MHz, CD3OD): § 39,40 (C12), 44,73 (C13), 99,34 (C3), 117,44
(C10), 122,91 (C5), 124,66 (C6), 126,23 (C8), 134,97 (C7), 148,30 (C9), 151,06 (C2)
e 151,44 (C4).

1.V. (vmax/cmt; 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 (55 CH2) e 1317 (o CH2).
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4.2.1.2 Sintese da N*-(7-cloroquinolin-4-il)propano-1,3-diamina (DAPQ)

Figura 15 - Esquema reacional da sintese de DAPQ.

12 14
11
cl HN™ " NH,
5 4 13 15
A 6 X3
~ + H2N/\/\NH2 — g’o —
cl N Cl”7 N 2
8
4,7-dicloroquinolina 1,3-diaminopropano DAPQ

t.a. - 80°C, 1h; 80° C — 120 °C, 6h
Fonte: Autor, 2025.

F. M.: C12H14CIN3; Massa Molecular: 235,72 g/mol; Ponto de fusdo: 162,5 °C.

Aspecto: solido amarelado. Rendimento: 81%

RMN de H (400 MHz, CDzOD): & 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).

L.V. (vmax/cmL; KBr): 3477 (v NH), 3365 (v NH2), 2941 (v CH2), 1570 (v C=C),
1537 (8 N-H), 1416 (5s CH2) e 1300 (o CH2).

4.2.2 Sintese dos hibridos de derivados 4-aminoquinolinicos e AINEs

A sintese dos novos hibridos moleculares (ICEQ, NCEQ, KCEQ, IDAPQ,
NDAPQ, KDAPQ) foram realizadas nos laboratérios do GCaR, seguindo a
metodologia one-pot descrita por Leggio e colaboradores (2016). Em um baldo de
fundo redondo foi adicionado 1 mmol de ibuprofeno (para a formacgéo da ICEQ ou
IDAPQ) ou de naproxeno (para a formacdo da NCEQ ou NDAPQ) ou de cetoprofeno
(para a formacao de KCEQ ou KDAPQ) e solubilizado em 30 mL de diclorometano.
Em seguida, foram adicionados 1 mmol de CEQ (para a formacéao da ICEQ, NCEQ ou
KCEQ) ou de DAPQ (para a formacéao da IDAPQ, NDAPQ ou KDAPQ), 3 mmol de
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trietlamina e 1 mmol de cloreto de tionila. A reagdo foi mantida sob temperatura
ambiente e agitacdo magnética constante por 6-12 h. Apos o término da reacdo, a
solucéo organica foi lavada inicialmente com uma solucdo aquosa acida (HCI 1 M) e,
em seguida, com uma solugdo aquosa béasica (NaOH 1 M). Ent&o, o solvente organico
foi removido por rotaevaporacao, seguido de secagem em alto vacuo, obtendo-se os
produtos ICEQ e NCEQ. Os compostos KCEQ, IDAPQ, NDAPQ e KDAPQ
apresentaram impurezas. Deste modo, foram submetidos a solubilizacdo em 3 mL de
cloroférmio, seguido da adicdo de 30 mL de hexano para induzir a precipitacdo do
produto desejado. O cloroférmio foi recolhido com auxilio de uma pipeta pasteur e o
hexano foi removido a partir de rotaevaporacdo seguido de secagem em alto vacuo,
obtendo-se os produtos puros KCEQ, IDAPQ e NDAPQ. KDAPQ continuou
apresentando impurezas e/ou contaminacbes do meio, necessitando novos

procedimentos para um melhor isolamento que possibilite sua caracterizacao.

4.2.2.1 Sintese da N-(2-((7-cloroquinolin-4-il)Jamino)etil)-2-(4-isobutilfenil)propanami-
da (ICEQ)

Figura 16 - Esquema reacional da sintese da ICEQ.
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Fonte: Autor, 2025.

F. M.: C24H28CIN30O; Massa Molecular: 409,96 g/mol; Ponto de fuséo: 206,7 °C;

Aspecto: solido branco. Rendimento: 41%.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm): 5 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 (g, 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).
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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
(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).

V. (vmax/cm™; KBr): 3307 (v NH), 2923 (vas CH2), 2832 (vs CHz), 1633 (v C=0);
1560 (v C=C), 1521 (5 N-H), 1434 (3s CHz) e 1353 (o CHy).

4.2.2.2 Sintese da N-(2-((7-chloroquinolin-4-il)amino)etil)-2-(6-metdxinaftalen-2-
il)propanamida (NCEQ)

Figura 17 - Esquema reacional da sintese da NCEQ.
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Fonte: Autor, 2025.

F. M.: C2sH24CIN3O2; Massa Molecular: 433,94 g/mol; Ponto de fusdo: 191,8 °C
Aspecto: sdlido branco; Rendimento: 33%.

RMN de H (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 (I, 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 (td, 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 13C (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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L.V. (vmax/cm™L; KBr): 3268 (v NH), 2965 (vas CHz), 2896 (vs CHz), 1635 (v C=0);
1589 (v C=C), 1562 (5 N-H), 1432 (8s CHz) e 1351 (o CHo).

4.2.2.3 Sintese da 2-(3-benzoilfenil)-N-(2-((7-cloroquinolin-4-il)amina)etil)propanami-
da (KCEQ)

Figura 18 - Esquema reacional da sintese da KCEQ.
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Fonte: Autor, 2025.

F. M.: C27H24CIN3O2; Massa Molecular: 457,96 g/mol; Ponto de fusdo: néo

determinado. Aspecto: solido amarelo claro; Rendimento: 19%

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm): 5 1,54 (d, 3H, J = 7,05 Hz, H17): 3,28 (m,
2H, H13); 3,63 (m, 2H, H12); 3,68 (g, 1H, J = 7,05 Hz, H16); 6,14 (d, 1H, J = 5,36 Hz,
H3): 6,53 (sl, 1H, H14): 6,74 (sl, 1H, H11): 7,27 (dd, 1H, J = 2,04 e 8,92 Hz, H6); 7,30
(t, 1H, J = 7,64 Hz, H22); 7,42 (t, 2H, J = 7,80 Hz, 27); 7,54 (m, 3H, H21, H23 e H28);
7,66 (M, 3H, H5 e H26); 7,72 (sl, 1H, H19): 7,83 (d, 1H, J = 2,04 Hz, H8); 8,83 (d, 1H,
J = 5,36 Hz, H2).

RMN de 13C (100 MHz, CDCls, ppm): & 18,52 (C17); 38,74 (C12); 45,37 (C13);
46,77 (C16); 98,13 (C3); 117,12 (C10); 121,93 (C5); 124,55 (C6); 127,95 (C8); 128
(C27); 128,74 (19); 128,83 (C22); 129,28 (C21); 129,98 (C26); 131,37 (C28); 132,74
(C23); 135,00 (C7); 137,12 (C18); 138,07 (C25); 141,54 (C20); 148,63 (C9); 150,18
(C4); 151,51 (C2); 176,63 (C15); 196,63 (C24).

1.V. (vmax/em™; KBr): 3315 (v NH), 2972 (vas CH2), 2883 (vs CHz), 1662 (v C=0);
1560 (v C=C), 1581 (8 N-H), 1429 (5s CH2) e 1382 (o CHbo).
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4.2.2.4 Sintese da N-(3-((7-cloroquinolina-4-il)amino)propil)-2-(4-isobutilfenil)propana-
mida (IDAPQ)

Figura 19 - Esquema reacional da sintese da IDAPQ.
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Fonte: Autor, 2025.

F. M.: C2sH30CIN3O; Massa Molecular: 423,99 g/mol; Ponto de fuséo: 134,5 °C;

Aspecto: sélido branco; Rendimento: 29%.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm): 5 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 (sl, 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 (sl, 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).

LV. (vmadem™; KBr): 3471 (v NH), 2943 (v CHz), 1616 (v C=0); 1566 (v C=C),
1533 (5 N-H), 1489 (5s CHz) e 1394 (o CH2).
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4.2.2.5 Sintese da N-(3-((7-cloroquinolina-4-ilJamino)propil)-2-(6-metéxinaftaleno-2-
il)propanamida (NDAPQ)

Figura 20 - Esquema reacional da sintese da NDAPQ.
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Fonte: Autor, 2025.

F. M.: C26H26CIN3O2; Massa Molecular: 447,96 g/mol; Ponto de fuséo: 155,5 °C;
Aspecto: sélido branco; Rendimento: 22%

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm): & 1,64 (d, 3H, J = 7,20 Hz, H18); 1,70 (m,
2H, H13); 3,29 (m, 4H, H12 e H14); 3,77 (g, 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 (s, 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): 5 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. (vmademL; KBr): 3400 (v NH), 2951 (v CHy), 1612 (v C=0); 1562 (v C=C),
1531 (8 N-H), 1481 (5s CH2) e 1390 (o CH2).
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4.2.2.6 Sintese da 2-(3-benzoilfenil)-N-(3-((7-cloroquinolin-4-il)Jamina)propil)propana-
mida (KDAPQ)

Figura 21 - Esquema reacional da sintese da KDAPQ.
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Fonte: Autor, 2025.

F. M.: C2gH26CIN3O2; Massa Molecular: 471,99 g/mol; Aspecto: solido amarelo

claro; Ponto de fusdo: ndo determinado. Rendimento: ndo determinado.

RMN de 'H (400 MHz, CDCls, ppm) — Dados preliminares: & 1,55 (d, 3H, J =
7,06 Hz, H18); 1,79 (m, H13); 3,33 (m, H12 e H14); 3,75 (q, 1H, J = 7,06 Hz, H17);
6,27 (d, 1H, J = 5,96 Hz, H3); 7,31 (d, 1H, J = 8,96 Hz, H6); 8,04 (d, 1H, J = 8,96 Hz,
H5); 8,27 (d, 1H, J = 5,96 Hz, H2). Os outros sinais de hidrogénio ndo foram capazes
de serem preliminarmente atribuidos.

RMN de 13C (100 MHz, CDCls, ppm) — Dados preliminares: § 18,60 (C18); 28,07
(C13); 36,51 (C12); 39,74 (C14); 46,83 (C17); 98,01 (C3); 128,37 (C28); 130,04 (C29);
152,12 (C2); 175,19 (C16); 196,62 (C25). Os outros sinais de carbono nao foram

capazes de serem preliminarmente atribuidos.

4.3 Caracterizagcdo quimica dos compostos

4.3.1 Equipamentos

As analises de caracterizacdo dos compostos sintetizados foram realizadas a
partir de diferentes técnicas listadas no Quadro 7, utlizando equipamentos
provenientes do Instituto de Quimica e Biotecnologia (IQB) da Universidade Federal
de Alagoas (UFAL) e do Grupo de Catalise e Reatividade Quimica (GCaR/IQB/UFAL).
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Quadro 7 — Técnicas espectroscépicas e seus respectivos equipamentos utilizados

Técnica Analitica Equipamento

_ Espectrometro Bruker Avance
Espectroscopia de .
o 400, operando na frequéncia de
Ressonancia IQB/UFAL
400,130 MHz para RMN de 'H e

100,613 MHz para RMN de 3C

Espectroscopia no Espectrofotdmetro FT-IR Varian

Magnética Nuclear

GCaR/IQB/UFAL
Infravermelho 640-IR

Cromatografo a gas acoplado a

Espectrometria de R
espectrometro de massas (CG- GCaR/IQB/UFAL

Massas .
EM) Shimadzu QP2010.
Analise Analisador Térmico Simultaneo
o GCaR/IQB/UFAL
Termogravimetrica SDT 650 — TA Instruments

Fonte: Autor, 2025.

4.3.2 Preparacao das amostras

4.3.2.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Para a andlise por RMN de 'H, '3C, COSY e HSQC, foram pesados
aproximadamente 15 mg de cada composto. As amostras foram dissolvidas em
cloroférmio deuterado (CDCIs) ou metanol deuterado (CD30OD), sendo adicionado uma
gota de agua deuterada (D20) quando necesséario. Os espectros foram obtidos
utilizando tetrametilsilano (TMS) como padrao interno. Os deslocamentos quimicos (3)
foram expressos em partes por milh&o (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).

4.3.2.2 Espectroscopia no Infravermelho (1V)

Para a analise dos compostos por espectroscopia na regiao do infravermelho

médio foi utilizado espectrofotdbmetro de infravermelho por transformada de Fourier
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(IVTF): Nicolet IR200 (Thermo Scientific). Foi utilizado método de transmissédo e as
amostras foram preparadas em pastilhas de brometo de potassio (KBr). A analise
resultou em 64 varreduras numa resolucdo de 4 cm™. Os espectros foram

apresentados na regido de 4000 a 400 cm™.

4.3.2.3 Espectrometria de Massas

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

introduzido no espectrometro de massas.

4.3.2.4 Andlise Termogravimétrica (TGA) e Calorimetria Exploratoria Diferencial
(DSC)

As analises termogravimétricas (TGA) e de calorimetria exploratéria diferencial
(DSC) foram realizadas com o objetivo de avaliar a estabilidade térmica e o
comportamento de fusdo dos compostos sintetizados. Os experimentos foram
conduzidos em um analisador térmico, utilizando cadinhos de alumina com volume de
70 uL e uma massa de amostra de aproximadamente 6 mg. Para as andlises, foi
empregada uma atmosfera oxidante (20% de Oz em N2) como gés de arraste, com
fluxo constante de 50 mL/min, no intervalo de temperatura de 25-700 °C, com uma
taxa de aquecimento controlada de 10 °C/min. A TGA foi utilizada para determinar a
variagdo de massa dos compostos em funcdo da temperatura, fornecendo
informagdes sobre a decomposicdo térmica e a estabilidade térmica. A analise de
DSC foi empregada para a identificacdo de eventos térmicos, como o ponto de fuséo,
transicbes de fase e decomposicdo. Os termogramas podem ser observados no
Apéndice B (pag. 133).

4.4 Avaliacao in silico

A avaliacdo in silico das propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e
toxicologicas dos compostos sintetizados foi realizada utilizando as ferramentas
SwissADME (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). e OSIRIS Property Explorer

(SANDER, 2017). As estruturas moleculares dos compostos foram desenhadas e
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otimizadas utilizando softwares apropriados e, posteriormente, salvas no formato
SMILES (Simplified Molecular Input Line Entry System). Os arquivos SMILES foram
utilizados como entrada para as ferramentas computacionais.

O SwissADME foi utilizado para calcular as propriedades relacionadas a
farmacocinética e a biodisponibilidade oral. Entre os parametros analisados,
destacam-se o perfil de absorcdo gastrointestinal (Gl), a permeabilidade pela
membrana hematoencefalica (BBB), e o efeito na metabolizacéo pelo citocromo P450.
Além disso, o modelo preditivo de Lipinski foi aplicado para verificar a conformidade
dos compostos com os critérios de drug-likeness, junto da solubilidade em &gua (Log
S) e da area da superficie polar topologica (TPSA). No OSIRIS Property Explorer
foram avaliados os perfis toxicolégicos dos compostos, com énfase em parametros

como mutagenicidade, carcinogenicidade, teratogenicidade e irritabilidade.

4.5 Avaliacao do potencial anti-inflamatério

O potencial anti-inflamatério das substancias sintetizadas foi realizado e
avaliado junto ao Laboratoério de Farmacologia e Terapéutica Experimental (LAFTE)

da Faculdade de Farmécia da Universidade Federal da Bahia (UFBA).

4.5.1 Preparo das amostras

As substéancias foram diluidas em DMSO 5% para formar uma solu¢cdo mée na
concentracdo de 10 mM (para diluicBes posteriores). As substancias foram testadas
nas concentracoes de 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 uM nos ensaios de
citotoxicidade e em concentragfes distintas entre os compostos, na faixa de 3,125-

100 pM, na avaliacdo da inibicdo da producéao de NO.

4.5.2 Cultura de macrofagos J774

Foram utilizados macrofagos 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 solugéo
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
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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
plagueadas em placas de cultura de 96 pocos a 2 x 10° células por 0,2 mL por poco.
Por fim, os macréfagos foram submetidos ao protocolo de determinacdo de

citotoxicidade e producéo de oxido nitrico, conforme descrito a seguir.

4.5.3 Avaliacdo da citotoxicidade dos compostos frente a macréfagos J774

Macréfagos (2 x 10° células/pogo) foram incubados em placas de 96 pocos, em
meio DMEM suplementado com 10% de SBF e 1% de uma solucdo antibidtica 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 adeséo a placa. As substancias, ou veiculo, foram adicionadas
as placas em sete concentracbdes variando de 3,125 a 200 uM em ftriplicata, e as
placas foram incubadas por 72 horas. Foram adicionados 20 uL/pog¢o 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).

4.5.4 Quantificacdo da producao de oxido nitrico (NO) em macréfagos da linhagem
J774 estimulados com LPS + INFy

Para a determinacdo dos niveis de oxido nitrico, as células foram semeadas
em placas de 96 pocos (2 x 10° células/poco) em meio DMEM suplementado com
10% de SBF e 1% de uma solugéo antibiética Pen-Strep® (Gibco, EUA), durante 2 h
a 37 °C e 5% COa2. As células foram estimuladas com LPS (500 ng/mL) + IFN-y (5
ng/mL) na presenca dos compostos em diferentes concentracdes (3,125 a 200 uM),
veiculo ou dexametasona (padrédo ouro), e incubadas a 37 °C. Os sobrenadantes
livres de células foram coletados 24 horas apds para quantificagdo de nitrito. A
guantificacdo de nitrito nas amostras, indicativo dos teores de Oxido nitrico, foi
realizada pelo método de Griess (GREEN et al., 1982). A absorbancia foi determinada

em leitor de ELISA (Spectramax), com filtro de 570 nm. As analises foram realizadas
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no Software Softmax 4.3.1. Os resultados foram expressos em PM de nitrito, tendo
por base uma curva padréo de nitrito de sédio com concentragao inicial de 400 pM
(ESPIRITO-SANTO et al., 2017).

4 5.5 Andlise estatistica

As amostras foram avaliadas segundo ANOVA one-way seguida do pos-teste
de Tukey. *p<0,05 em comparagcdo com o controle negativo na avaliagdo da
citotoxicidade e em comparacéo ao controle positivo sem tratamento na avaliagao da
producdo de Oxido nitrico. Todas as anadlises estatisticas foram feitas utilizado o
software GraphPad Prism ® v 8.0.2 (GraphPad Prism Software Inc. San Diego, CA,

USA, https://lwww.graphpad.com/scientific-software/prism/).



55

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Sintese e caracterizacdo dos derivados 4-aminoquinolinicos

O anel quinolinico (Figura 9, pag. 30) € um heterociclo no qual a presenca do
atomo de nitrogénio resulta numa deficiéncia de elétrons pi no sistema aromético do
anel. Este efeito estéreo-eletrénico gera cargas parciais positivas nas posicoes a ey,
tornando estas posi¢cdes mais suscetiveis a ataques nucleofilicos. Assim, é bastante
comum encontrarmos na literatura estudos envolvendo a sintese e avaliagdo de
derivados substituidos na posi¢do 4 ou 2 (AHMAD, 2006).

Os substituintes etilenodiamina e 1,3-diaminopropano séo estruturas com uma
pequena cadeia de carbonos e com grupamentos aminas em suas extremidades,
logo, o ataque nucleofilico é facilitado no anel quinolinico, gerando a formacédo de
derivados 4-aminoquinolinicos que puderam ser utilizados posteriormente para a
hibridizacdo com AINEs derivados do &cido propiénico. A substituicdo do anel
qguinolinico na posicdo 4 com a etilenodiamina resultou na formacédo de CEQ,
enguanto a substituicdo com o 1,3-diaminopropano formou DAPQ. A Figura 22 mostra
0 mecanismo de reacdo que ocorre para a formacdo dos derivados 4-

aminoquinolinicos sintetizados através de substituicdo nucleofilica aromatica (SNar).

Figura 22 - Mecanismo de reacdo para formacéo dos derivados 4-aminoquinolinicos
via SNar.
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Fonte: Autor, 2025.

A sintese dos derivados 4-aminoquinolinicos (CEQ e DAPQ) foi confirmada
através de RMN de hidrogénio, nos quais os valores de deslocamento quimico e
multiplicidades encontram equivalentes aos dados ja reportados para estas estruturas
na literatura (ALMEIDA, 2014; CASAGRANDE et al., 2010). Os dados referentes a
CEQ podem ser encontrados no espectro mostrado na Figura 23 e suas designacfes

na Tabela 1, enquanto os dados referentes a DAPQ podem ser encontrados na Figura
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24 e Tabela 2. E importante ressaltar que os sinais dos hidrogénios das aminas no
sdo possiveis de serem visualizados nos espectros devido sua alta capacidade de

troca com o deutério nos solventes utilizados para a solubilizacdo da amostra.

Tabela 1 — Dados atribuidos no RMN de 'H (400MHz) da CEQ em CDsOD.

d (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicdo
2,85 t 2 6,40 H13
3,32 t 2 6,40 H12
6,44 d 1 5,68 H3
7,28 dd 1 2,20 e 8,98 H6
7,65 d 1 2,20 H8
7.99 d 1 8,98 H5
8.23 d 1 5,68 H2

Fonte: Autor, 2025.

Tabela 2 - Dados atribuidos no RMN de *H (400MHz) da DAPQ em CDsOD.

o (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
1,91 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 2,11 e 8,95 H6
7,77 d 1 2,11 H8
8,08 d 1 8,95 H5
8,35 d 1 5,63 H2

Fonte: Autor, 2025.

Sendo entdo confirmada a formacdo dos derivados 4-aminoquinolinicos,
procedeu-se para a sintese e caracterizacdo dos compostos hibridos entre estes e 0s

AINESs selecionados.
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Figura 23 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz) da CEQ em CDsOD.
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Figura 24 - Espectro de RMN de *H (400 MHz) da DAPQ em CDsOD.
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5.2 Sintese e caracterizagcao dos hibridos de derivados 4-aminoquinolinicos e
AINEs

Os AINEs selecionados para hibridizagdo com os derivados 4-
aminoquinolinicos foram o ibuprofeno, naproxeno e cetoprofeno, pertencentes a
classe dos derivados do acido propridnico ou propionatos. Todos possuem uma
carboxila que é funcionalizada para que seja facilitada a reacdo quimica entre ambos
compostos.

Essa funcionalizacdo da carboxila nos AINEs e a presenga de uma amina
terminal dos derivados 4-aminoquinolinicos permite a conjugacédo dos fragmentos a
partir dessas porc¢des e formacdo de uma ligacdo amida. Para isto, as metodologias
procuradas para que esta reacdo fosse possivel se basearam em formacdo de
amidas. Assim, a metodologia escolhida foi a reportada por Leggio e colaboradores
(2016), baseada numa abordagem one-pot, onde todos os reagentes séo adicionados

em recipiente unico.

Figura 25 — Mecanismo de reacdo proposto para formacdo de amidas com auxilio de
cloreto de tionila e trietilamina.
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Fonte: Autor, 2025.

O mecanismo reacional proposto (Figura 25) envolve a transformacdo da
carboxila em uma espécie mais reativa, o cloreto de acila, que ocorre apos a adi¢ao
de cloreto de tionila ao meio. Este cloreto de acila acopla-se a amina terminal do
derivado aminoquinolinico, gerando o composto hibrido a partir da formacéo da

ligagéo amida.
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5.2.1 Caracterizagéo da ICEQ.

O primeiro hibrido sintetizado e caracterizado foi ICEQ. Foram analisados os
dados obtidos por RMN de 'H e, como era uma molécula de descricdo inédita na
literatura até a publicacéo pelo presente grupo de pesquisa (DA SILVA NETO et al.,
2022), os espectros de seus precursores (CEQ — Figura 23; ibuprofeno — Apéndice C,
pag. 134) foram analisados em conjunto para um melhor auxilio nos sinais
encontrados.

Junto a isso, para que os sinais de hidrogénio fossem identificados de forma
inequivoca, também foram utilizadas analises por RMN bidimensional (COSY -
Correlated Spectroscopy), a qual é capaz de identificar constantes de acoplamento Js3
e Js entre 'H-'H (Apéndice D, pag. 135). O espectro de RMN de 'H pode ser visto na
Figura 26 e os valores de deslocamento quimico em detalhes podem ser encontrados
na Tabela 3. Ampliacdes do espectro podem ser observadas no Apéndice E (pag.
136).

Tabela 3 - Dados atribuidos no RMN de *H (400 MHz) da ICEQ em CDCls.

d (ppm)  Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicé&o
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 2 8,07 H20 e H20’
7,13 d 2 8,07 H19 e H19’
7,35 dd 1 2,13e 8,91 H6
7,75 d 1 8,91 H5
7,9 d 1 2,13 H8
8,4 d 1 5,51 H2

Fonte: Autor, 2025.
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Figura 26 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz) da ICEQ em CDCls.
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Os deslocamentos quimicos atribuidos ao anel quinolinico e ao anel aromatico
proveniente do fragmento do ibuprofeno foram observados em 6 = 6,19 ppm e na faixa
entre 8 = 7,01 e 8,40 ppm. E relevante destacar que os sinais em § = 7,01 e 7,13 ppm,
cada um integrando a dois hidrogénios, correspondem aos hidrogénios aromaticos do
fragmento do ibuprofeno. Esses sinais sdo caracteristicos de anéis aromaticos para-
substituidos, sendo os hidrogénios 19 e 19’ espectroscopicamente equivalentes,
assim como os hidrogénios 20 e 20’. Essa disposigdo em dois sinais dupletos é uma
caracteristica padrao para anéis aromaticos para-substituidos (PAVIA et al., 2010),
fato confirmado pelos valores da constante de acoplamento (J), que para ambos os
sinais apresentaram Js = 8,07 Hz, dentro da faixa esperada para acoplamentos em
posicao orto (Jorto).

Os demais sinais aroméaticos estdo associados aos cinco hidrogénios presentes
no anel quinolinico. A multiplicidade desses sinais manteve-se inalterada em relacéo
ao espectro de RMN de 'H de CEQ, embora os valores de deslocamento quimico
tenham sofrido pequenas alteracbes, permanecendo dentro da mesma regido
espectral. Essa consisténcia nos deslocamentos e multiplicidades reforga a eficiéncia
do processo de sintese do hibrido.

No que diz respeito aos hidrogénios alifaticos, os do fragmento ibuprofeno
preservaram suas multiplicidades, ainda que tenham apresentado deslocamentos
quimicos modificados (H16, H22, H23 e H24/H24’). Por outro lado, os hidrogénios
alifdticos metilénicos do fragmento CEQ apresentaram ndo apenas alteracdes nos
deslocamentos quimicos (6 = 3,30 e 3,63 ppm), mas também uma multiplicidade
indefinida, caracterizada por multipletos com desdobramentos ndo completamente
elucidados. Esse comportamento € explicado pela presenca de um centro quiral no
carbono C16, que torna os hidrogénios metilénicos geminais espectroscopicamente
nao equivalentes, configurando-se como hidrogénios diastereotopicos (PAVIA et al.,
2010).

A Figura 27 ilustra como esses hidrogénios sao identificados de maneira
distinta no espectro, sendo classificados como Ha, Hs, Hc e Hp, com constantes de
acoplamento tanto vicinais (J3) quanto geminais (J2). A identificacdo desses
hidrogénios metilénicos diastereotopicos foi confirmada por meio do mapa estrutural
gerado na andlise de correlacdo de RMN de H-H (COSY), apresentado no Apéndice
D (pag. 135). Nesta analise, os sinais correspondentes, além de exibirem acoplamento
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geminal (J2) entre si, também demonstraram acoplamentos vicinais (J°) com os

hidrogénios e nitrogénios dos carbonos adjacentes.

Figura 27 - Estrutura quimica da ICEQ evidenciendo o centro quiral e os hidrogénios
diastereotdpicos.
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Fonte: Autor, 2025.

Diferentemente do observado para os hidrogénios das aminas no espectro de
CEQ, os hidrogénios correspondentes em ICEQ puderam ser identificados nos
deslocamentos quimicos em & = 6,24 e 6,69 ppm. Essa detecc¢ao foi possivel devido
a utilizacdo de diferentes solventes de andlise (cloroférmio deuterado para ICEQ e
metanol deuterado para CEQ). Esses mesmos sinais desapareceram apos a adicao
de agua deuterada (D20) a amostra, conforme ilustrado no Apéndice F (pag. 137). A
literatura descreve que hidrogénios acidos, como O-H e N-H, sdo prontamente
trocados por deutério na presenca de solventes deuterados que também possuem
hidrogénios acidos (PAVIA et al., 2010). Além disso, ambos 0s sinais integraram
apenas 1 hidrogénio, evidéncia que confirma a formacé&o do hibrido, dado que a amina
primaria terminal reagiu com a funcéo carboxila para a formacao da amida.

Apés a identificacdo inequivoca dos hidrogénios de ICEQ, procedeu-se a
andlise do espectro de RMN de '3C da amostra. Para facilitar a atribuicdo dos
carbonos, utilizou-se a técnica de Espectroscopia de Correlacdo Heteronuclear de
Quantum Unico (HSQC — Heteronuclear Single Quantum Coherence Spectroscopy),
uma abordagem bidimensional que correlaciona os acoplamentos diretos (J1) entre
nlcleos heteronucleares, neste caso, 'H-13C. Os mapas estruturais gerados por esta
analise estdo apresentados no Apéndice G (pag. 138). Além disso, os espectros de
RMN de 3C dos precursores (ibuprofeno e CEQ) foram comparados para auxiliar na
identificacéo inequivoca dos carbonos em ICEQ. O espectro de RMN de *3C de ICEQ
estd pode ser observado na Figura 28, e os deslocamentos quimicos atribuidos aos

respectivos carbonos encontram-se descritos na Tabela 4.
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Figura 28 - Espectro de RMN de 3C (100 MHz) da ICEQ em CDCls.
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Tabela 4 - Dados atribuidos no RMN de *3C (100 MHz) da ICEQ em CDCls.
8 (ppm) Atribuicdo & (ppm) Atribuicéo

18,43 C17 127,25 C19
22,32 C24 127,93 C8
30,11 C23 129,73 C20
38,8 C12 135,12 c7
44,93 Cc22 137,9 C18
45,74 C13 141,06 c21
46,6 C16 148,56 C9
98,05 C3 150,35 c4
117,15 C10 151,4 Cc2
122,15 C5 177,77 C15
125,55 C6 - -

Fonte: Autor, 2025.

Os oito carbonos alifaticos presentes no hibrido foram identificados nos
deslocamentos quimicos entre & = 18,43 e 46,60 ppm, enquanto 0s quinze carbonos
aromaticos foram observados na faixa de 6 = 98,05 a 151,40 ppm. O ultimo sinal, de
deslocamento quimico em & = 177,77 ppm, foi atribuido a carbonila da amida,
localizado em regido de campo baixo devido a ligacdo dupla a um atomo altamente
eletronegativo (oxigénio).

Para complementar a caracterizacdo por RMN, realizou-se a analise
espectroscépica na regido do infravermelho médio (V) do hibrido ICEQ e de seus
precursores. O espectro de FTIR dos compostos esta apresentado na Figura 29.

Os espectros de infravermelho do ibuprofeno e de CEQ foram comparados com
os dados reportados na literatura, apresentando resultados compativeis com 0s
obtidos neste estudo (ALMEIDA, 2014; GARRIGUES; GALLIGNANI; DE LA
GUARDIA, 1993). Observou-se que a banda de vibracdo correspondente ao
estiramento O-H (3072 cm™), presente no ibuprofeno, desapareceu em ICEQ. De
forma semelhante, as bandas de vibracao de estiramento simétrico e assimétrico das
aminas primarias (3201 cm™ e 3122 cm™), detectadas em CEQ, também néo foram
observadas no produto. No entanto, no espectro de ICEQ, foi registrada uma banda
caracteristica do estiramento de aminas secundarias (3271 cm™) e a vibragdo de
estiramento da carbonila (C=0) deslocou-se da regido caracteristica de &cidos

carboxilicos (1700 cm™) no ibuprofeno para a regido de amidas (1635 cm™). Essas
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alteracdes espectrais confirmam a sintese bem-sucedida do hibrido, indicando a

formacédo da ligacdo amida.

Figura 29 - — Espectro no Infravermelho de ICEQ e seus precursores.
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A Tabela 5 mostra os valores de vibracdo das principais bandas em ICEQ e

seus precursores que indicam a formacgao da ligagdo amida.

Tabela 5 - Bandas das principais func¢@es analisadas nos espectros de infravermelho

da ICEQ e seus precursores.

Composto vas NH2 vs NH2
lbuprofeno - - - 3072 cm*t 1700 cm™?
CEQ 3307 cm? 3201 cm? 3122 cm? - -
ICEQ 3271 cm i i i 1635 cm

Fonte: Autor, 2025.

Por fim, ICEQ foi analisado por espectrometria de massas, cujo espectro obtido

pode ser visto na Figura 30. O sinal do ion molecular maximo foi observado em m/z =

409, correspondente a massa exata do hibrido formado (409,19). Além disso, no

espectro podem ser observados valores de m/z correspondentes a fragmentos do

composto, sendo apresentadas algumas de suas respectivas estruturas quimicas

provaveis.
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Figura 30 - Espectro de massas de ICEQ.
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5.2.2 Caracterizacdo da NCEQ.

Apods a sintese bem-sucedida de ICEQ, deu-se continuidade a sintese dos
hibridos, envolvendo a reacdo entre CEQ e o naproxeno, resultando na formacéo de
NCEQ. O mecanismo reacional proposto para essa sintese ¢ o mesmo ilustrado na
Figura 25, baseando-se na formacdo de uma ligacdo amida. Novamente, a
caracterizacéo inicial foi conduzida por meio de analises de RMN de *H. Como NCEQ
€ uma molécula inédita, seu espectro foi comparado aos das moléculas precursoras
(CEQ — Figura 23; naproxeno — Apéndice H, pag. 139). Além disso, para uma
determinacao inequivoca dos hidrogénios, foi empregada a técnica de correlacdo
bidimensional COSY (*H-H), com o mapa estrutural apresentado no Apéndice | (pag.
140). O espectro de RMN de 'H de NCEQ e as atribuicdes dos hidrogénios
correspondentes podem ser encontrados na Figura 31 e na Tabela 6,

respectivamente. Ampliagdes do espectro estédo disponiveis no Apéndice J (pag. 141).
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Figura 31 - Espectro de RMN de *H (400 MHz) da NCEQ em CDCls.
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Tabela 6 - Dados atribuidos no RMN de 'H (400 MHz) da NCEQ em CDCls.

8 (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicdo
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 - H11
7,00 d 1 2,45 H19
7,08 dd 1 2,45 e 8,86 H20
7,25 dd 1 2,15e8,91 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, 2025.

Os deslocamentos quimicos em & = 6,03 ppm e na faixa de 6 = 7,00 a 8,22
ppm foram atribuidos aos hidrogénios dos sistemas aromaticos do anel quinolinico e
do fragmento naproxeno. A andlise comparativa com os espectros de RMN de 'H de
CEQ e ICEQ permitiu identificar inequivocamente os hidrogénios do anel quinolinico,
com os seguintes deslocamentos e multiplicidades: H2 (5 = 8,22 ppm), H3 (5 = 6,03
ppm), H5 (6 = 7,71 ppm), H6 (6 = 7,25 ppm) e H8 (& = 7,88 ppm). Ja os hidrogénios
aromaticos do fragmento de naproxeno necessitaram a determinacdo através do
mapa de estruturas de correlacdo dos acoplamentos Js e J4 obtido pelo COSY, que
revelou leves alterac6es nos deslocamentos em relacdo ao espectro de RMN de 'H
do proprio naproxeno.

Uma das principais diferencas do ibuprofeno para o naproxeno € a presenca
de uma metoxila neste ultimo, que esta ligada ao sistema aromatico. Neste caso,
espera-se um sinal em simpleto para estes hidrogénios metilicos em uma regido de
campo mais baixo devido a sua proximidade ao atomo eletronegativo (O). No hibrido
sintetizado, NCEQ, este sinal pode ser observado com o deslocamento de & = 3,88
ppm, similar ao deslocamento apresentado pelo préprio naproxeno. Ja os hidrogénios

metilicos (17) e metinicos (16) também apresentaram deslocamento quimicos
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similares ao naproxeno, juntamente com as caracteristicas multiplicidades e valores
de constante de acoplamento (J), sendo determinados inequivocamente.

Ainda considerando as cadeias alifaticas, os hidrogénios metilénicos (H12 e
H13) aparecem novamente como multiplicidade indefinida devido a presenca no
centro quiral em C16. Esses hidrogénios sao diastereotépicos, nos quais 0S
hidrogénios geminais ndo sao espectroscopicamente equivalentes, similar ao
observado na Figura 27. Seus deslocamentos quimicos sdo de 6 = 3,25 e 3,64 ppm.
A confirmacédo dessas atribuic@es foi feita através do mapa de estrutura da analise de
correlacdo de RMN de 'H-'H (COSY), mostrado no Apéndice I, que também
evidenciou os acoplamentos geminais e vicinais.

Os hidrogénios das aminas podem ser observados como os simpletos largos
de deslocamento 6 = 6,55 e 6,94 ppm, similar ao observado em ICEQ. Novamente, o
teste de adicdo de 4gua deuterada (D20) também foi realizado a fim de confirmar se
estes sinais correspondiam a hidrogénios acidos. O espectro com a adicdo de D20
pode ser observado no Apéndice K (pag. 142).

Apbés a determinacdo inequivoca dos hidrogénios de NCEQ, foram
identificados os carbonos do composto através do RMN de 3C. Mais uma vez, a
técnica bidimensional de RMN de 'H-3C (HSQC) foi utilizada para auxiliar a
identificacdo. Os mapas de estrutura podem ser encontrados no Apéndice L (pag.
143). Além disso, o espectro de RMN de *C de NCEQ também foi comparado aos
espectros dos reagentes CEQ e naproxeno descritos na literatura (AL-SHAMMARY;
MIAN; MIAN, 1992; ALMEIDA, 2014). para uma melhor determinacdo dos carbonos
ndo hidrogenados. A Figura 32 apresenta o espectro de RMN de '3C de NCEQ,
enquanto a Tabela 7 apresenta os valores de deslocamentos quimicos juntamente

com o0s carbonos atribuidos.



Figura 32 - Espectro de RMN de **C (100 MHz) do NCEQ em CDCls.
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Tabela 7 - Dados atribuidos no RMN de *3C (100 MHz) da NCEQ em CDCls.

d (ppm) Atribuicéo S (ppm) Atribuicéo
18,34 C17 127,50 cs8
38,67 C12 127,65 C25
45,60 C13 128,85 c21
46,84 C16 129,09 C26
55,35 Cc28 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 C6 157,83 C22
125,98 C24 177,62 C15
126,10 C23 - -

Fonte: Autor, 2025.

Os sinais dos 25 carbonos podem ser vistos no espectro acima, dos quais 0s
deslocamentos dos 5 carbonos alifaticos encontram-se em & = 18,34 a 55,35 ppm,
enquanto os deslocamentos dos 18 carbonos aromaticos encontraram-se em 6 =
98,00 a 157,83 ppm. Assim como a ICEQ, o ultimo sinal de carbono para a NCEQ,
com deslocamento de 6 = 177,62 ppm, é referente a carbonila da amida, tendo este
deslocamento em regido de campo baixo devido a dupla ligagédo com o oxigénio.

Para complementar a caracterizacédo estrutural de NCEQ, foi realizada a
espectroscopia na regido do infravermelho médio (IV). A Figura 33 apresenta 0s
espectros de IV do naproxeno, CEQ e NCEQ. Os espectros de naproxeno e CEQ
foram comparados aos dados reportados na literatura, demonstrando elevada
semelhanca e confirmando as estruturas dos compostos precursores (AL-
SHAMMARY; MIAN; MIAN, 1992; ALMEIDA, 2014).

Na analise de IV de NCEQ, foram identificadas bandas caracteristicas que
confirmam a formacgéao da ligagédo amida, validando a hibridizag&o entre os fragmentos
de partida. Foi observado o desaparecimento da banda de vibracdo do estiramento
O-H do naproxeno (3168 cm?), assim como o deslocamento da banda da ligacdo C=0
da regiao de &cidos carboxilicos do naproxeno (1708 cm™) para a regido de amidas
em NCEQ (1635 cm™). Adicionalmente, a banda de estiramento da ligacdo N-H de
aminas secundarias, presente em CEQ (3307 cm™), foi preservada em NCEQ,

embora as bandas do estiramento simétrico e assimétrico de aminas primarias de
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CEQ (3201 cm™ e 3122 cm™) tenham desaparecido. Esses resultados corroboram a

formacao da ligacdo amida, confirmando a sintese bem-sucedida do hibrido.

Figura 33 - Espectro no Infravermelho de NCEQ e seus precursores.

_ OO
B Naproxeno
oL o
é = e P TN T e S o~ _-NH,
N P Vo WY e Y HIN
g - \ W . [fanf* L | ,'wl"‘\v
o |V \ ;"w il | X
Sr I cl N
|
El | CEQ
c
E [T T ™ M Y N
— \ . ""Iﬂl P T I N I A~
i \\,‘ //\/"\«,Jf/ “r-"“ NW W u“l A 1|r VU\‘AI / “ J HN I OO
\/ / I\ V
I ( o
- ul U' _ \
Cl N
1 | ! | 1 | ! | 1 | 1 | 1 | NCEQ

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500
Numero de onda (cm™)

Fonte: Autor, 2025.

A Tabela 8 apresenta os valores em numero de onda das vibragbes das

principais bandas discutidas para a confirmacdo da estrutura de NCEQ.

Tabela 8 - Bandas das principais funcfes analisadas nos espectros de infravermelho
da NCEQ e seus precursores.

Composto vas NH2 vs NH2
Naproxeno - - - 3168 cmt 1708 cm?
CEQ 3307 cm™? 3201 cm? 3122 cm? - -
NCEQ 3268 cm™? - - - 1635 cm?

Fonte: Autor, 2025.

Por fim, a espectroscopia de massas foi realizada para concluir a
caracterizacdo de NCEQ. O espectro obtido, apresentado na Figura 34, revelou um
sinal maximo de ion molecular com m/z = 433 (M+*), compativel com a massa exata
de NCEQ (433,16 g/mol). Além disso, o espectro também apresentou sinais de m/z
correspondentes a fragmentos produzidos, com possiveis estruturas atribuidas a cada
valor de massa, evidenciando a integridade do composto sintetizado e a consisténcia
da analise estrutural.



Figura 34 - Espectro de massas de NCEQ.
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5.2.3 Caracterizacédo de KCEQ

Com o processo de sintese e 0 mecanismo reacional j& bem estabelecido, o

hibrido entre cetoprofeno e CEQ, KCEQ, foi sintetizado e caracterizado. O espectro
de RMN de 'H de KCEQ pode ser visto na Figura 35 e suas ampliagcdes no Apéndice

M (pag. 144), enquanto a Tabela 9 contém os dados referentes a cada sinal atribuido.

Pela presenca de sinais sobrepostos e/ou de multiplicidade indefinida, o RMN de ‘H-
'H (COSY) foi conduzido e analisado, tendo seu mapa de estruturas apresentados no

Apéndice N (pag. 145). Assim como os outros hibridos apresentados neste estudo, a

estrutura produzida € inédita e por esta razdo, os espectros obtidos também foram

verificados junto aos de seus precursores (CEQ — Figura 23, cetoprofeno — Apéndice

O, pag. 146).
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Figura 35 - Espectro de RMN de *H (400 MHz) da KCEQ em CDCls.
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Tabela 9 - Dados atribuidos no RMN de 'H (400 MHz) da KCEQ em CDCls.

6 (ppm) Multiplicidade Integral J (H2) Atribuicao
1,54 d 3 7,05 H17
3,28 m 2 - H13
3,63 m 2 - H12
3,68 q 1 7,05 H16
6,14 d 1 5,36 H3
6,53 sl 1 - N-H14
6,74 sl 1 - N-H11
7,27 dd 1 2,04 e 8,92 H6
7,30 t 1 7,64 H22
7,42 t 2 7,8 H27
7,54 m 3 - H21, H23 e H28
7,66 m 3 - H5 e H26
7,72 sl 1 - H19
7,83 d 1 2,04 H8
8,34 d 1 5,36 H2

Fonte: Autor, 2025.

Os deslocamentos quimicos em 6 = 1,54 e 3,68 ppm correspondem,
respectivamente, aos hidrogénios metilico e metilénico do fragmento cetoprofeno.
Esses sinais podem ser identificados de forma inequivoca devido as multiplicidades
caracteristicas e aos deslocamentos quimicos semelhantes aos dos compostos
analisados previamente. Tal similaridade ocorre em virtude de os nucleos estarem
mais desblindados, resultado da proximidade com uma das carbonilas presentes na
estrutura. Os hidrogénios metilénicos do fragmento CEQ, H12 (5 = 3,63 ppm) e H13
(6 = 3,28 ppm), apresentam-se novamente como diastereotopicos. Essa caracteristica
€ evidenciada pela multiplicidade indefinida, que resulta da sobreposi¢cdo dos sinais
de hidrogénios geminais, 0s quais sao espectroscopicamente distintos no ambiente
guimico analisado. Adicionalmente, os sinais das aminas mantém seu padrao
caracteristico, sendo observados como simpletos largos nos deslocamentos quimicos
em 6 = 6,53 e 6,74 ppm, corroborando os dados obtidos em compostos semelhantes
e reforcando a consisténcia das analises realizadas.

O desafio na caracterizacdo por RMN de 'H para KCEQ, foi a identificacédo
dos hidrogénios aromaticos de ambos os fragmentos hibridizados. Os deslocamentos
guimicos encontram-se em regido caracteristica (6 = 6,14 e 7,27-8,34 ppm), mas

devido a sobreposi¢cdo dos sinais de alguns dos hidrogénios dos sistemas, a
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determinacdo inequivoca de cada um so foi possivel apos a andlise do mapa de
estruturas de correlacdo dos acoplamentos Js e J4 obtida através do COSY (Apéndice
N, pag. 145).

O primeiro e ultimo sinal dos hidrogénios aromaticos podem ser vistos como
caracteristicos dos hidrogénios H2 (8,34 ppm) e H3 (6,14 ppm) do anel quinolinico,
sendo comprovados inclusive por suas constantes de acoplamento (J = 5,36 Hz). O
hidrogénio H6 (7,27 ppm) do anel quinolinico apresenta-se, como esperado, em
multiplicidade de duplo dupleto e suas duas constantes de acoplamento Js = 8,92 Hz
e Ja = 2,04 Hz torna facil a identificagédo inequivoca de H5 (7,66 ppm) e H8 (7,83 ppm),
respectivamente.

Alguns hidrogénios do sistema aromatico do fragmento cetoprofeno
encontram-se sobrepostos, mas a analise das integrais dos sinais e a ressonancia por
COSY mostraram que: H19 (7,72 ppm), que poderia ser observado como um dupleto
com uma constante de acoplamento pequena € visto como um sinal em simpleto largo.
H21 e H23 encontram com sinais sobrepostos juntamente com H28 (7,54 ppm),
enquanto H22 (7,30 ppm), com o nucleo um pouco mais blindado que os anteriores,
€ observado como um esperado tripleto. O sinal de H26 (7,66 ppm), 2 hidrogénios
espectroscopicamente equivalentes, encontra-se sobreposto com o sinal de H5, mas
identificado por sua integral e correlacfes de acoplamento. H27 (7,42 ppm) tem sua
forma predita em tripleto e integra os dois hidrogénios que sé&o espectroscopicamente
equivalentes.

Em seguida, a determinacédo inequivoca dos carbonos de KCEQ observados
no espectro de RMN de *3C foi feita através da andlise do mapa de estrutura da
correlagdo *H-3C (HSQC) (Apéndice P, pag. 147) e da comparacdo com sinais de
carbonos nos espectros das estruturas precursoras: cetoprofeno (SMITH; BABU,
2009) e CEQ (ALMEIDA, 2014). A Figura 36 apresenta o espectro de RMN de 3C de

KCEQ e a Tabela 10 atribui os carbonos que cada sinal observado.
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Figura 36 - Espectro de RMN de *C (100 MHz) do KCEQ em CDCls.
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Tabela 10 - Dados atribuidos no RMN de *3C (100 MHz) da KCEQ em CDCls.
O (ppm) Atribuicdo & (ppm) Atribuicdo

18,52 C17 129,98 C26
38,74 C12 131,37 C28
45,37 C13 132,74 C23
46,77 C16 135,00 Cr
98,13 C3 137,12 C18
117,12 C10 138,07 C25
121,93 C5 141,54 C20
125,44 C6 148,63 C9
127,95 C8 150,18 C4
128,36 c27 151,51 C2
128,74 C19 176,63 C15
128,83 C22 196,63 C24
129,28 C21 - -

Fonte: Autor, 2025.

O espectro acima mostra o sinal dos 27 carbonos de KCEQ. Os 4 carbonos
alifdticos encontram-se em & = 18,52 a 46,77 ppm, enquanto os carbonos dos
sistemas aromaticos podem ser vistos nos deslocamentos entre 6 = 98,13 a 151,51
ppm. KCEQ difere dos hibridos anteriores ao possuir duas carbonilas, logos os dois
ultimos sinais de carbono s&o referentes a estas duas carbonilas. A carbonila da
ligacdo amiga encontra-se em & = 176,63 ppm, ja o carbono da carbonila presente
entre os anéis aroméaticos do fragmento cetoprofeno encontra-se em 4 = 196,63 ppm,
uma regido mais desblindada ainda — e que é compreensivel dada o ndcleo deste
carbono estar mais desprotegido devido aos elétrons estarem mais atraidos para o
atomo de oxigénio e 0s anéis aromaticos em sua volta

Apods a analise por RMN, KCEQ foi submetida a analise por infravermelho
para uma melhor averiguacdo do sucesso de sua sintese. A Figura 37 mostra o
espectro no IV do cetoprofeno, CEQ e KCEQ. Os precursores ja bem elucidados na
literatura tiveram seus espectros comparados ao ja reportado anteriormente por outros
pesquisadores (ALMEIDA, 2014; PENG et al., 2006).

Através dessa técnica, mais uma vez foram observadas as bandas que estao
relacionadas a hibridizacdo dos fragmentos, ou seja, a ligacdo amida. Em KCEQ é
possivel observar o desaparecimento da banda de vibracdo do estiramento O-H,
presente no cetoprofeno (= 3221 cm™) e o desaparecimento também das bandas do

estiramento simétrico e assimétrico N-H de aminas primarias, presente apenas em
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CEQ (3201 e 3122 cm™). Como KCEQ ainda possui aminas primarias, a banda de
vibracdo do estiramento desse tipo de ligacdo N-H é observada (3315 cm™). Além
disso, a banda de vibracdo do estiramento de C=0O é deslocada da regidao de
carbonilas de &acidos carboxilicos no cetoprofeno (1701 cm™) para a regido de
carbonilas de amidas em KCEQ (1662 cm™). Novamente, estes achados fornecem
informacdes importantes que auxiliam na confirmacao do bem-sucedido acoplamento
entre os fragmentos em reacdo, produzindo o hibrido planejado. Na Tabela 11 é
apresentado de forma mais dindmica os valores em nimero de onda das vibracées

das principais bandas envolvidas na analise do hibrido KCEQ.

Figura 37 - Espectro no Infravermelho de KCEQ e seus precursores.
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Fonte: Autor, 2025.

Tabela 11 - Bandas das principais fun¢des analisadas nos espectros de infravermelho

da KCEQ e seus precursores.

Composto vas NH2 vs NH2
Cetoprofeno - - - 3221 cm? 1701 cm™
CEQ 3307 cm? 3201 cm? 3122 cm? - -
KCEQ 3315 cm? - - - 1662 cm™

Fonte: Autor, 2025.

Mais uma vez, para finalizar a caracterizacdo do hibrido, foi realizada a

espectroscopia de massas. O espectro obtido pode ser observado na Figura 38, no

qual € observado que o sinal maximo do ion molecular teve o valor de m/z = 457 (M™),
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mesmo valor da massa exata de KCEQ (457,16). No espectro também é possivel

visualizar possiveis estruturas dos fragmentos produzidos em seus valores de m/z.

Figura 38 - Espectro de massas de KCEQ.
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5.2.4 Caracterizagao de IDAPQ

Assim como feito para os hibridos entre CEQ e os diferentes AINEs, a
caracterizacdo entre DAPQ e ibuprofeno também ocorreu inicialmente através do
RMN de !H. Os resultados mais uma vez foram comparados aos espectros dos
compostos de partida, DAPQ (Figura 24) e ibuprofeno (Apéndice C, pag. 134), além
da andlise do mapa de estruturas da correlagdo 'H-'H (COSY) considerando os
acoplamentos Js e Js (Apéndice Q, pag. 148). Baseando-se nisso, 0s sinais dos
hidrogénios do hibrido estéo apresentados na Figura 39 e Tabela 12, e as ampliacfes
do espectro podem ser observados no Apéndice R (pag. 149)
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Figura 39 - Espectro de RMN de *H (400 MHz) da IDAPQ em CDCls.
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Tabela 12 - Dados atribuidos no RMN de *H (400 MHz) da IDAPQ em CDCls.

o (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicao
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 H271’
7,25 2 - H20 e H20’
7,47 dd 1 2,06 e 8,97 H6
8,17 d 1 2,06 H8
8,2 d 1 6,74 H2
8,46 d 1 8,97 H5
8,85 sl 1 - H11

Fonte: Autor, 2025.

Assim como em ICEQ, o hibrido IDAPQ possui um anel aromatico para-
substituido proveniente do fragmento ibuprofeno. Como ja discutido, anéis com esta
configuracdo apresentam dois sinais de dupletos que integram a 2 hidrogénios cada
devido a similaridade do ambiente quimico em que se encontram, tornando estes
hidrogénios de lados opostos do anel espectroscopicamente equivalentes (PAVIA et
al., 2010). Isto pode observado nos sinais dos hidrogénios H20/H20' e H21/H21’,
observados em & = 7,25 e 7,08 ppm, respectivamente. Contudo, o sinal de H20
encontra-se sobreposto ao sinal do solvente de analise (CDCIs), logo, a sua
elucidacao inequivoca se deu através da correlacdo apresentada através do COSY e
da integral calculada.

Os outros 5 sinais dos hidrogénios observados na regiao de aroméaticos foram
atribuidos ao anel quinolinico (6 = 6,41 ppm e 7,47-8,46 ppm), pois possuem
multiplicidade caracteristica e deslocamentos similares aos observados nos hibridos
sintetizados anteriormente e que podem ser assegurados ao observar 0s espectros
complementares da analise.

Os hidrogénios alifaticos do fragmento ibuprofeno (6 do H17: 3,70 ppm; H18:
1,54 ppm; H23: 2,42 ppm; H24: 1,82 ppm; e H25/H25’: 0,87 ppm) foram facilmente

identificaveis pelas suas multiplicidades preditas e ja observadas anteriormente no
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hibrido similar sintetizado, ICEQ, e no proprio espectro do ibuprofeno. Os
deslocamentos quimicos apresentaram leve alteragdes, inferindo a efetividade no
processo de sintese.

Os hidrogénios das aminas foram novamente observados como simpletos
largos (6 do H11: 8,85 ppm e H15: 6,75 ppm) e, por vezes, possuem deslocamentos
guimicos bastante diferentes quando comparados a outras estruturas apresentadas
neste trabalho. A determinacao inequivoca atribuida a estes sinais se deu a partir da
andlise do mapa de estruturas por COSY, onde é possivel observar a correlagdo
destes com os hidrogénios H12 e H14 e por cada um integrar a 1 hidrogénio, isso
indica que a amina primaria de DAPQ efetivamente reagiu com a carboxila do
ibuprofeno para formacéo da ligacdo amida.

Os hidrogénios metilénicos do fragmento DAPQ, H12, H13 e H14, foram
observados com os seguintes deslocamentos 6 = 3,43, 1,82 e 3,34 ppm,
respectivamente. Novamente, pela quiralidade na estrutura decorrente do carbono 16,
0os sinais destes hidrogénios apresentam multiplicidade indefinida por serem
diastereotopicos. A diferenca no deslocamento de H13 para H12 e H14 se da
principalmente porque 0s ndcleos destes Ultimos estdo mais desblindados em
decorréncia a sua proximidade da amina/amida.

Em seguida, a identificagéo inequivoca dos carbonos foi realizada através de
RMN de **C (Figura 40), com auxilio da técnica bidimensional HSQC (Apéndice S,
pag. 150). Os espectros de RMN de 3C dos precursores, DAPQ e ibuprofeno,
reportados na literatura, também foram utilizados como auxilio para determinacéo dos
carbonos nao hidrogenados (LOMBARD et al., 2011; OH et al., 1998). A Tabela 13
apresenta a atribuicdo dos sinais encontrados no espectro obtido aos carbonos do
hibrido IDAPQ.
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Figura 40 - Espectro de RMN de *C (100 MHz) da IDAPQ em CDCls.
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Tabela 13 - Dados atribuidos no RMN de *3C (100 MHz) da IDAPQ em CDCls.
o (ppm) Atribuicdo & (ppm) Atribuicéo

18,43 C18 125,35 Cé
22,35 C25 127,28 C20
28,35 C13 128,48 C8
30,15 C24 129,82 c21

36,3 C23 134,17 Cc7

38,9 Cl4 138,17 C19
44,99 Ci12 141,1 C22
46,89 C17 149,32 C9
98,40 C3 149,9 c4
117,61 C10 151,84 C2
121,91 C5 176,12 C16

Fonte: Autor, 2025.

E possivel observar a presenca dos 25 carbonos do hibrido sintetizado no
espectro obtido. Os deslocamentos quimicos observados entre 6 = 18,43 e 46,89 ppm
sado referentes aos sinais dos 9 carbonos alifaticos, enquanto os deslocamentos
guimicos observados entre 6 = 98,40 e 151,84 ppm sao referentes aos sinais dos 15
carbonos aromaticos. O sinal em 6 = 176,12, como caracteristico dos outros hibridos,
é referente a carbonila da ligacdo amida.

A andlise por IVFT foi realizada para verificar a eficacia do processo reacional,
permitindo a observacdo do desaparecimento e da formacdo de funcdes
caracteristicas dos compostos sintetizados, de modo semelhante ao observado nos
hibridos previamente obtidos.

Ao observar as funcdes relacionadas a hibridizacdo dos compostos, pode-se
identificar a presenca da banda do estiramento da ligacdo O-H (3072 cm™t) no espectro
do ibuprofeno e ausente em IDAPQ, e a presenca das bandas dos estiramentos
simétrico e assimétrico das ligacdes N-H em aminas primarias (3365 cm™) presentes
em DAPQ e ausente em IDAPQ. No hibrido sintetizado, nota-se a presenca da banda
do estiramento N-H de aminas secundarias (3471 cm™) e o deslocamento da banda
do estiramento C=0 de carbonilas de acidos carboxilicos no ibuprofeno (1700 cm™)
para carbonilas de amidas (1616 cm™). A Figura 41 apresenta o espectro no
infravermelho do IDAPQ e de seus precursores, enquanto a Tabela 14 detalha os
valores de vibracdo associados as principais bandas analisadas, reforcando a

caracterizacao do hibrido e a confirmacao do sucesso da reac¢éo de hibridizacéo.
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Figura 41 - Espectro no Infravermelho da IDAPQ e seus precursores.
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Tabela 14 - Bandas das principais fun¢des analisadas nos espectros de infravermelho
da IDAPQ e seus precursores.

Composto v N-H v NH2 v O-H v C=0
Ibuprofeno - - 3072 cm? 1700 cm™
DAPQ 3477 cm? 3365 cm™? - -
IDAPQ 3471 cm? - - 1616 cm

Fonte: Autor, 2025.

Para finalizar a caracterizacdo de IDAPQ, foi obtido o espectro de massas,
apresentado na Figura 41. Esse espectro revelou um sinal correspondente ao ion
molecular maximo em m/z = 423, valor que coincide com a massa exata calculada
para o hibrido IDAPQ (423,21). Além disso, 0 espectro apresenta uma série de sinais
adicionais que representam fragmentos gerados pela quebra de ligac6es quimicas no

hibrido sintetizado, juntamente das suas estruturas propostas.
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Figura 42 - Espectro de massas de IDAPQ.
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5.2.5 Caracterizacdo de NDAPQ

O segundo hibrido sintetizado com o fragmento DAPQ foi feito a partir da juncéo
com o naproxeno, formando a NDAPQ. Sua caracterizacao deu-se inicio através da
analise por RMN de 'H, no qual o espectro obtido pode ser visto na Figura 43. Os
sinais dos hidrogénios foram comparados aos espectros das estruturas precursoras
(DAPQ - Figura 24; naproxeno — Apéndice H, pag. 139), além do auxilio da andlise
por COSY (Apéndice T, pag. 151) para a determinag¢do inequivoca dos sinais. A
Tabela 15 mostra os valores de deslocamento quimicos atribuidos as multiplicidades
encontradas, integrais calculadas, constantes de acoplamento e seus respectivos
hidrogénios na estrutura. As ampliacées do espectro obtido por RMN de *H também

podem observadas no Apéndice U (pag. 152).
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Figura 43 - Espectro de RMN de *H (400 MHz) da NDAPQ em CDCls.
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Tabela 15 - Dados atribuidos no RMN de *H (400 MHz) da NDAPQ em CDCls.

o (ppm) Multiplicidade Integral J (Hz) Atribuicéo
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 H5
8,35 d 1 5,58 H2

Fonte: Autor, 2025.

Neste ponto, a identificacdo dos hidrogénios dos sistemas aromaticos ja é mais
compreendida. Ainda assim, como ocorreu sobreposicdo de sinais ou houve um
deslocamento quimico significante em relacdo aos compostos anteriores, a andlise
por COSY foi imprescindivel para a determinacdo e atribuicdo inequivoca dos
hidrogénios quinolinicos e naftalénicos (6 = 6,25 ppm e 7,10 a 8,35 ppm)

Quanto aos hidrogénios alifaticos, observamos dois sinais de hidrogénios
metilicos (integral = 3 H). O primeiro (6 = 1,64 ppm) tem multiplicidade em dupleto,
atribuido entéo ao hidrogénio H18 e correlaciona-se ao hidrogénio metinico H17 (6 =
3,77 ppm) com a multiplicidade j& esperada em quarteto. S&o valores de
deslocamento quimico para nucleos levemente desblindados pela proximidade a
ligacdo amida. O segundo (6 = 3,91) tem multiplicidade em simpleto, podendo ser
atribuido ao H29 por ser um hidrogénio de metoxila, 0 que também explica seu alto
valor de deslocamento, j4 esperado considerando a funcao organica (PAVIA et al.,
2010).

Os hidrogénios metilénicos do fragmento DAPQ, por ja considerarmos como
hidrogénios diastereotopicos, apresentam-se como sua caracteristica multiplicidade

indefinida. H13, que possui um nucleo mais blindado que os demais, aparece em 6 =
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1,70 ppm, entdo H12 e H14 tem seus sinais sobrepostos em & = 3,29 ppm. Podemos
inferir essa determinacgéo inequivoca de acordo com a analise do mapa de estruturas
obtido por COSY. E por fim, os hidrogénios das aminas aparecem em deslocamentos
similares aos j4 observados antes e com sua caracteristica apresentacdo em
simpletos largos, sendo vistos em 6 = 5,94 ppm e 6 = 6,66 ppm.

A determinacdo dos carbonos em NDAPQ foi realizada mais vez a partir do
espectro obtido por RMN de 3C (Figura 44), juntamente com o auxilio da correlacéo
em Ji1 de H-3C (HSQC), no qual o mapa de estruturas pode ser encontrado no
Apéndice V (pag. 153). O espectro por RMN de 3C da NDAPQ também foi comparado
aos espectros de seus precursores reportados na literatura para uma melhor
elucidacdo dos carbonos ndo hidrogenados (AL-SHAMMARY; MIAN; MIAN, 1992;
LOMBARD et al., 2011). A Tabela 16 apresenta os deslocamentos quimicos dos 26

carbonos de NDAPQ juntamente com suas atribuicoes.

Tabela 16 - Dados atribuidos no RMN de *3C (100 MHz) da NDAPQ em CDCls.

o (ppm) Atribuicéo o (ppm) Atribuicéo

18,41 C18 126,12 C24
28,21 C13 127,31 C8
36,33 C12 127,71 C26
39,13 Cl4 128,95 C27
47,10 Cc17 129,17 Cc22
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 Cc23
126,06 C25 176,01 C16

Fonte: Autor, 2025.
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Figura 44 - Espectro de RMN de *C (100 MHz) do NDAPQ em CDCla.
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Os sinais dos 6 carbonos alifaticos podem ser vistos em & = 18,41 a 55,36 ppm,
enquanto os sinais dos 18 carbonos aromaticos podem ser vistos 6 = 98,26 a 157,89
ppm. O ultimo sinal de carbono, em & = 176,01 ppm, mais uma vez é atribuido a
carbonila da funcdo amida, pois encontra-se em regido caracteristica para essa
funcéo organica.

Em seguida, a utilizacao da técnica de IVFT levou a obtengéo do espectro da

NDAPQ observado na Figura 45, que foi comparada aos espectros de IVFT dos seus
precursores.

Figura 45 - Espectro no Infravermelho de NDAPQ e seus precursores.
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Como foi possivel observar, a banda do estiramento da ligacdo O-H observado
no naproxeno (3168 cm™) despareceu em NDAPQ, assim como a banda do
estiramento da ligacdo C=0 no naproxeno (1708 cm™) deslocou-se de uma regido de
carbonilas de acidos carboxilicos para carbonilas de amidas em NDAPQ (1612 cm?).
Além disso, as bandas de estiramento da ligacdo N-H que aparece em DAPQ nas
regides de aminas primarias e secundarias (3365 cm™ e 3477 cm?, respectivamente),
aparece NDAPQ apenas a banda na regido das aminas secundarias (3400 cm™). Isto
indica que a hibridizac&o ocorreu de forma bem-sucedida na sintese de NDAPQ.

Novamente, foram analisadas principalmente as bandas associadas a
hibridizagdo dos compostos. A Tabela 17 mostra os valores de vibragbes destas
principais bandas.

O
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Tabela 17 - Bandas das principais func¢des analisadas nos espectros de infravermelho
da NDAPQ e seus precursores.

Composto
Naproxeno - - 3168 cm? 1708 cmt
DAPQ 3477 cm? 3365 cm™? - -
NDAPQ 3400 cm™? - - 1612 cm

Fonte: Autor, 2025.

Por fim o espectro obtido por espectrometria de massas de NDAPQ encontra-
se na Figura 46. Nele, pode ser observado que o sinal do ion molecular maximo, de
m/z = 447 (M<+) é igual ao da massa exata de NDAPQ (447,17). Na figura também
podem ser observados outros valores de m/z de fragmentos gerados e juntamente de

suas as possiveis estruturas.

Figura 46 - Espectro de massas de NDAPQ.
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5.2.6 Caracterizacdo de KDAPQ

Apés a sintese de KDAPQ, seguindo a mesma metodologia abordada pelos
outros hibridos, deu-se inicio a sua caracterizagéo por RMN de H, o qual o espectro

obtido pode ser observado abaixo na Figura 47, junto com suas ampliacdes.
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Figura 47 - Espectro de RMN de 'H (400 MHz) da KDAPQ em CDClIs e suas ampliagdes.
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E possivel notar no espectro de RMN de 'H que a substancia provavelmente foi
sintetizada, contudo ha uma quantidade substancial de impurezas e/ou
contaminantes. Alguns sinais mostram-se caracteristicos aos das substancias
analisadas previamente. Por exemplo, os sinais de hidrogénios aromaticos
observados nos deslocamentos quimicos & = 6,27 (d) e 8,27 (d) ppm devem
corresponder aos hidrogénios H3 e H2 do anel quinolinico, respectivamente. Da
mesma forma, ao comparar com 0s espectros das outras substancias sintetizadas,
pode ser inferido, mas néo de forma inequivoca, que os sinais com deslocamento 6 =
7,31 (d) e 8,04 (d) ppm atribuem-se aos hidrogénios H6 e H5 do anel quinolinico,
respectivamente. Inclusive, o sinal em & = 7,31 ppm mostra-se com uma leve
caracteristica de duplo dupleto, observada comumente em H6. Os outros sinais de
hidrogénios aromaticos encontram-se sobrepostos e com valores de integral que nao
corresponderiam com a quantidade total de hidrogénios aromaticos que KDAPQ
apresenta (26). Assim, a impureza e/ou contaminagcdo da amostra impede que estes
sinais sejam atribuidos de uma forma relativamente segura.

Quando observamos a regido de campo mais alto no espectro, é possivel
identificarmos o0s possiveis sinais dos hidrogénios alifaticos. Devido as suas
caracteristicas multiplicidades e valores de deslocamento quimicos, os sinais em & =
1,55 (d) e 3,74 (q@) pmm podem ser atribuidos ao hidrogénio metilico (H18) e ao
hidrogénio metinico (H17) do fragmento cetoprofeno. J& os hidrogénios metilénicos
do fragmento DAPQ, que como observado nas substancias anteriores apresentam-se
como hidrogénios diastereotépicos, podem ser observados com suas multiplicidades
indefinidas em 6 = 1,79 pmm (H13) e em & = 3,33 ppm (H12 e H14 sobrepostos).

Contudo, podemos ver outros sinais de hidrogénio na regido de campo do
espectro, como o0s observados em & = 0,85 (m) e 6 = 1,25 (sl) que integram,
respectivamente, a 6 e 10 hidrogénios. Tais sinais sdo decorrentes de impurezas nao
totalmente eliminadas no processo de isolamento ou de contaminacdes por outras
substancias durante os procedimentos de sintese e isolamento. Ao buscar na
literatura as possiveis fontes de contaminacao, estes sinais podem ser designados ao
hexano ndo totalmente removido da amostra, assim como a contaminacao por algum

outro hidrocarboneto linear de longa cadeia (graxa) (FULMER et al., 2010).
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Mesmo constatando a impureza na amostra analisada, impossibilitando a
identificacao inequivoca dos hidrogénios de KDAPQ, foi também realizado o RMN de

13C. O espectro deste pode ser observado na Figura 48, junto de suas ampliacdes.

Figura 48 - Espectro de RMN de *C (100 MHz) de KDAPQ em CDClIs e suas ampliacées.

=

46.99

—196.62
46.83

@
2
n

2
=

—98.01

——18.60
—14.08

\ \\K"*\\\AW////

Ty | [ .

T T T T T T T T T T T
190 180 170 160 150 140 130 120 110 100 90 80 70 60 50 40 30 ppm

—— 46.99
39.74

T 46.83

— 36.52

=y
w

—31.91
9

——28.08

22.67

T
45 40 35 30 25 20 15 ppm

196.62
—175.19

—152.12
147

—141.94
—— 116.64
98.01

21 28

0 20 22 27 29
12 14 19 2
HN/\/\N 6 VEAC 28
9/
cl N 2

N i ‘ J
I T e | . L

Ll " " Ly 2 T m hihand han il k) T Ll

T
195 190 185 180 175 170 165 160 155 150 145 140 135 130 125 120 115 110 105 ppm

Fonte: Autor, 2025.

Novamente, algumas similaridades podem ser observadas com oS outros
hibridos sintetizados previamente e, entdo, atribuicbes podem ser feitas por
comparacdes. Neste caso, os ultimos sinais, em regido de campo mais baixo, séo
referentes aos carbonos das carbonilas C16 (6 = 175,19 ppm) e C25 (6 = 196,62). No

espectro, ha também dois sinais de carbonos na regido de aroméaticos que se
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sobressaem em intensidade quando comparados aos demais. Ha uma grande
possibilidade que estes sinais sejam referentes aos carbonos C28/C28’ (6 = 128,37
ppm) e C29/C29 (6 = 130,04 ppm); por serem espectrocospicamente equivalentes,
cada sinal representa a presenca de dois carbonos.

Quando observada a regido dos carbonos arométicos, nota-se que a quantidade
de sinais apresentados (21) equivale a quantidade de carbonos aromaticos em
KDAPQ. Este fato contribui para a bem-sucedida sintese do hibrido e que a
contaminagcdo e impurezas do material se faz por substancias nas quais ndo ha a
presenca de sistemas aromaticos. Ainda assim, a identificacdo inequivoca dos sinais
dos carbonos torna-se de dificil alcance, visto que a técnica bidimensional usada neste
estudo (HSQC) apresenta uma quantidade de correlacdes acima do esperado na
regidao. Ainda assim, mesmo com esta dificuldade de identificacao preliminar, pode ser
inferido que o primeiro sinal (6 = 98,01 ppm) e o ultimo (& = 152,12 ppm) sao referentes
aos carbonos C3 e C2, respectivamente.

Quando se observa a regidao de campo mais alto, na qual encontram-se 0s
carbonos alifaticos, € esperado o sinal de apenas 5 carbonos de KDAPQ. No entanto,
foram obtidos 12 sinais diferentes. Tal resultado confirma a presenca de outras
substancias na amostra e impossibilita a completa elucidacdo do espectro. Contudo,
ao compararmos com o0s espectros dos hibridos ja caracterizados, podemos com
cautela atribuir os sinais de KDAPQ da seguinte forma: C18 (6 = 18,60 ppm), C13 (5
= 28,07 ppm), C12 (6 = 36,51 ppm), C14 (6 = 39,74 ppm) e C17 (& = 46,83 ppm).

Ao verificar na literatura se 0s outros sinais presentes na regido de campo mais
alto realmente sdo decorrentes de contaminacdo por hexano utlizado no
procedimento de isolamento e/ou de hidrocarbonetos lineares de cadeia longa, como
observado no espectro de RMN de 'H de KDAPQ, foram encontrados tais dados:
impurezas por hexano em andlises RMN de *3C utilizando cloroférmio sdo observadas
nos deslocamentos 6 = 14,14, 22,70 e 31,64 pmm — sinais estes que foram observados
no espectro de KDAPQ); ja os hidrocarbonetos lineares de cadeia longa costumam
apresentar sinal em & = 29,76 ppm — também observado no espectro de KDAPQ
(FULMER et al., 2010).

Desta forma, fica evidente que a sintese do hibrido entre o cetoprofeno e DAPQ
foi bem-sucedida e o produto planejado foi formado. Contudo, o produto néo teve

sucesso nas suas tentativas de isolamento, impedindo a atribuicdo inequivoca de
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hidrogénios e carbonos nas andlises por RMN. Consequentemente, as analises
seguintes de caracterizacdo por IVTF e espectroscopia de massas nao puderam ser
realizadas, a fim de evitar a obtencdo de resultados com interferentes que
prejudicassem sua discussédo. Estas técnicas serdo aplicadas apds o completo e bem-
sucedido isolamento do hibrido, assim como apés a obtencéo de espectros de RMN

de H e 13C que permitam a completa atribuicdo dos sinais.

5.3 Avaliacéo in silico de propriedades fisico-quimicas, farmacocinéticas e

toxicolbgicas

A aplicacdo de ferramentas computacionais como SwissADME e OSIRIS
Property Explorer oferece uma abordagem que auxilia a prever propriedades fisico-
guimicas, farmacocinéticas e toxicoldgicas, reduzindo custos e otimizando o processo
de desenvolvimento de farmacos (RODRIGUES; COSTA, 2021).

Na anadlise através da ferramenta SwissADME, foi verificado inicialmente
propriedades fisico-quimicas, como as estabelecidas pela Regra dos 5 de Lipinski,
além da solubilidade em &gua (log S) e area da superficie polar topoldgica (TPSA).
Os valores obtidos podem ser observados na Tabela 18. A Regra dos 5 de Lipinski é
atil para determinar se um composto quimico com potencial farmacolégico tem
propriedades para se tornar um farmaco ativo por via oral em humanos. Para isso, 0
peso molecular da substancia deve ser menor que 500 g/mol; o log P (lipofilicidade)
deve ser menor ou igual a 5; a quantidade de doadores de ligacao de hidrogénio (HBD)
deve ser menor ou igual a 5; e a quantidade de aceptores de ligacdo de hidrogénio
(HBA) deve menor ou igual a 10. Como todos os resultados das quatro regras sao
multiplos de cinco, ela é chamada de Regra dos 5 (RO5) (LIPINSKI et al., 2012).

Lipinski prop6s um limite de 500 g/mol para candidatos a farmaco pois estudos
mostram que a permeabilidade de um farmaco diminui com o aumento do PM.
Alinhado a isso, o PM e a depuracdo (clearance) de um farmaco também estéo
correlacionados de forma diretamente proporcional, e isso pode ocorrer devido a
guanto maior o PM, maior o numero de regies metabolicamente reativas na molécula
(KHOJASTEH; WONG; HOP, 2011). Ja a quantidade de HBDs (grupamentos OH e
NH) e HBAs (atomos de N e O) também sdo parametros quimicos relacionados a
permeabilidade e absor¢cao de um farmaco. As ligacdes de hidrogénio séo interacdes

intermoleculares fortes e a sua quebra dentro de um ambiente aquoso é um processo
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altamente energético. Como consequéncia, altos numeros de HBDs e HBAs sao
associados a baixa permeabilidade e absorcdo (ZEKI; MUSTAFA, 2024). Por esta
razdo, Lipinski estimou um ndamero maximo para ambos os parametros a fim de
estimar as melhores condi¢gfes para um candidato a farmaco.

O gquarto parametro proposto por Lipinski refere-se a lipofilicidade, expressa
como log P, também denominado coeficiente de particdo. Esse parametro determina
a razao entre as concentracbes de um composto em uma fase organica e uma fase
aquosa, usualmente no sistema n-octanol/agua. Compostos que apresentam valores
excessivamente elevados de log P tendem a exibir baixa solubilidade aquosa,
enguanto aqueles com valores muito baixos de log P enfrentam limitacdes na
permeacao das membranas lipidicas celulares. Dessa forma, um log P positivo indica
gue o composto possui alta lipofilicidade, o que pode favorecer a permeabilidade
através das membranas celulares, a ligacdo a proteinas plasméticas e a
metabolizacdo. Contudo, essa caracteristica esta associada a desvantagens, como
baixa solubilidade em agua e limitada tolerancia no ambiente gastrico (AL MOGREN
et al., 2020). Como mostrado Tabela 18, todos os compostos sintetizados encontram-
se dentro do estabelecido na Regra dos 5 de Lipinski, assim como os farmacos

padrdes utilizados como prototipos.

Tabela 18 — Parametros fisico-quimicos previstos in silico para os hibridos de derivados
4-aminoquinolinicos e AINEs utilizando SwissADME.

PM TPSA  Violagé

COMPOSTO (' HBD  HBA LogP Log$ (AS,_,) 2;%0563
CEQ 221.69 2 2 145 307 5094 0
ICEQ 409.95 2 2 375 589 5402 0
NCEQ 433.93 2 3 321 594  63.25 0
KCEQ 457.95 2 3 324 613  71.09 0
DAPQ 235.71 2 2 172  -3.63  50.94 0
IDAPQ 423.98 2 2 3.96 647  54.02 0
NDAPQ | 447.96 2 3 342  -652  63.25 0
KDAPQ | 471.98 2 3 3.44  -670  71.09 0
Cloroquina | 319.87 1 2 3.20 -4.55 28.16 0
Ibuprofeno | 206.28 1 2 313  -336  37.30 0
Naproxeno 230.26 1 3 2.57 -3.61 46.53 0
Cetoprofeno | 254.28 1 3 2.69  -359  54.37 0

Fonte: Autor, 2025.

Nota: PM (peso molecular), HBD (doadores de ligacdo de hidrogénio), HBA (aceptores de ligagédo de
hidrogénio), Log P (lipofilicidade), TPSA (area da superficie polar topolégica), Log S (solubilidade em
agua), RO5 (Regra dos 5 de Lipinski).
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Ademais, modelos experimentais pré-clinicos e clinicos, sejam eles in vitro ou
in vivo, sao dificeis de se realizar com compostos de baixa solubilidade em agua,
sendo um obstaculo que deve ser estudado e superado para uma maior
compatibilidade entre formulagéo e via de administragéo (WU et al., 2020). Por isso,
a solubilidade em agua (log S) também foi estimada através da ferramenta ESOL
(Estimated SOLubility), implementada por Delaney (2004), importante no processo de
desenvolvimento de farmacos. Os valores de log S sugerem que as substancias
podem apresentar comportamento insolavel (log S < -10), pouco soluvel (log S = -10
e < -6), moderadamente soluvel (log S = -6 e < -4), soluvel (log S = -4 e < -2), muito
soluvel (log S = -2 e < 0) e altamente soluvel (log S = 0). Nos resultados mostrados na
Tabela 18, pode ser observado que os derivados 4-aminoquinolinicos (CEQ e DAPQ)
apresentaram predicdo de serem sollveis em agua, enquanto os hibridos ICEQ e
NCEQ séo sugeridos como moderadamente sollveis em agua, e os hibridos KCEQ,
IDAPQ, NDAPQ e KDAPQ como pouco solliveis em agua. Logo, para que seja
possivel a realizacdo de testes bioldgicos, deve-se encontrar formas eficazes que
garantam a solubilizacdo dos compostos para a obtencéo de resultados confiaveis.

Ja a TPSA é um parametro Gtil para compreender como uma substancia pode
se comportar quanto a permeabilidade passiva através das membranas celulares. Em
geral, um valor de TPSA menor que 140 A2 uma absorcéo favoravel em humanos, e
se este valor for excedido, entdo o farmaco néo possui permeabilidade celular passiva
(MEDEIROS et al., 2020). E possivel observar que todos os compostos sintetizados
obtiveram valores de TPSA variando entre 50,94-71,09 A2, sugerindo que poder&o
apresentar altas taxas de absorcéo, assim como os farmacos padrao.

Além das propriedades fisico-quimicas, a ferramenta SwissADME também foi
utilizada para uma avaliacéo in silico de propriedades farmacocinéticas, que estao
relacionadas a absorcao, distribuicdo, metabolismo e excre¢do. No desenvolvimento
de novos candidatos a farmacos, essa avaliacdo pode ser duradoura e cara quando
feita de forma experimental. Por esta razdo, abordagens computacionais auxiliam na
otimizacdo da obtencdo desses resultados de uma forma rapida e segura
(MUKADAM; JAGDALE, 2024). No Quadro 8 podem ser encontrados os resultados
desta avaliacao, dispostos através dos parametros de absorgéo gastrointestinal (AGlI),
permeabilidade a barreira hematoencefalica (BHE) e inibicAo das enzimas do
citocromo P450 (CYP2D6 e CYP3A4).



102

A via de administracdo de maior preferéncia em pacientes é a via oral, tornando
esta via uma das mais importantes no desenvolvimento de farmacos. Ou seja, tende-
se a buscar farmacos que sejam facilmente absorvidos pelo trato gastrointestinal
(VINAROQV et al., 2021). Mesmo a predicao da absorcdo de farmacos por via oral ser
uma tarefa complexa e dinamica, a ferramenta SwissADME consegue fornecer
resultados a partir do auxilio de outra ferramenta em conjunto, a BOILED-Egg (DAINA,;
ZOETE, 2016). Assim, foi observado que todos os compostos sintetizados sao
previstos com uma alta absorcao pelo trato gastrointestinal, corroborando os dados
apresentados das propriedades fisico-quimicas. Além disso, os farmacos padrdes nos
guais foram baseados o estudo (cloroquina e AINEs derivados do acido propiénico)
apresentam altas e rapidas taxas de absorcdo oral (GROSSER; SMYTH;
FITZGERALD, 2018; VINETZ, 2018), sugerindo que os hibridos sintetizados podem

manter essas caracteristicas farmacocinéticas.

Quadro 8 — Dados das principais propriedades farmacocinéticas dos hibridos de
derivados de 4-aminoquinolinas e AINEs através do SwissADME.

COMPOSTO AGI BHE Inibe CYP2D6 Inibe CYP3A4

CEQ Alta Sim Nao Sim
ICEQ Alta Sim Sim Sim
NCEQ Alta Sim Sim Sim
KCEQ Alta Nao Sim Sim
DAPQ Alta Sim Sim Sim
IDAPQ Alta Sim Sim Sim
NDAPQ Alta Nao Sim Sim
KDAPQ Alta N&o Sim Sim
Cloroquina Alta Sim Sim Sim
Ibuprofeno Alta Sim N&o N&o
Naproxeno Alta Sim N&o N&ao
Cetoprofeno Alta Sim N&o N&o

Fonte: Autor, 2025.
Nota: AGI (absorcao gastrointestinal), BHE (permeabilidade a barreira hematoencefalica).

Logo apds a absorgéo do farmaco na corrente sanguinea, ele é distribuido nos
fluidos intersticiais e celulares. Como parte do processo de distribuicdo do farmaco,
eles podem ser permeaveis a BHE, atingindo o SNC. Neste caso, deve-se entender
gual o alvo desejado para o candidato a farmaco, pois se o alvo estiver no SNC, o
farmaco devera possuir a capacidade de ultrapassar a BHE. Contudo, se o alvo estiver

em 0Orgaos ou sistemas periféricos, deve-se evitar a permeabilidade a BHE a fim de
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impedir efeitos colaterais indesejados (UPADHYAY, 2014). Assim, de acordo com 0s
resultados, com excec¢ao dos compostos KCEQ, NDAPQ e KDAPQ, todos os outros
sao previstos com capacidade de permeabilidade a BHE, sugerindo a possibilidade
de efeitos biol6gicos no SNC.

Quando se considera os farmacos cloroquina e os AINEs derivados do &cido
propidnico, esses sao capazes de atravessar com facilidade a BHE (CZYRSKI, 2019;
PLANTONE; KOUDRIAVTSEVA, 2018). Logo, supbe-se que a perda dessa
capacidade para os compostos citados pode ser decorrente do aumento da estrutura
e peso molecular, independentemente deles apresentarem outras caracteristicas
compativeis, como lipofilicidade e TPSA.

Adicionalmente, no metabolismo de farmacos, as moléculas séo convertidas
em metabdlitos inativos e mais hidrofilicos, com finalidade de serem mais
eficientemente excretados do corpo. Ainda assim, alguns metabdlitos podem
desempenhar papel importante na atividade ou toxicidade de um farmaco. Em sua
maior parte, os farmacos sdo metabolizados pelas enzimas do citocromo P450, ou
seja, a inibicdo deste complexo enzimatico pode levar a alteragcdo do perfil
farmacocinético de vérios farmacos. As duas principais isoformas responséaveis pelo
metabolismo de farmacos sédo as enzimas CYP2D6 e a CYP3A4, correspondendo a
cerca de 50% dessa atividade (ZHAO et al., 2021). De acordo com os resultados, é
possivel observar que todos o0s compostos sintetizados foram previstos com
capacidade de inibicdo dessas duas isoformas, sugerindo uma interacdo que pode
resultar numa diminuicdo da metabolizagdo pelo figado. No entanto, € importante
compreender que esses efeitos podem também depender da dose e a capacidade de
ligacdo a estes complexos.

E importante ressaltar que os AINEs derivados do &cido propidnicos n&o
apresentam comportamento inibidor frente as enzimas do citocromo P450, mas a
cloroquina e hidroxicloroquina séo capazes de inibir a isoforma CYP2D6, enquanto
seus metabolitos inibem a isoforma CYP3A4 (GROSSER; SMYTH; FITZGERALD,
2018; PALUDETTO et al., 2023). Assim, € possivel que a predicao de inibicdo dessas
enzimas nos compostos sintetizados esteja relacionada ao fragmento do derivado 4-
aminoquinolinico.

J4 a andlise realizada com a ferramenta OSIRIS Property Explorer esta
detalhada na Tabela 19. Nesta, € atribuida uma pontuacao total para o candidato a

farmaco e quando os valores sao positivos indicam que 0 composto possui
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propriedades compativeis com o perfil de um farmaco, enquanto pontuacdes iguais
ou inferiores a zero classifcam o composto como ndo adequado para uso
farmacologico. Essa pontuacdo integra parametros essenciais analisados atraves
dessa ferramenta, como drug-likeness (similaridade a farmacos), cLogP (coeficiente
de particdo), logS (solubilidade), peso molecular e riscos toxicolégicos em um Unico
valor consolidado. Todos o0s compostos avaliados apresentaram pontuacdes
superiores a zero, variando de 0,19 a 0,33, sugerindo seu potencial como candidatos
a farmacos.

Além disso, a ferramenta foi utilizada para prever os riscos toxicologicos,
considerando mutagenicidade, carcinogenicidade, teratogenicidade e irritabilidade.
Os niveis de toxicidade foram classificados em trés categorias: risco baixo (verde),
risco médio (amarelo) e risco alto (vermelho). Os resultados indicaram que o0s
compostos apresentam baixo risco de carcinogenicidade, teratogenicidade e irritacao.
Contudo, foi identificado um risco alto para o efeito mutagénico em todos os
compostos sintetizados. Quando investigado através da prépria ferramenta a razao o
potencial alto risco mutagénico, foi observado que este efeito poderia estar
relacionado ao anel quinolinico, o que explica o aparecimento deste risco também

para a cloroquina e nao para os AINEs.

Tabela 19 — Pontuacao dos candidatos a farmaco e previsao de toxicidade utilizando o
OSIRIS Explorer.

composTo Pontuacdo - _Risco .
Total Mutagénico Cancerigeno Teratogénico Irritante
CEQ 0,33 Y ° ® ®
ICEQ 0,26 [ [ [ [
NCEQ 0,24 [ [ o o
KCEQ 0,22 [ [ [ [
DAPQ 0,32 o [ o [
IDAPQ 0,23 ) ) ) )
NDAPQ 0,21 o [ o ®
KDAPQ 0,19 ) ) ) )
Cloroquina 0,25 o ® o o
Ibuprofeno 0,87 o [ [ [
Naproxeno 0,72 ® ® o ®
Cetoprofeno 0,56 L L o o

Fonte: Autor, 2025.
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Um estudo de Kurakami e colaboradores (2024), empregando o teste de Ames
(teste de mutacdo reversa bacteriana), que € o padrdo ouro para detectar a
mutagenicidade de compostos quimicos, mostrou que o anel quinolinico detém um
alto potencial mutagénico. Este efeito esta diretamente ligado ao anel quinolinico de
forma isolada, podendo ser diminuido através da adicdo de grupamentos quimicos no
anel e ajustes de dose. Isso pode ser observado pelos resultados obtidos com a
estrutura da cloroquina, que além do risco mutagénico também apresentou risco
irritante, sugerindo que a modificagéo estrutural dos hibridos foi capaz de diminuir o
ultimo pardmetro. Assim, é importante uma avaliacdo do potencial toxico in vitro para
uma melhor compreensdo desse efeito, além de verificar se a substituicdo dos
grupamentos ligados ao anel fornece uma maior seguranca, evitando-se possiveis

efeitos colaterais graves.

5.4 Avaliacéo in vitro do potencial anti-inflamatorio

5.4.1 Ensaios de citotoxicidade

No desenvolvimento de novos candidatos a farmaco, independentemente de
gual direcionamento fisiopatoldgico existente, € importante que os compostos tenham
sua toxicidade avaliada tanto em nivel celular (in vitro), quanto em organismos vivos
(in vivo) (SUN et al., 2022). Com excecdo de ICEQ, os hibridos produzidos neste
estudo sao estruturas ndo reportadas na literatura, tendo sua citotoxicidade ainda nao
completamente elucidada — mesmo os derivados 4-aminoquinolinicos precursores
nao terem sido reportados causando danos celulares (AGUIAR et al.,, 2018;
SOLOMON et al., 2005).

Desta forma, com o objetivo de eleger concentragcdes nao citotdxicas dos
compostos teste para a realizacéo de ensaios de atividade anti-inflamatoria, o teste in
vitro de viabilidade celular em macrofagos J774 estimulados com LPS+INF-y foi
inicialmente realizado. Foram testadas diferentes concentracdes dos derivados 4-
aminoquinolinicos e dos hibridos sintetizados entre estes e AINEs, CEQ, ICEQ,
NCEQ, (Figura 49), DAPQ, IDAPQ, NDAPQ (Figura 50), e os padrbes cloroquina,
ibuprofeno e naproxeno (Figura 51). Os hibridos KCEQ e KDAPQ néo foram testados
biologicamente devido a dificuldade na sua obtencdo em gquantidade suficiente ou

pureza adequada para 0s ensaios.
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Figura 49 - Efeito da série analoga CEQ, ICEQ e NCEQ sobre a viabilidade celular de
macréfagos da linhagem J774 em cultura.
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Fonte: Autor, 2025.

Nota: O eixo X representa os diferentes tratamentos. O eixo Y representa o percentual de células
vidveis. As culturas foram estimuladas com LPS+INF-y e tratadas com veiculo (C-; grupo controle,
DMSO 5% em salina), CEQ (A), ICEQ (B) e NCEQ (C) em concentra¢gbes de 3,125 a 200 uM, e
Tween20® (C+, 50 uL), controle positivo do teste. Dados representados por média + D.P., realizados
em triplicatas. Os dados foram analisados por one way ANOVA com poés-teste de Tukey. *p<0,05
comparado com o grupo C-.
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Figura 50 — Efeito da série analoga DAPQ, IDAPQ, NADPQ sobre a viabilidade celular de

macréfagos da linhagem J774 em cultura.
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Fonte: Autor, 2025.

Nota: O eixo X representa os diferentes tratamentos. O eixo Y representa o percentual de células
vidveis. As culturas foram estimuladas com LPS+INF-y e tratadas com veiculo (C-; grupo controle,
DMSO 5% em salina), DAPQ (A), IDAPQ (B) e NADPQ (C) em concentracdes de 3,125 a 200 uM, e
Tween20® (C+, 50 uL), controle positivo do teste. Dados representados por média + D.P., realizados
em triplicatas. Os dados foram analisados por one way ANOVA com poés-teste de Tukey. *p<0,05

comparado com o grupo C-.
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Figura 51 — Efeito dos farmacos padrao cloroquina, ibuprofeno e naproxeno sobre a

viabilidade celular de macréfagos da linhagem J774 em cultura.
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Nota: O eixo X representa os diferentes tratamentos. O eixo Y representa o percentual de células
vidveis. As culturas foram estimuladas com LPS+INF-y e tratadas com veiculo (C-; grupo controle,
DMSO 5% em salina), cloroquina (A), ibuprofeno (B) e naproxeno (C) em concentracdes de 3,125 a
200 pM, e Tween20® (C+, 50 pL), controle positivo do teste. Dados representados por média + D.P.,
realizados em triplicatas. Os dados foram analisados por one way ANOVA com pés-teste de Tukey.

*p<0,05 comparado com o grupo C-.
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Os resultados para a série analoga CEQ, ICEQ e NCEQ, nas concentracdes
de 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 uM, estdo representados na Figura 49. A
viabilidade celular dos macréfagos foi reduzida pelo tratamento com CEQ e NCEQ em
concentracbes a partir de 50 pM (p<0,05, Figura 49A e 49C, respectivamente).
Diferentemente dos resultados observados para ICEQ, que apresentou baixa
citotoxicidade nesse ensaio, pois reduziu a viabilidade celular apenas na concentracao
de 200 uM (Figura 49B). O tratamento com Tween20® (50 pL), utilizado como controle
positivo no teste, reduziu a viabilidade celular da cultura de células J774 (p<0,05,
Figura 49).

Ja a Figura 50 representa os efeitos da série analoga DAPQ, IDAPQ e NADPQ
nas concentracbes de 3,125, 6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 puM. Os resultados
demonstraram que a viabilidade celular foi reduzida pelo tratamento com DAPQ e
IDAPQ nas concentragcbes de 100 e 200 uM (p<0,05, Figura 50A e 50C). Para o
NDAPQ (Figura 50B), a viabilidade celular foi reduzida a partir da concentracao de 50
HUM. Como esperado, o tratamento com Tween20® (50 L), utilizado como controle
positivo no teste, reduziu a viabilidade celular da cultura de células J774 (p<0,05,
Figura 50).

Os farmacos padrdo cloroquina, ibuprofeno e naproxeno, utilizados no
planejamento racional de sintese das substancias testes, também foram testados na
mesma faixa de concentra¢ées (3,125-200 pM) e na mesma linhagem celular. E
possivel observar que os tratamentos com os padrdes, em nenhuma das
concentracdes testadas, reduziram a viabilidade celular dos macrofagos (Figura 51).

CEQ e DAPQ séao derivados 4-aminoquinolinicos ja descritos na literatura, com
estudos pre-clinicos de toxicidade. Estudos de Silva (2019) mostraram que CEQ
diminuiu a viabilidade de macréfagos apenas na concentracdo de 100 pM,
apresentando concentracéo letal média (CLso) igual a 67,4 uM. Além disso, um estudo
recente do grupo de pesquisa, no qual avaliou a toxicidade aguda in vivo de CEQ,
mostrou que este composto apresentou uma dose letal média (DLso) de 233 mg/kg
(1050 pumol/kg) em camundongos, sugerindo o nivel de seguranca dessa substancia
caso administrado por via oral (DA SILVA NETO et al., 2023)

Carmo e colaboradores (2011) também sintetizaram CEQ e DAPQ e
verificaram a viabilidade celular de macrofagos expostos a esses compostos. Em seus
resultados, determinaram que concentracao inibitéria média (ICso) foi de 32,48 uM e

30,67 uM, respectivamente. Esses resultados contribuem para a compreenséo do



110

efeito citotoxico que derivados 4-aminoquinolinicos podem apresentar em altas
concentragoes.

Além disso, os resultados de viabilidade celular revelaram importantes relacdes
entre a estrutura quimica dos compostos e suas propriedades fisico-quimicas com os
efeitos citotoxicos observados. A diminuicdo da viabilidade celular foi mais
pronunciada nos hibridos NCEQ e NDAPQ em concentracdes a partir de 50 uM,
sugerindo que fragmento do naproxeno nestas moléculas pode estar desempenhando
um papel na citotoxicidade observada. Essa similaridade estrutural também é
compartilhada nos hibridos ICEQ e IDAPQ, que compartiiham o fragmento do
ibuprofeno e apresentam menor atividade citotoxica, com reducdo da viabilidade
celular em concentracdes mais altas (200 uM e 100 pM, respectivamente).

E importante ressaltar que, embora a estrutura quimica possa influenciar nesse
efeito citotdxico, outras propriedades também sdo capazes de contribuir para as
diferencas nos perfis de atividade. Isso fica mais claro quando se considera as
previsdes in silico de solubilidade em agua (log S). Os derivados 4-aminoquinolinicos
CEQ e DAPQ), classificados como soluveis, apresentaram um perfil de citotoxicidade
mais marcante em relacdo aqueles moderadamente soltveis (ICEQ e NCEQ). Uma
maior solubilidade de um composto pode facilitar a interacdo com as células,
aumentando a biodisponibilidade local e, consequentemente, a atividade biol6ogica
e/ou citotoxica (HE et al., 2024).

Por outro lado, os hibridos IDAPQ e NDAPQ foram previstos como pouco
soluveis em agua, devendo-se considerar que moléculas com solubilidade muito baixa
também podem apresentar uma toxicidade mais pronunciada. Isso é decorrente
potencial capacidade de substancias com essa caracteristica se acumular no
organismo devido a maiores dificuldades de metabolizag&o e eliminagédo (HE et al.,
2024).

Adicionalmente, como observado nos resultados de riscos de toxicidade in
silico, o anel quinolinico, presente em todos 0s compostos sintetizados (e no farmaco
cloroquina), pode apresentar um risco mutagénico. Essa caracteristica também pode
estar contribuindo para os resultados apresentados, uma vez que a exposi¢cao das
células em cultura as moléculas sintetizadas pode ter causado danos exacerbados
guando em altas concentragdes.

Por fim, a auséncia de citotoxicidade dos farmacos padrao testados (cloroquina,

ibuprofeno e naproxeno), além de esperado, pois sado farmacos comercializados e



111

consideravelmente seguros, também ressalta a importancia de possiveis ajustes
estruturais que reduzam potenciais efeitos adversos nos hibridos sintetizados. E
necessaria uma avaliacao futura desses compostos em modelos mais complexos,
como culturas celulares tridimensionais ou modelos animais, para elucidar

plenamente suas atividades bioldgicas e perfis de seguranca.

5.4.2 Avaliagdo de potencial anti-inflamatorio: efeito sobre a producéao de 6xido

nitrico por macrofagos estimulados

Com o objetivo de avaliar a capacidade dos compostos de inibir a producéo de
NO por macréfagos estimulados foi realizado o teste de nitrito pelo método de Griess
com o sobrenadante de cultura de macréfagos. Os macrofagos foram estimulados
com LPS+INFy e tratados com diferentes concentracbes nao citotoxicas dos
derivados 4-aminoquinolinicos e dos hibridos destes com anti-inflamatoérios néo-
esteroidais, CEQ, ICEQ e NCEQ (Figura 52); DAPQ, IDAPQ e NDAPQ (Figura 53); e
os padrdes cloroquina, ibuprofeno e naproxeno (Figura 54).

O LPS é uma endotoxina bacteriana comumente utilizadas em pesquisas para
evidenciar o processo inflamatoério. Células, quando expostas a esta toxina, induzem
expressdo de INOS, aumentando a concentragdo de NO (CINELLI et al., 2020).
Adicionalmente, o INFy é capaz de estimular uma maior expressao de iNOS pelo LPS,
contribuindo significativamente para o aumento da quantidade de NO (SALIM;
SERSHEN; MAY, 2016).

Para a série analoga CEQ, ICEQ, NCEQ foram observados padrdes distintos
de efeito (Figura 52). O tratamento com NCEQ foi capaz de reduzir a producéo de NO
por macrofagos estimulados em todas as concentracdes testadas, estatisticamente
indiferentes entre elas, no qual a concentragéo de 3,125 uM exibiu melhor relagéao
concentracao vs. efeito (p<0,05, EmaxNCEQ= 38,9%; Figura 52C). Enquanto o efeito
para ICEQ foi observado apenas na concentracao de 100 uM (p<0,05, Figura 52B). O
tratamento com CEQ na faixa de concentracdo testada n&o induziu alteracdes
significativas sobre as concentragdes de nitrito (Figura 52A). A dexametasona, por sua

vez, reduziu os niveis de nitrito na cultura (p<0,05, Figura 52).
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Figura 52 — Efeito da série andloga CEQ, ICEQ e NCEQ sobre aproducédo de 6xido nitrico
por macrdéfagos J774 estimulados.

A
304
—
20
=
2
i)
.‘é‘
10
£ 3
0
Ct C- Dexa 25 12,5 6,25 3,125
CEQ (uM)
B
404 #
304
s
3
o 20
2 Epnax: 93,3%
10
o
Ct C- Dexa 100 50 25 12,5 6,25 3,125
ICEQ (uM)
C
30+
__ 20
= *
3
8
E 10
Lt 0
Ermax: 38,9%
0
Ct C- Dexa 25 12,5 6,25 3,125
NCEQ (uM)

Fonte: Autor, 2025.

Nota: O eixo X representa os diferentes tratamentos. O eixo Y representa os niveis de nitrito no
sobrenadante da cultura. As culturas foram estimuladas com LPS+INF-y e tratadas com veiculo (C+;
grupo controle, DMSO 5% em salina), CEQ (A), ICEQ (B) e NCEQ (C) em diferentes concentracgdes, e
dexametasona (Dexa, 10 uM), farmaco de referéncia (50 pL). O grupo C- representa células nao
estimuladas e néo tratadas. Dados representados por média + DP, realizados em triplicatas. Os dados
foram analisados por one way ANOVA com pos-teste de Tukey. *p<0,05 comparado com o grupo C-;
#p<0,05 comparado com a concentracdo de efeito maximo (Emax; 100 uM para ICEQ).



113

Figura 53 — Efeito da série anadloga DAPQ, IDAPQ, NADPQ sobre a producéo de 6xido
nitrico por macrofagos J774 estimulados.
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Fonte: Autor, 2025.

Nota: O eixo X representa os diferentes tratamentos. O eixo Y representa 0s niveis de nitrito no
sobrenadante da cultura. As culturas foram estimuladas com LPS+INF-y e tratadas com veiculo (C+;
grupo controle, DMSO 5% em salina), DAPQ (A), IDAPQ (B) e NADPQ (C) em diferentes
concentragdes, e dexametasona (Dexa, 10 uM), farmaco de referéncia (50 uL). O grupo C- representa
células nao estimuladas e nao tratadas. Dados representados por média + DP, realizados em triplicatas.
Os dados foram analisados por one way ANOVA com pés-teste de Tukey. *p<0,05 comparado com o
grupo C-; #p<0,05 comparado com a concentracao de efeito maximo (Emax; 50 UM para DAPQ e IDAPQ;
6,25 pM para NDAPQ).
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Figura 54 — Efeito dos farmacos padrao cloroquina, ibuprofeno e naproxeno sobre a
producdo de 6xido nitrico por macrofagos J774 estimulados.
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Fonte: Autor, 2025.

Nota: O eixo X representa os diferentes tratamentos. O eixo Y representa os niveis de nitrito no
sobrenadante da cultura. As culturas foram estimuladas com LPS+INF-y e tratadas com veiculo (C+;
grupo controle, DMSO 5% em salina), cloroquina (A), ibuprofeno (B) e naproxeno (C) em diferentes
concentracfes, e dexametasona (Dexa, 10 uM), farmaco de referéncia (50 pL). O grupo C- representa
células nao estimuladas e nao tratadas. Dados representados por média + DP, realizados em triplicatas.
Os dados foram analisados por one way ANOVA com pds-teste de Tukey. *p<0,05 comparado com o
grupo C-; #p<0,05 comparado com a concentracao de efeito maximo (Emax; 100 uM para todos os
compostos).
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A série analoga DAPQ, IDAPQ, NADPQ (Figura 53) foi capaz de reduzir
producdo de oOxido nitrico por macréfagos estimulados em todas as concentracdes
testadas (p<0,05). Para os compostos DAPQ e IDAPQ, o efeito foi concentracéo-
dependente, melhor observado em 50 pM (p<0,05; efeito méximo, EmaxDAPQ =
78,7%; EmaxIDAQP= 71,5%, Figura 53A e 53B). Diferentemente de NDAPQ, para o
gual a melhor relacdo concentracdo vs. efeito ocorreu em 6,250 pM (p<0,05;
EmaxNDAQP= 76,7%, Figura 53C). Como esperado, a dexametasona, utilizada como
farmaco de referéncia no teste, reduziu os niveis de nitrito na cultura (p<0,05; Emax =
88,7%, Figura 53).

Os farmacos padrdo cloroquina, ibuprofeno e naproxeno também foram
submetidos ao mesmo teste sob mesmas condi¢cbes experimentais. E possivel
observar que os tratamentos com os trés farmacos reduziram os niveis de nitrito em
todas as concentragbes testadas (3,125-100 pM) (p<0,05, Figura 54).
Semelhantemente para o observado com o tratamento com dexametasona (p<0,05,
Figura 54).

Em estudo anterior, investigou-se a potencial atividade anti-inflamatoria de
CEQ utilizando modelos murinos de nocicepcado e inflamacdo. Os resultados
indicaram que o0 composto, nas doses testadas (1-50 mg/kg), ndo apresentou
capacidade significativa de atenuar as respostas nociceptiva e inflamatoria (DA SILVA
NETO et al., 2023). Esses achados estdo em consonancia com os dados obtidos no
presente estudo, nos quais CEQ também ndo demonstrou eficacia em reduzir a
producdo de NO, sugerindo limitagdes no seu potencial terapéutico como anti-
inflamatorio.

Contudo, ao observar o comportamento de ICEQ, nota-se que este hibrido,
sintetizado a partir de CEQ e ibuprofeno, foi capaz de reduzir em 93,3% a producéo
de NO em macrofagos estimulados. Apesar dessa alta reducao, ela foi observada
apenas na concentracdo de 100 puM, enquanto as outras concentracdes testadas
mantiveram a quantidade producdo de NO ou a aumentaram. Com isso, pode-se
inferir que alteragdes estruturais em derivados 4-aminoquinolinicos, como na
producédo deste hibrido, foi capaz de conferir uma possivel atividade bioldgica.

N&o obstante, a avaliagdo do perfil de segurangca de um composto pode ser
realizada por meio da determinacgdo de seu indice terapéutico. Este indice é definido
como a razao entre a menor dose que induz toxicidade significativa e a menor dose

capaz de produzir o efeito terapéutico desejado. De modo geral, compostos que
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apresentam um indice terapéutico igual ou superior a 10 sdo considerados seguros,
enguanto valores inferiores indicam uma margem terapéutica estreita e, portanto,
maior risco de efeitos adversos (TAMARGO; LE HEUZEY; MABO, 2015). Dessa
forma, devido a proximidade da dose efetiva de ICEQ (100 uM) com a dose em que
foram observados sinais citotoxicos (200 uM), infere-se que esse composto pode
apresentar um baixo indice terapéutico.

Estudos prévios investigaram o potencial anti-inflamatério de ICEQ,
demonstrando sua capacidade de modular mediadores inflamatoérios criticos. Em
particular, este hibrido reduziu significativamente os niveis de IL-13, uma citocina pro-
inflamatéria amplamente associada a amplificacdo de respostas inflamatérias, em
macrofagos estimulados por LPS. O efeito foi observado de maneira consistente em
todas as concentracdes avaliadas (0,3 a 3 uM) (DA SILVA NETO et al., 2022). Estes
resultados indicam que h& espaco para a realizacdo de modificacdes estruturais
estratégicas com o objetivo de otimizar tanto a atividade biolégica quanto o perfil de
seguranca dos hibridos propostos.

Tal modificacdo estrutural pode ser observada, por exemplo, em NCEQ, em
gue foi inserido o fragmento de naproxeno e apresentou capacidade de diminuicdo da
producao de NO em todas as concentracdes testadas. Inclusive, ao observar que nao
h& diferencas estatisticamente significantes entre as concentracées, € possivel inferir
gue concentracdes mais baixas também sdo capazes de induzir o mesmo efeito —
consequentemente, concentragfes mais seguras. Contudo, por NCEQ apresentar o
menor valor de Emax (38,9%) dentre todos os hibridos testados e ICEQ apresentar
atividade apenas em altas concentracdes, pode-se considerar que o tamanho da
cadeia do conector entre o anel quinolinico e o fragmento dos AINEs inseridos
desempenha papel importante.

Este papel relacionado ao tamanho do conector pode ser observado na Figura
53, na qual é mostrado o resultado dos hibridos com 1 carbono a mais entre o anel
qguinolinico e o fragmento de ibuprofeno ou naproxeno (DAPQ, IDAPQ e NDAPQ).
Assim, pode-se inferir que o aumento da cadeia do conector entre os fragmentos
farmacoforicos dos hibridos foi capaz de oferecer um melhor potencial anti-
inflamatério. E importante enfatizar que, mesmo o efeito maximo do derivado 4-
aminoquinolinico DAPQ (78,7%) ser maior que o do hibrido NDAPQ (76,7%), este

primeiro foi obtido numa concentracdo de 50 uM, enquanto o ultimo foi obtido numa
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concentracdo de 6,250 pM. Isso sugere a possibilidade de uma maior poténcia na
atividade dos hibridos sintetizados com o fragmento naproxeno.

No tocante aos farmacos padrao, a cloroquina exibiu o menor efeito na reducéo
da produgcdo de NO, seguida pelo ibuprofeno e, finalmente, pelo naproxeno, que
apresentou o maior efeito anti-inflamatério. Da mesma forma, entre os hibridos
avaliados, aqueles contendo fragmentos do naproxeno (NCEQ e NDAPQ) foram mais
eficazes na inibicdo da producéo de NO do que os compostos de suas séries analogas
hibridizados com o ibuprofeno (ICEQ e IDAPQ, respectivamente). Isso destaca o
Impacto das variagdes estruturais nos resultados obtidos, sugerindo que o naproxeno
confere propriedades mais favoraveis a atividade anti-inflamatéria nos hibridos.

A analise comparativa entre 0s compostos sintetizados e os farmacos padrao
revelou outras observacfes significativas sobre o potencial anti-inflamatério das
substancias. Em termos gerais, os hibridos sintetizados a partir de CEQ apresentaram
um potencial anti-inflamatério inferior aos farmacos padrdo, enquanto os hibridos
sintetizados a partir do DAPQ demonstraram atividade superior quando comparados
aos mesmos padroes.

Todavia, € indiscutivel que os valores de efeito maximo de DAPQ e os hibridos
IDAPQ e NDAPQ apresentaram um efeito maximo superior a cloroquina e ibuprofeno,
enguanto esse efeito maximo foi inferior ao observado com o naproxeno. Contudo,
destaca-se que o efeito maximo observado para esta série foi alcancado em
concentracdes significativamente inferiores as necessarias para o naproxeno (Emax =
82,3%; 100 uM). Em especial, o hibrido NDAPQ, que teve seu efeito maximo (76,7%)
na concentracdo de 6,250 uM, sugerindo uma maior eficacia em comparacdo aos
demais compostos. Adicionalmente, observa-se que os resultados das diferentes
concentracdes de NDAPQ estdo em uma faixa de 56,5-76,7%, sugerindo um potencial
anti-inflamatorio em concentragdes ainda menores, tornando este o candidato a
farmaco mais promissor entre 0s compostos sintetizados.

Além disso, os resultados de NDAPQ ao longo de diferentes concentracdes
mantiveram-se em uma faixa de 56,5-76,7%, indicando um potencial anti-inflamatério
consistente mesmo em concentragdes reduzidas. Essa estabilidade no desempenho,
aliada a alta efichcia em concentracBes mais baixas, posiciona NDAPQ como o
candidato a farmaco mais promissor entre os hibridos investigados, reforcando seu
valor como ponto de partida para estudos futuros de otimizacdo estrutural e

desenvolvimento pré-clinico.
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Na Tabela 20 estdo dispostos os valores em porcentagem de efeito maximo

dos compostos estudados sobre a producédo de NO por macrofagos J774 estimulados.

Tabela 20 — Efeito maximo em percentagem (%) dos compostos estudados sobre a
producdo de 6xido nitrico por macrofagos J774 estimulados.

Composto Emax (%) Composto Emax (%)
ICEQ 93,3 Cloroquina 53,3
NCEQ 38,9 Ibuprofeno 61,2
DAPQ 78,8 Naproxeno 82,3
IDAPQ 71,5 Dexametasona 88,7
NDAPQ 76,7

Fonte: Autor, 2025.

E reportada na literatura a sintese de hibridos com potencial anti-inflamatorio.
Boechat e colaboradores (2020) empregaram a estratégia de hibridizacdo molecular
ao combinar derivados 4-aminoquinolinicos com fragmentos bioisosteros do grupo
farmacoforico acido fenilacético, presente em alguns AINES (como os proprionatos e
o diclofenaco). Os compostos foram avaliados quanto a capacidade de reduzir
mediadores inflamatérios, como NO e TNF-qa, induzidos por LPS, resultando em
alguns dos hibridos sintetizados (Figura 55) exibindo potencial anti-inflamatorio
significativo. Interessantemente, os compostos que induziram uma menor produgéo
de NO e TNF-a detinham, entre os grupos farmacofoéricos, um conector com 3
carbonos, similar aos hibridos sintetizados a partir de DAPQ. Isso reforca a evidéncia
de que o espacamento entre os fragmentos farmacoféricos nos hibridos de com o anel
quinolinico exerce um papel fundamental na modulacdo da atividade biologica,
possivelmente ao influenciar as interacées moleculares especificas com os alvos

envolvidos nos processos inflamatorios.

Figura 55 — Estrutura quimica dos hibridos derivados de 4-aminoquinolinicos
sintetizados por Boechat e colaboradores (2020) com maior potencial anti-inflamatério.
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Fonte: Adaptado de Boechat et al., 2020.

Nota: Em vermelho, destaca-se o fragmento farmacoférico do nucleo quinolinico com estrutura similar
a DAPQ. Em azul, destaca-se o fragmento bioiséstero do farmacoforo acido fenilacético.
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Em estudo recente de Aldhahrani e colaboradores (2025), foi conduzido o
planejamento e a sintese de uma série de hibridos contendo o nucleo quinolinico com
diferentes substituintes na posicdo 3 do anel, incluindo fragmentos de
tiossemicarbazona, imidazolina e tiazol. Esses compostos foram avaliados quanto a
sua capacidade de inibir a producdo do TNF-a. Entre os hibridos sintetizados,
destacou-se compostos (Figura 56) que demonstraram efetividade comparavel ao
celecoxibe, um inibidor seletivo da COX-2, farmaco padrao utilizado nos testes. Esse
resultado ndo apenas corrobora o potencial anti-inflamatério do nucleo quinolinico,
mas também sugere que hibridos produzidos com esse grupo farmacoférico possuem

potencial terapéutico relevante.

Figura 56 — Hibridos contendo o anel quinolinico sintetizados por Aldhahrani e
colaboradores (2025) com maior potencial anti-inflamataério.
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Fonte: Adaptado de Aldhahrani et al., 2025.
Nota: Em vermelho, destaca-se o anel quinonlinico.

Ghanim e colaboradores (2022) idealizaram uma estratégia de hibridizacdo
semelhante a deste estudo. Foram sintetizados hibridos entre derivados quinolinicos
substituidos nas posi¢cdes 1 e 4 por um conector ligado ao ibuprofeno, esta ultima
produzindo compostos similares a ICEQ e IDAPQ. Também investigaram a
contribuicdo de diferentes tamanhos de conectores que os grupos farmacoféricos e
diferentes substituintes na posi¢édo 6 do anel quinolinico. Os compostos que exibiram
maior potencial anti-inflamatoério podem ser observados na Figura 57.

Esses compostos foram capazes de reduzir a resposta nociceptiva e anti-
inflamatoria, na dose de 10 mg/kg, em niveis equivalentes ou superiores ao do
ibuprofeno no ensaio de contor¢do abdominal em camundongos (8ax/bx/cx: 88,8-
98,3% de reducdo; ibuprofeno: 58,5% de reducéo) e no ensaio de edema de pata
induzido por carragenina em ratos (8ax/bx/cx: 96,2-105,1% de poténcia; ibuprofeno:

97,4% de poténcia). Além disso, os hibridos mencionados apresentaram um indice de
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seletividade para COX-2 superior ao ibuprofeno, enquanto 8bx e 8cx ndo mostraram

tendéncia a efeitos gastrointestinais (Ulceras) (GHANIM et al., 2022).

Figura 57— Estrutura quimica dos hibridos entre derivados quinolinicos e ibuprofeno
sintetizados por Ghanim e colaboradores (2022) com potencial anti-inflamatério.
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Fonte: Adaptado de Ghanim et al., 2022.

Adicionalmente, em estudos com estes compostos in vitro na concentracdo de
40 pg/mL, verificou-se que eles também foram capazes de reduzir significativamente
a quantidade NO produzido (8ax e 8cx), assim como puderam avaliar que todos os
trés hibridos promissores foram capazes de reduzir significativamente o nivel de
expressdo de iINOS, TNF-a e IL-6 (mediados pré-inflamatérios) (GHANIM et al., 2022).

Assim, esse estudo contribui de forma significativa para os achados na
presente pesquisa, demonstrando que os hibridos sintetizados possuem potencial
anti-inflamatério caso sejam avaliados em ensaios mais aprofundados para as
atividades idealizadas. Ademais, é importante ressaltar que os compostos produzidos
por Ghanim e colaboradores (2022) que apresentaram maior potencial anti-
inflamatério possuiam um conector com uma cadeia formada por 3 carbonos, similar
ao observado neste estudo com DAPQ, NDAPQ e IDAPQ, corroborando a ideia da
contribuicéo na atividade biolégica a partir de um tamanho de conector ideal.

Dessa forma, os resultados apresentados evidenciam o potencial dos derivados
quinolinicos, inclusive na forma de hibridos moleculares (ICEQ, NCEQ, NDAPQ e
IDAPQ), como candidatos promissores para o desenvolvimento de novos agentes

anti-inflamatorios. A partir dos ensaios in vitro, foi observado que os hibridos ICEQ e
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NCEQ apresentaram um potencial anti-inflamatério inferior aos farmacos padrdes
testados, enquanto os hibridos IDAPQ e NDAPQ apresentaram um melhor
desempenho anti-inflamatorio. Nesse contexto, NDAPQ se destacou como o hibrido
mais promissor devido a uma maior eficAcia na diminuicdo da producdo de NO,
sugerindo a possibilidade de uma maior poténcia e apresentagao de atividade mesmo
em concentracfes mais baixas.

Os dados obtidos nesta pesquisa corroboram estudos prévios que destacam a
relevancia desse grupo farmacoférico na modulagdo de respostas inflamatorias,
fortalecendo a viabilidade de estratégias baseadas em hibridizagdo molecular para
otimizacao de atividade biolégica. Contudo, é imperativo que estudos futuros sejam
conduzidos para ampliar a caracterizacdo farmacoldgica dos hibridos sintetizados.
Tais investigagdes devem incluir a avaliagdo de sua influéncia sobre outros
mediadores inflamatérios, bem como estudos adicionais que explorem propriedades
farmacocinéticas e potenciais efeitos adversos. Esses esfor¢cos sdo essenciais para
consolidar o perfil de seguranca e eficacia dos compostos e, consequentemente,
avancar no desenvolvimento de moléculas como novos candidatos a farmacos anti-

inflamatorios.
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6 CONCLUSAO

A hibridizagdo entre 4-aminoquinolinicos (CEQ e DAPQ) e AINES (ibuprofeno,
naproxeno e cetoprofeno), por meio das estratégias sintéticas adotadas, mostrou-se
adequada. Foram produzidos 6 hibridos, ICEQ, NCEQ, KCEQ, IDAPQ, NDAPQ e
KDAPQ, os quais, em maioria, foram quimicamente caracterizados por diferentes
técnicas espectroscopicas e suas estruturas foram confirmadas de acordo com os
esqueletos preditos no planejamento racional.

Resultados in silico dos hibridos sintetizados mostraram que estes nao violam a
regra dos 5 de Lipinski, demonstrando farmaco-semelhanca (drug-likeness), ao
mesmo tempo que séo previstos com alta absorgéo gastrointestinal, moderada a baixa
solubilidade em agua, além da capacidade de penetracdo BHE e inibicdo de enzimas
do citocromo P450. Junto a isto, também foi previsto um possivel risco mutagénico
associado ao anel quinolinico.

A partir dos ensaios biologicos, observou-se que a maioria dos compostos de
ambas as séries homélogas apresentaram viabilidade celular em concentracdes a
partir de 50 pM. A série de compostos DAPQ, IDAPQ e NDAPQ inibiram
significativamente a producdo de NO por macréfagos estimulados indicando potencial
anti-inflamatoério. Assim, do ponto de vista farmacoldgico e na perspectiva de
planejamento de farmacos anti-inflamatérios, além do perfil de eficacia e
citotoxicidade, os compostos mais promissores sao os hibridos derivados de DAPQ,

em especial NDPAQ devido a sua maior eficacia nos resultados apresentados.
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7 PERSPECTIVAS

As perspectivas para o desenvolvimento desta pesquisa incluem a otimizacao
das metodologias de sintese, com o0 objetivo de alcancar rendimentos mais elevados
na producdo dos hibridos. A eficiéncia na sintese contribuiria para a obtencdo de
maiores quantidades de produto, reducao de custos e aumento na aplicabilidade dos
compostos em estudos subsequentes. A modificacdo de parametros como
temperatura, tempo de reacéo, concentracdo de reagentes e 0 uso de catalisadores
podem contribuir na metodologia sintética, visando um processo mais robusto e
escalavel.

Além disso, a melhoria nas técnicas de purificacao € fundamental para garantir
gue os compostos sintetizados sejam obtidos de forma mais pura, em especial
KDAPQ, hibrido ndo possivel de purificar em tempo habil para a finalizacdo deste
estudo e que pode apresentar substancial potencial anti-inflamatdrio, similar aos
hibridos de sua série analoga. A utilizacdo de técnicas mais aprimoradas, como
cromatografia em coluna, podera permitir a obtencdo de substancias com maior
pureza, facilita a caracterizacdo estrutural de forma detalhada e ird assegurar a
reprodutibilidade dos resultados experimentais.

Outra perspectiva relevante envolve a investigacdo de possiveis modificacfes
estruturais para a producdo de novos compostos hibridos. A introducdo de
substituintes ou modificacdes nos fragmentos dos compostos pode levar a
identificacdo de novos analogos com propriedades melhoradas, ampliando o espectro
de eficacia dos compostos.

Por fim, a realizacdo de testes in vitro utilizando uma gama mais ampla de
mediadores pro-inflamatoérios (por ex., TNF-a e interleucinas) sera essencial para
confirmar o potencial anti-inflamatério dos compostos sintetizados. Com base nos
resultados desses testes, sera possivel realizar testes pré-clinicos in vivo em modelos
animais, como o teste de nocicepcéao induzida por formalina (para uma triagem dos
efeitos anti-nociceptivo e anti-inflamatorio), em seguida de ensaios de edema de pata
e ensaios artriticos , a fim de investigar com uma maior profundidade a atividade anti-
inflamatoéria dos compostos. Essas perspectivas tém o potencial de avancar
significativamente na area de farmacos anti-inflamatorios, avangcando o campo da

farmacologia experimental e quimica medicinal.
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APENDICES

Apéndice A — Estruturas quimicas dos derivados 4-aminoquinolinicos e dos
hibridos sintetizados.
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Apéndice B — Termograma dos hibridos ICEQ, NCEQ, IDAPQ e NDAPQ.
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Apéndice C — Espectro de RMN de 'H do ibuprofeno em CDCls.
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Apéndice D — Mapa de correlagdo *H-'H (COSY) da ICEQ em CDCls.
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Apéndice E — AmpliacGes do espectro de RMN de *H do ICEQ em CDCls.
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Apéndice F — Espectro de RMN de 'H da ICEQ em CDCIls; com adicdo de D20.
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Apéndice G — Mapa de correlacdo *H-13C (HSQC) da ICEQ em CDCls.
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Apéndice H — Espectro de RMN de 'H do naproxeno em CDCls.
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Apéndice | — Mapa de correlagcéo *H-'H (COSY) da NCEQ em CDCls.
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Apéndice J — AmpliacGes do espectro de RMN de *H de NCEQ em CDCls.
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Fonte: Autor, 2025.
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Apéndice K — Espectro de RMN de 'H da NCEQ em CDCls; com adicdo de D20.
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Fonte: Autor, 2025.



Apéndice L — Mapa de correlacdo H-*C (HSQC) da NCEQ em CDCls.
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Fonte: Autor, 2025.
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ppm

6.2

66 65 64 63

6.7

70 69 6.8

Apéndice M — Ampliacdes do espectro de RMN de 'H de KCEQ em CDCls.
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Fonte: Autor, 2025.
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Apéndice N — Mapa de correlacdo H-'H (COSY) da KCEQ em CDCls.
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5 H21/
Hog H23/H27
H2 e 190 TH28 | H22 HE H3
\I“ ‘I I h.“ \‘| i I‘“;\ [ H:H H‘14 I
LA L N FN ppm
6.0
H3 = - ®  le2
6.4
H14
6.6
H11 =
6.8
7.0
H6 | 7.2
H22 == ® L
H27 ® , (74
H21/H23/H28 iy .
H5/H26 - 2 )¢ 76
H'Ig;_j W 7.8
Hg | - .
. 8.0
Cl77 8.2
H2 — - [ oa
8.6
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T B'S
85 84 83 82 81 80 79 78 7.7 76 75 74 73 72 71 70 69 6.8 6.7 66 6.5 64 6.3 6.2 6.1 ppm

Fonte: Autor, 2025.
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Apéndice O — Espectro de RMN de *H do cetoprofeno em CDCls.
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Fonte: Autor, 2025.



Apéndice P — Mapa de correlacéo *H-3C (HSQC) da KCEQ em CDCls.
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Fonte: Autor, 2025.
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Apéndice Q — Mapa de correlagdo *H-'H (COSY) da IDAPQ em CDCls.
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Fonte: Autor, 2025.
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Apéndice R — Ampliacdes do espectro de RMN de 'H de IDAPQ em CDCls.
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Fonte: Autor, 2025.
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Apéndice S — Mapa de correlacdo *H-13C (HSQC) da IDAPQ em CDCls.
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Fonte: Autor, 2025.
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Apéndice T — Mapa de correlacdo 'H-'H (COSY) da NDAPQ em CDCls.
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Fonte: Autor, 2025.
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Apéndice U — Ampliacdes do espectro de RMN de 'H de NDAPQ em CDCls.
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Fonte: Autor, 2025.



Apéndice V — Mapa de correlagéo *H-13C (HSQC) da NDAPQ em CDCls.
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Fonte: Autor, 2025.
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